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RESUMO

Estudos em humanos com sobrepeso ou obesidade tém mostrado que
prebidticos e simbidticos podem ter efeito benéfico em marcadores
inflamatorios e em indicadores bioquimicos e antropométricos do estado
nutricional. No entanto, o nimero de estudos que avaliaram o efeito
destes produtos alimentares nestes desfechos em individuos com
sobrepeso ou obesidade é limitado. Neste sentido, o objetivo desta tese
de doutorado foi avaliar o efeito de prebidtico ou simbidtico em
marcadores inflamatérios e indicadores do estado nutricional em
individuos com obesidade morbida. Uma revisdo sistematica foi
realizada a fim de recuperar da literatura cientifica todos os ensaios
clinicos randomizados e controlados que investigaram o efeito de
prebidticos e simbidticos nos desfechos avaliados nesta presente
pesquisa. Os resultados mostraram que nenhum estudo avaliou o efeito
de fruto-oligossacarideo (FOS) em citocinas inflamatdrias e de
simbiodticos contendo FOS em citocinas anti-inflamatérias, além de
nenhum estudo ter sido conduzido em individuos com obesidade
mérbida. Adicionalmente, o0s estudos apresentavam importantes
fragilidades e heterogeneidade metodoldgicas. A partir dos resultados
obtidos, um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado e triplo
cego foi conduzido em 22 individuos adultos. Um grupo recebeu
prebidtico 11g/dia de FOS, um grupo recebeu 1lg/dia de simbidtico
(FOS, Lactobacillus paracasei LPC-37 (2x10° UFC/dia), Lactobacillus
rhamnosus HNO001 (2x10° UFC/dia), Lactobacillus acidophilus NCFM
(2x10° UFC/dia) e Bifidobacterium lactis HNO19 (2x10° UFC/dia)) e
um grupo recebeu 11g de placebo (maltodextrina) durante 30 dias.
Marcadores inflamatorios (proteina C-reativa (PCR), IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12p70 e TNF-a) e indicadores bioquimicos e antropométricos
do estado nutricional (colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol,
triglicerideos, glicemia e insulina de jejum, hemoglobina glicada, indice
HOMA-IR, peso corporal, indice de massa corporal (IMC) e
circunferéncia da cintura) foram avaliados. As analises ndo mostraram
diferencas significativas entre os grupos apds a suplementacdo. Nas
avaliacGes intra-grupo, houve reducdo significativa no colesterol total (-
15,0 mg/dL; p=0,002), LDL-c (-17,0 mg/dL; p=0,030), HDL-c (-3,0
mg/dL; p=0,040), peso corporal (-2,6 kg; p=0,028) e no IMC (-1,1
kg/mz; p=0,022) no grupo placebo, embora este grupo tenha apresentado
a maior reducdo na ingestdo energética (-17.000 kcal/més). No grupo
prebiotico houve aumento significativo na IL-10 (+0,8 pg/mL; p=0,025),
na IL-12p70 (+42,1 pg/mL; p=0,036) e no TNF-a (+3,0 pg/mL;



p=0,036). Por outro lado, houve reducdo significativa no peso corporal
(-2,0 kg; p=0,028) e no IMC (-0,8 kg/m?; p=0,006), em proporcdo
similar ao grupo placebo, no entanto, a redugdo na ingestdo energética
foi menor no grupo prebidtico (-1.000 kcal/més). Mesmo sem
significancia estatistica, o0 grupo prebidtico apresentou 0 menor aumento
de IL-8 (+0,4 vs +2,0 vs +2,3 pg/mL), foi o Unico grupo que apresentou
reducdo de IL-6 (-0,7 vs +0,1 vs +1,1 pg/mL), além de ter apresentado a
maior redugdo de PCR (-2,0 vs -1,5 vs -1,2 mg/L). No grupo simbidtico,
foi observada redugdo significativa da circunferéncia da cintura (-3,0
cm; p=0,031), também com reducédo da ingestdo energética menor que o
grupo placebo (-8.500 kcal/més). Em conclusdo, a suplementacdo de
FOS ou de simbidtico contendo FOS podem representar potenciais
adjuvantes no tratamento da obesidade mdrbida por meio da reducéo de
indicadores antropométricos e do aumento da IL-10 plasmatica.

Palavras-chave: Obesidade. Microbiota. Prebidticos. Simbioticos.
Inflamacdo. Estado nutricional.



ABSTRACT

Studies in humans with overweight or obesity have shown that
prebiotics and synbiotics may have a beneficial effect on inflammatory
markers and biochemical and anthropometric indicators of nutritional
status. However, the number of studies that have evaluated the effect of
these food products on these outcomes in overweight or obese
individuals is limited. In this sense, the objective of this doctoral thesis
was to evaluate the effect of prebiotic or symbiotic on inflammatory
markers and indicators of nutritional status in individuals with morbid
obesity. A systematic review was performed to retrieve from the
scientific literature all randomized controlled trials that investigated the
effect of prebiotics and synbiotics on the outcomes evaluated in this
present study. The results showed that no study evaluated the effect of
fructo-oligosaccharide (FOS) on inflammatory and symbiotic cytokines
containing FOS in anti-inflammatory cytokines, and no studies were
conducted in individuals with morbid obesity. In addition, the studies
presented important weaknesses and methodological heterogeneity. This
randomized, placebo-controlled, triple blind trial was conducted in 22
adult subjects. One group received prebiotic 11g/day of FOS, one group
received 11g/day of synbiotic (FOS, Lactobacillus paracasei LPC-37
(2x10° CFU/day), Lactobacillus rhamnosus HNOO1 (2x10° CFU/day),
Lactobacillus acidophilus NCFM (2x10° CFU/day) and Bifidobacterium
lactis HNO19 (2x10° CFU/day)) and one group received 11g/day of
placebo (maltodextrin) for 30 days. (C-reactive protein (CRP), IL-1p,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-a) and biochemical and
anthropometric indicators of nutritional status (total cholesterol, LDL-
cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides, fasting glycemia, fasting
insulin, glycated hemoglobin, HOMA-IR index, body weight, body
mass index (BMI) and waist circumference) were evaluated before and
after supplementation. The analyzes did not show significant differences
between the groups after the supplementation. In the intra-group
evaluations, there was a significant reduction in total cholesterol (-15.0
mg/dL, p=0.002), LDL-c (-17.0 mg/dL, p=0.030), HDL-c (-3.0 mg/dL;
p=0.040), body weight (-2.6 kg; p=0.028) and BMI (-1.1 kg/mZ
p=0.022) in the placebo group, although this group had the highest
reduction in energy intake (-17,000 kcal/month). In the prebiotic group,
there was a significant increase in 1L-10 (+0.8 pg/mL, p=0.025), IL-
12p70 (+42.1 pg/mL, p=0.036) and TNF-a (+3.0 pg/mL; p=0.036). On
the other hand, there was a significant reduction in body weight (-2.0 kg;
p = 0.028) and BMI (-0.8 kg/mz; p=0.006), in a similar proportion to the



placebo group, however, the reduction in energy intake was lower in the
prebiotic group (-1,000 kcal/month). Even without statistical
significance, the prebiotic group presented the lowest IL-8 increase
(+0.4 vs +2.0 vs +2.3 pg/mL), it was the only group that presented a IL-
6 reduction (-0.7 vs +0.1 vs +1.1 pg/mL), in addition to presenting the
highest CRP reduction (-2.0 vs -1.5 vs -1.2 mg/L). In the synbiotic
group, a significant reduction in waist circumference (-3.0 cm; p=0.031)
was observed, also with reduction of energy intake lower than the
placebo group (-8,500 kcal/month). In conclusion, supplementation with
prebiotic (FOS) or synbiotic with FOS may represent potential adjuvants
in the treatment of morbid obesity by reducing anthropometric
indicators and increasing plasma IL-10.

Key-words: Obesity. Microbiota. Prebiotics. Synbiotics. Inflammation.
Nutritional status.
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1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ um dos maiores problemas de salde publica no
mundo, diminuindo a expectativa e a qualidade de vida. De acordo com
o Ministério da Salde, a obesidade é considerada uma doenca cronica de
natureza multifatorial dentre os quais estdo fatores ambientais,
nutricionais e genéticos, caracterizada pelo acimulo excessivo de
gordura corporal, acarretando prejuizos a satude (BRASIL, 2007).

Evidéncias mostram que a obesidade est4 associada a inflamacéo
cronica, caracterizada por concentracbes alteradas de mediadores
inflamatorios, tais como citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e
proteinas de fase aguda, além da ativacdo de vias de sinalizagdo
inflamatérias (HOTAMISLIGIL, 2017; REILLY; SALTIEL, 2017).
Alteracbes no equilibrio imunoldgico podem influenciar a homeostase
metabdlica, interferindo no metabolismo glicidico, lipidico e hormonal.
Esta disruptura imunolégica e metabdlica estd associada com o
desenvolvimento de comorbidades, como o diabetes mellitus tipo 2
(DM2), hipertensdo, asma, dislipidemia, colelitiase, osteoartrite e
cancer, contribuindo para o aumento da mortalidade (WHO, 2017).

Além dos diferentes mediadores imunolégicos comumente
envolvidos na inflamagéo crénica e na obesidade, evidéncias mostram
que a microbiota intestinal exerce importante influéncia na inflamacéo
associada a obesidade. Em individuos obesos ha baixa riqueza ou
diversidade de genes microbianos e elevada abundéncia de géneros
bacterianos potencialmente pré-inflamatérios, induzindo a inflamagéo
cronica e a resisténcia a acdo da insulina (LE CHATELIER et al., 2013).
O lipopolissacarideo (LPS), um componente da parede celular externa
de bactérias gram-negativas, também tem sido apontado como um dos
ativadores do processo inflamatério na obesidade. Esse componente é
excessivamente absorvido pelos capilares intestinais diante do
desequilibrio da microbiota intestinal (disbiose) e da falha na funcédo da
barreira intestinal, promovendo a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias
por células imunolégicas, evento conhecido como endotoxemia
metabdlica (BOUTAGY et al., 2016).

Entre as abordagens dietoterapicas utilizadas neste contexto estdo
0s prebidticos e os simbioticos. Prebioticos sdo substratos seletivamente
utilizados por micro-organismos do hospedeiro conferindo beneficios a
salde (GIBSON et al., 2017). Simbioticos sdo produtos que contém
tanto prebidticos quanto probidticos, os quais Sd0 micro-organismos
vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas, conferem
beneficios a salde do hospedeiro (GUARNER et al, 2017; HILL et al.,
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2014). Estes produtos alimentares exercem varias funcbes benéficas,
incluindo a inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas, a
preservacdo da fungdo da barreira epitelial, regeneracdo do tecido
epitelial, imunorregulacdo, regulagdo do metabolismo lipidico e
glicidico, efeitos positivos na absor¢do de minerais, bem como alivio da
constipacao, vomitos e diarreia (GUARNER et al, 2017).

A utilizacdo destes suplementos vem sendo pouco explorada
COMO uma nova proposta terapéutica para a regularizacdo da microbiota
intestinal, da resposta inflamatéria e de par&metros metabdlicos em
individuos com obesidade. Contudo, efeitos positivos e significativos
em seres humanos com excesso de peso vém sendo observados
(BESERRA et al., 2015, FERNANDES et al., 2017). Revisbes
sistematicas elaboradas pelo nosso grupo de pesquisa mostram que
nenhum estudo investigou o efeito de prebidticos ou simbidticos sobre
desfechos inflamatérios, metab6licos ou antropométricos em individuos
com obesidade morbida, assim como foi constatada a escassez de
estudos nesta tematica em geral (BESERRA et al., 2015, FERNANDES
et al.,, 2017). Considerando os potenciais efeitos benéficos destes
produtos alimentares na salde humana, destaca-se a necessidade de
maior nimero de ensaios clinicos randomizados, controlados e
duplo/triplo cegos acerca do impacto da suplementacdo de prebidticos
ou simbidticos em individuos com obesidade, especialmente com
obesidade morbida, situacdo de doenca relacionada a importantes
alteracdes imunoldgicas e metabdlicas.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo consistiu em avaliar o
efeito da suplementagdo de prebidtico ou simbidtico em marcadores
inflamatérios e indicadores bioquimicos e antropométricos do estado
nutricional em individuos com obesidade mérbida.

Com o intuito de descrever os mecanismos pelos quais 0s
prebidticos e simbidticos podem ser considerados adjuvantes no
tratamento da obesidade, apresento este trabalho estruturado da seguinte
forma: Apds a introducdo (secdo um), descrevo a revisdo da literatura
sobre as tematicas: obesidade, inflamacdo, microbiota intestinal,
prebidticos e simbidticos, bem como suas inter-relagfes (secdo dois). A
seguir, apresento a justificativa, a originalidade deste estudo, bem como
as contribuicbes cientifica e pratica (secdo trés), os objetivos (secdo
quatro) e as hipoteses pré-estabelecidas (secdo cinco). Os métodos
empregados na execucdo deste estudo estdo descritos detalhadamente na
secdo seis. Na secdo sete, sdo apresentados os resultados e discussao.
Por fim, sdo descritas as consideracdes finais (se¢do oito) e apresentados
os elementos pos-textuais (referéncias, apéndices e anexos).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Para favorecer a compreensdo deste estudo, as definicbes dos

principais termos utilizados na revisdo de literatura estdo apresentadas a

sequir:

Obesidade: E definida como uma doenca cronica de natureza
multifatorial dentre os quais estdo fatores ambientais, nutricionais
e genéticos, caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura
corporal, acarretando prejuizos a saude (BRASIL, 2007). O
diagnostico ¢ dado pelo indice de massa corporal (IMC) > 30
kg/m2. Divide-se em trés graus: obesidade grau | (leve) definida
pelo IMC > 30 kg/m* e < 35 kg/m? a obesidade grau Il
(moderada) definida pelo IMC > 35 kg/m? e < 40 kg/m* e a
obesidade morbida, também conhecida como obesidade grave ou
grau III, definida pelo IMC > 40 kg/m?. Esta classificagdo baseia-
se em padr@es internacionais desenvolvidos para pessoas adultas
descendentes de europeus (WHO, 1995).

Microbiota intestinal: Refere-se as colnias de micro-organismos
que residem no intestino dos animais e humanos, sendo composta
por espécies nativas que colonizam permanentemente o trato
gastrointestinal e por um nimero variavel de micro-organismos
que vivem temporariamente no trato digestorio (QIN et al., 2010).
Prebidtico: Substratos seletivamente utilizados por micro-
organismos do hospedeiro conferindo beneficios a salde
(GIBSON et al., 2017).

Probiético: Micro-organismos vivos que, quando consumidos em
quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do
hospedeiro (HILL et al., 2014).

Simbidtico: Produto que contém tanto prebidticos quanto
probidticos, conferindo beneficios a saide (GUARNER et al,
2017).

Inflamacédo: Reacdo complexa de tecido vascularizado a infec¢éo,
a exposicdo a toxinas ou a lesdo celular, envolvendo acimulo
extravascular de proteinas plasmaticas e leucécitos. Embora a
inflamacdo sirva a uma fun¢éo protetora no controle de infec¢Ges
e promogdo de reparo tecidual, também pode causar dano tecidual
e doenca (ABBAS; LICHTMAN: PILLALI, 2007).

Citocinas: Proteinas que medeiam as reacdes inflamatdrias e
imunolégicas. Sdo os principais mediadores de comunicacdo
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entre as células do sistema imunoldgico (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2007).

e Estado nutricional: Representa o estado de satde de um individuo
decorrente da ingestdo e utilizacdo de nutrientes. O estado
nutricional é considerado adequado quando a ingestdo dietética €
suficiente para cobrir as necessidades de um individuo, sem
excessos ou deficiéncias. Por outro lado, quando este equilibrio é
rompido, seja por ingestdo excessiva ou deficiente de nutrientes,
ocorre uma série de alteragdes metabdlicas que culminam em
alteracdes nos tecidos corporais e em parametros antropométricos
e funcionais (JEEJEEBHOY; DETSKY; BAKER, 1990).

2.1 OBESIDADE
2.1.1 Etiologia da obesidade

A obesidade se desenvolve quando a ingestdo energética excede
0s gastos de energia ao longo do tempo, conduzindo ao acumulo de
tecido adiposo com consequente aumento na massa corporal. No
entanto, a obesidade envolve o resultado de uma complexa interacdo
entre fatores genéticos e ambientais, como doengas endocrinoldgicas,
dietas hipercal6ricas, sedentarismo, uso de alguns tipos de farmacos,
além da influéncia de aspectos sociais, econdémicos e psicolégicos.
Doencas de ordem genética que podem conduzir ao ganho de peso séo
raras em humanos. Entre as sindromes genéticas, as mais comuns sdo a
de Prader-Willi, de Bardet-Biedl, deficiéncia de leptina e de defeitos na
producdo de horménios anorexigenos (BAQAI; WILDING, 2015).

Embora fatores genéticos possam ter influéncia no
desenvolvimento da obesidade, 0 componente ambiental exerce maior
influncia. Quanto aos fatores ambientais, 0 consumo excessivo de
alimentos densamente energéticos associados a inatividade fisica tem
papel preponderante no que diz respeito a etiologia da obesidade. O
estilo de vida ocidental apresenta caracteristicas consideradas
“obesogénicas”, como, por exemplo, 0 acesso a bebidas acucaradas e a
alimentos processados densamente energéticos e de baixo custo, pobres
em fibras, vitaminas e minerais, mas ricos em gorduras saturadas,
gorduras trans e carboidratos refinados. A densidade energética refere-se
a quantidade de energia fornecida por grama de peso do alimento.
Alimentos ricos em lipideos e carboidratos simples produzem menor
saciedade comparados aos alimentos que sdo ricos em carboidratos
complexos, 0 que induz ao chamado consumo passivo €excessivo.



29

Adicionalmente, menores niveis de atividade fisica, geralmente
associados a utilizacdo de tecnologias que favorecem o sedentarismo,
tais como o uso de telefones celulares, automéveis e atividades de lazer
e laboral sedentarias, além da privacdo do sono e maior estresse,
também tém contribuido para caracterizar o estilo de vida
“obesogénico” (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

Outros fatores mencionados, como desordens endocrinolégicas
(hipotireoidismo e sindrome de Cushing, por exemplo), uso de alguns
tipos de farmacos (anticonvulsivante, neurolépticos, corticosteroides e
hipoglicemiantes orais, por exemplo) e aspectos psicol6gicos (depressao
e compulsdo alimentar) também contribuem para o desenvolvimento da
obesidade, embora em menor proporcdo se comparados a dieta e a
atividade fisica (BAQAI; WILDING, 2015).

2.1.2 Diagnostico da obesidade

O diagnostico da obesidade tem sido discutido nas dltimas
décadas (RANKINEN et al., 1999; LAVIE et al., 2003; PADWAL et al.,
2016), porém, ainda ndo ha consenso de qual seria 0 melhor método
para diagnosticar a obesidade na pratica clinica considerando limitagdes
financeiras e de equipamentos. Um indicador valido e recomendado pela
World Health Organization (WHOQO) (1995) é o IMC. Contudo, meta-
analises tem mostrado que hd um parodoxo na obesidade, em que
individuos com sobrepeso ou obesidade no grau mais baixo (grau 1) com
comorbidades associadas apresentam sobrevida maior comparado a
individuos na faixa da eutrofia (FLEGAL et al., 2013; WU et al., 2014).
Estes achados inesperados e controversos tém suscitado debates e
discussGes no mundo, uma vez que podem modificar as recomendacdes
para individuos com obesidade. Uma das explicacfes para este paradoxo
vem da forma como é realizado o diagnostico da obesidade, ou seja,
apenas de acordo com a classificacdo do IMC (HEYMSFIELD;
CEFALU, 2013).

Este indicador representa o contelldo da massa corporal, mas nédo
reflete a distribuicdo da gordura corporal. A distribuicdo da gordura
corporal é importante na avaliacdo de obesidade porque a adiposidade
visceral (intra-abdominal) é um fator de risco para doencgas associadas a
obesidade, independentemente da gordura corporal total (LAVIE et al.,
2003; PADWAL et al., 2016). Neste sentido, a combinagdo do IMC com
métodos para medicdo da adiposidade corporal vem sendo utilizadas,
tais como dobras cutdneas, bioimpedancia, ultrassonografia, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética, absorciometria de raios-X de
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dupla energia (DEXA) e circunferéncia da cintura (ABESO, 2016). No
entanto, a maioria dos métodos acima citados tem custo elevado e/ou
depende de equipamentos que ndo estdo comumente presentes ou ndo
estdo disponiveis para fins de diagnostico nutricional nos ambulatorios,
unidades de internagdo ou outros espacos da pratica clinica.

Uma medida rapida e com baixo custo para medicdo da
adiposidade visceral (diretamente associada com a mortalidade) é a
circunferéncia da cintura (WHO, 2008). Um estudo que investigou a
associagdo entre pardmetros antropométricos e excesso de peso
envolvendo mais de 32 mil individuos adultos de 19 diferentes
populagdes mostrou que o IMC respondeu por aproximadamente 75%
da variacdo na circunferéncia da cintura (MOLARIUS et al., 1999) para
ambos 0s sexos. ApGs uma extensa revisdo de literatura, Huxley et al.
(2010) concluiram que tanto o IMC quanto a circunferéncia da cintura
estdo associados com fatores de risco e eventos cardiovasculares na
obesidade e que h&d melhora na capacidade de associagdo quando
utilizados em conjunto, sendo, portanto, medidas complementares na
avaliacdo do estado nutricional. As Diretrizes Brasileiras de Obesidade
(ABESO, 2016) corroboram com essa Visdo e recomendam 0 USO
conjunto do IMC com a circunferéncia da cintura.

Uma questao importante neste contexto diz respeito aos pontos de
corte para a circunferéncia da cintura. Apesar de haver diferencas
étnicas na distribuicdo da adiposidade corporal, a recomendagdo para a
populagdo sul americana se baseia na asiatica (Quadro 1). Entretanto, a
WHO (2008) destaca que para individuos com IMC acima de 35 kg/m?
ndo ha necessidade de se utilizar pontos de corte para circunferéncia da
cintura, uma vez que a maioria dos individuos nestas condi¢des estaria
muito acima destes pontos de corte. Como a amostra do presente projeto
de pesquisa foi composta apenas por individuos com obesidade moérbida
(IMC > 40 kg/m?), ndo foram utilizados pontos de corte para a
circunferéncia da cintura.

Por fim, ainda que haja métodos mais acurados para
determinacdo da adiposidade corporal, a WHO continua recomendando
0 uso do IMC para diagnéstico da obesidade moérbida (WHO, 2017),
independente da utilizacdo conjunta ou ndo de outras medidas de
avaliacdo do estado nutricional. Estas medidas sdo consideradas
complementares e ndo substituem o IMC no diagnoéstico da obesidade.
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Quadro 1 — Pontos de corte para a circunferéncia da cintura e risco de
complicagdes metabdlicas associado com a obesidade.

Indicador Pontos de corte Risco de complicacbes
metabolicas

Circunferéncia | >90 cm— Homem Aumentado

da cintura >80 cm — Mulher

Fonte: Alberti et al. (2009).
2.1.3 Epidemiologia da obesidade

Dados da WHO (2017) revelaram que a obesidade quase triplicou
desde 1975, atingindo proporcGes epidémicas. Em 2016, mais de 1,9
bilhdes de adultos em todo 0 mundo estavam acima do peso e, destes,
pelo menos 650 milhGes eram obesos. Atualmente, a maioria da
populagdo mundial vive em paises onde o sobrepeso e a obesidade mata
mais que a desnutricdo, incluindo todos os paises de alta renda e a
maioria dos paises de renda média, como o Brasil (WHO, 2017). Dados
de uma revisdo da literatura que reuniu mais de 57 estudos prospectivos
mostraram que na faixa de IMC entre 30-35 kg/m?2 a sobrevida média é
reduzida entre 2 a 4 anos e na faixa de 40-45 kg/m? a sobrevida média é
reduzida entre 8 a 10 anos, comparado aos individuos na faixa da
eutrofia (WHITLOCK et al., 2009).

No Brasil, segundo dados da VIGITEL 2016 (Vigilancia de
Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito
Telefonico), 53,8% da populacdo adulta tem sobrepeso e 18,9% tem
obesidade (BRASIL, 2017).

Como a obesidade é um fator de risco para outras doencas, tais
como diabetes, hipertensdo arterial sistémica e dislipidemia, torna-se
importante conhecer o impacto econdmico desta. Dados da World
Obesity Federation (2017) mostram que 0s custos com a obesidade no
Brasil subirdo de US$ 16,7 bilhdes em 2014 para US$ 34 bilhdes em
2025. A maior parte desse custo esta relacionada as doencas isquémicas
do coracéo e ao diabetes, comorbidades associadas a obesidade.

2.1.4 Tratamento da obesidade

O tratamento da obesidade é complexo e multidisciplinar.
Segundo as Diretrizes Brasileiras de Obesidade (ABESO, 2016) ha
varias opcOes de tratamento, iniciando com a terapia ndo farmacologica
(dieta, atividade fisica, modificacdo comportamental, apoio psicol6gico
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e suporte social), em seguida a terapia farmacoldgica e por Gltimo a
terapia cirurgica.

Com relacdo a terapia nutricional (ndo farmacoldgica), a mesma
envolve reeducacdo alimentar, modificagdo comportamental e uma dieta
que promova balango energético negativo, mas que respeite as
preferéncias e intolerancias alimentares, condi¢fes financeiras e o estilo
de vida do individuo (ABESO, 2016). Diversos tipos de dietas foram
foco de investigagdo em ensaios clinicos randomizados, tais como dietas
ricas em lipideos e pobres em carboidratos (> 35% de lipideos e < 45%
de carboidratos), dietas pobres em lipideos (< 25% de lipideos), dietas
ricas em proteinas (aproximadamente 30% de proteinas), dietas
hipocaldricas (redugdo de 500 kcal a partir da necessidade cal6rica total)
e dietas extremamente hipocaldricas (redugdo de 1500 kcal (mulheres) a
1800 kcal (homens) a partir da necessidade caldrica total) (NAUDE et
al., 2014; FRANZ et al., 2015). Meta-analises de estudos conduzidos em
individuos com sobrepeso e obesidade com ou sem diabetes mellitus
mostraram que dietas isocaléricas ou hipocaléricas com diferentes
quantidades de macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos) ndo
apresentam diferencas significativas quanto a perda de peso ou fatores
de risco cardiovascular [pressao arterial sistolica e diastdlica, colesterol
total, lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), lipoproteina de
baixa densidade (LDL-colesteral) e triglicerideos] (NAUDE et al., 2014;
FRANZ et al., 2015). Os individuos que apresentaram perda de peso
superior a 5% em pelo menos 12 meses nos estudos incluidos nestas
meta-analises tinham em comum o acompanhamento frequente com
profissionais de salde, pratica regular de atividade fisica, além de uma
dieta restrita em calorias. Apesar desses resultados, a porcentagem ideal
de macronutrientes ou o déficit ideal de calorias para perda de peso
ainda é motivo de debate e controvérsia. Até o surgimento de novas
evidéncias, a terapia nutricional de individuos obesos deve se basear,
primariamente, na reeducacao alimentar com atencdo especial a redugédo
no tamanho das por¢des e na ingestdo energética, aliada a uma terapia
comportamental, ao suporte social (familia, amigos, grupos
terapéuticos), a pratica regular de atividade fisica e ao estabelecimento
de objetivos e expectativas realistas em relacdo a perda de peso e
melhora de desfechos metabolicos (ABESO, 2016; FRANZ et al.,
2015).

Por outro lado, a adesdo e o0s resultados dos tratamentos
convencionais para 0 emagrecimento ainda sdo insatisfatérios para
muitas pessoas com sobrepeso ou obesidade. Terapias hdo
convencionais para perda de peso, tais como suplementos alimentares,
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ervas, homeopatia, hipnose e acupuntura tém sido amplamente
utilizados em todo o mundo (PODDAR et al., 2011; SUN; WU; CHAU,
2016). Nao foram encontrados estudos no Brasil sobre a porcentagem
da populacdo que ja fez uso dessas terapias, mas pesquisa realizada nos
Estados Unidos da América mostrou que mais de 30% daqueles que
tentaram perder peso, inclusive obesos, fizeram uso de suplementos
dietéticos por conta propria, sem prescricdo de um profissional
capacitado (PILLITTERI et al., 2008). Neste sentido, ensaios clinicos
randomizados, controlados e duplos/triplos cegos sdo necessarios para
gerar evidéncias que permitam obter uma conclusdo valida com relacéo
eficacia dessas terapias ndo convencionais.

Quando ndo ha perda de peso com a adogdo das medidas ndo
farmacoldgicas, o uso de medicamentos deve ser considerado. Nos casos
de falha de tratamento ndo farmacoldgico e farmacol6gico, a cirurgia
bariatrica é um recurso terapéutico consistente, proporcionando redugéo
nos indices de mortalidade e melhora de comorbidades clinicas, como
desordens cardiovasculares e endocrinoldgicas (CHANG et al., 2014).
De acordo com o Ministério da Saide (BRASIL, 2013a), as indicacdes
para cirurgia bariatrica sdo: individuos que apresentem IMC > 50 kg/m?;
individuos que apresentem IMC > 40 kg/m?, com ou sem comorbidades,
sem sucesso no tratamento clinico por, no minimo, dois anos e que
tenham seguido protocolos clinicos; individuos que apresentem IMC >
35 kg/m?2, com comorbidades, sem sucesso no tratamento clinico por, no
minimo, dois anos e que tenham seguido protocolos clinicos. As
contraindicacBes para cirurgia bariatrica sdo: Limitacdo intelectual
significativa em pacientes sem suporte familiar adequado; quadro de
transtorno psiquiatrico ndo controlado, incluindo uso de alcool ou
drogas ilicitas; no entanto, quadros psiquiatricos sob controle ndo sdo
contraindicativos obrigatdrios a cirurgia; doenca cardiopulmonar grave e
descompensada; hipertensdo portal, com varizes esofagogastricas;
doencas imunoldgicas ou inflamatérias do trato digestivo superior;
sindrome de Cushing decorrente de hiperplasia na suprarrenal ndo
tratada e tumores enddcrinos. Assim como no tratamento ndo
farmacologico e farmacoldgico, é necessario o seguimento dos
individuos em longo prazo no sentido de evitar a recuperacdo do peso
anterior ao tratamento.

2.2 INFLAMAGCAO E OBESIDADE

O tecido adiposo branco (TAB) representa a maior parte do
tecido adiposo em seres humanos, sendo o principal reservatério de
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energia. Este tecido pode desempenhar fungdo como isolante térmico e
protecdo de 6rgdos contra danos mecanicos (TRAYHURN, 2014).
Durante muitos anos acreditava-se que o TAB era um tecido
relativamente simples, responsavel apenas pela sintese, acimulo e
utilizagdo de gordura. Somente nas Ultimas duas décadas passou a haver
interesse pelas funcdes bioldgicas do tecido adiposo, dado o aumento
exponencial da obesidade em todo o mundo e suas complicagGes. O
estudo de Zhang et al. (1994) foi pioneiro nesta questdo com a
descoberta da leptina, um horménio produzido por adipdcitos
responsavel pela menor ingestdo alimentar e pelo aumento do gasto
energético, além de regular mecanismos neuroenddcrinos. A partir de
entdo, houve crescimento no nimero de estudos na area e o TAB passou
a ser reconhecido como importante 6rgdo enddcrino, paracrino e
autdcrino, com alta atividade metabolica, sendo composto por adipécitos
maduros, precursor (pré-adipécitos), células endoteliais e do sistema
imunoldgico, vasos sanguineos, nervos e tecidos linfatico e conectivo
(JOHNSON; MILNER; MAKOWSKI, 2012). Os adipdcitos maduros,
entre outras células desse tecido, secretam grande nimero de proteinas
bioativas que controlam fungBes metabdlicas, conhecidas como
adipocinas. Estas incluem citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, proteinas de fase aguda, do sistema complemento e
moléculas de adesdo. As adipocinas estdo envolvidas na regulacdo da
pressdo arterial, do apetite, do metabolismo lipidico e glicidico, da
angiogénese, da resposta inflamatéria e da funcdo reprodutiva
(TRAYHURN, 2014).

Na obesidade, hd aumento importante na producéo de adipocinas,
principalmente no TAB visceral, o que favorece o desenvolvimento de
um estado pré-inflamatério e, por conseguinte, das comorbidades
associadas a obesidade (por exemplo, resisténcia a insulina, diabetes
mellitus, dislipidemia e hipertensdo arterial) (REILLY; SALTIEL,
2017). Assim, a questdo central que permeia a inflamacdo associada a
obesidade é: Por que a producéo e a liberacdo de adipocinas aumentam
na obesidade, culminando com o desenvolvimento de um estado
inflamatorio crénico? Ha maltiplos mecanismos que regulam a ativacao
da inflamacdo associada a obesidade, no entanto, a hipdxia no tecido
adiposo (TRAYHURN, 2014), a glicotoxicidade e a lipotoxicidade
(TRAYHURN, 2014), o estresse do reticulo endoplasmatico
(BETTIGOLE; GLIMCHER, 2015) e o desequilibrio da microbiota
intestinal (COX; WEST; CRIPPS, 2015) sdo 0s mecanismos mais
discutidos na literatura. Devido ao fato da microbiota intestinal ter papel
relevante na imunomodulacdo associada ao uso de prebioticos e
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simbioticos, intervengdes deste estudo, havera uma subsecdo dedicada
apenas ao papel da microbiota intestinal na obesidade.

2.2.1 Hipdxia no tecido adiposo

O tamanho e a localizagdo dos adip6citos sdo importantes fatores
que estdo relacionados com o equilibrio da secre¢do de adipocinas. Na
obesidade, os adipécitos maduros tornam-se hipertrofiados devido ao
acumulo excessivo de gordura. Conforme a massa tecidual expande,
agrupamentos de adipdcitos ficam distantes dos vasos sanguineos, o que
gera um quadro de hipdxia tecidual e de redugdo no fornecimento de
nutrientes (TRAYHURN, 2014). O didmetro de adipdcitos de individuos
obesos varia de 150 a 200um (SKURK et al., 2007), sendo similar ou
maior que a distancia normal de difusdo de O, na maioria dos tecidos
(100-200 um) (BRAHIMI-HORN; POUYSSEGUR, 2007). A pressdo
parcial de oxigénio (pO,;) no TAB de individuos obesos & menor
comparado aos individuos sem obesidade (GOOSSENS et al., 2011).
Em nivel celular, o oxigénio é um “nutriente” critico sem o qual a
respiragdo celular e outros processos metab6licos ndo ocorrem,
conduzindo a inviabilidade da sobrevivéncia das células afetadas pela
hipéxia (TRAYHURN, 2014) (Figura 1).

Figura 1 — Nivel de oxigénio no tecido adiposo branco de
individuos obesos e ndo obesos.
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Abreviagdes: TAB — Tecido adiposo branco; pO, — Pressdo parcial de oxigénio.
*Diferenca significativa entre TAB de individuos ndo obesos e obesos
(p=0,005). Dados obtidos do estudo de Goossens et al. (2011).
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O resultado deste processo é a expressao e a secre¢cdo desregulada
de adipocinas, deslocando o equilibrio imunoldgico para a producdo de
moléculas pro-inflamatdrias. A producdo de citocinas, quimiocinas e
fatores angiogénicos decorrente desta resposta inflamatéria tm como
objetivo estimular a angiogénese e promover o aumento do fluxo
sanguineo para a regiao afetada (TRAYHURN, 2014).

Em nivel intracelular, fatores de transcri¢do regulam a expressao
de genes sensiveis & hipdxia, como por exemplo, o fator de transcri¢do
nuclear kappa B (NF-xB), a proteina ligante ao elemento de resposta do
AMP ciclico e o fator proliferador de peroxissomas ativados gama
(PPAR-y) (TRAYHURN, 2014). No entanto, um dos principais fatores
de transcrigdo envolvidos na resposta molecular a hipoxia é o Fator-1
induzivel por hipoxia (HIF-1). O HIF-1 est envolvido na transcri¢éo de
genes que codificam proteinas envolvidas em uma ampla gama de
funcBes celulares, incluindo a captacdo de glicose, angiogénese,
apoptose, remodelamento da matriz extracelular e inflamacéo
(SCHOLZ; TAYLOR, 2013). Exemplos desses genes especificos
incluem o transportador de glicose GLUT-1, o fator de crescimento
endotelial vascular, a leptina, o inibidor do ativador do plasminogénio-1,
angiopoetina tipo 4, o fator inibidor de migracdo de macréfagos, a
adiponectina e a haptoglobina (SCHOLZ; TAYLOR, 2013). Quanto a
expressdo e secrecdo de citocinas prd-inflamatérias, o NF-xB exerce
papel predominante, uma vez que quase os produtos de genes ligados a
inflamacdo sdo regulados pela ativacdo de NF-xB (por exemplo,
citocinas, quimiocinas e proteinas de fase aguda) (TRAYHURN, 2014).

Por outro lado, é observado grande nimero de macréfagos
infiltrados no tecido adiposo de individuos obesos, 0s quais, juntamente
com outras células (por exemplo, neutrofilos, linfocitos B e T, células
dendriticas e mastocitos), contribuem para a producdo e secrecdo de
mediadores inflamatérios (ASGHAR; SHEIKH, 2017).

Macréfagos respondem a hipdxia por meio do estimulo a
producdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, as quais
aumentam a taxa de transcrigdo de HIF-1, contribuindo para amplificar a
sua acdo em tecidos com inflamagdo cronica (SCHOLZ; TAYLOR,
2013). O nimero de macréfagos aumenta proporcionalmente de acordo
com a quantidade de tecido adiposo e sdo mais abundantes no tecido
adiposo visceral que no subcutdneo (ASGHAR; SHEIKH, 2017). O
acimulo de macréfagos ativados no tecido adiposo pode contribuir para
0 risco cardiovascular e para a resisténcia a insulina, sugerindo que 0s
macrdfagos sdo células efetoras envolvidas no desenvolvimento das
comorbidades associadas a obesidade (REILLY; SALTIEL, 2017).
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Contudo, evidéncias sugerem que 0s macrofagos que se
acumulam no tecido adiposo de seres humanos tenham uma variedade
de fendtipos, desempenhando fungdes diferentes (BAI; SUN, 2015;
ASGHAR; SHEIKH, 2017). De um modo geral, os macrofagos sdo
caracterizados por dois subtipos: macrofagos do tipo | (ou M1 ou
ativados pela via classica) e do tipo Il (ou M2 ou ativados pela via
alternativa).

Macrofagos M1 sdo polarizados a partir de macrdfagos
precursores (MOQ) por meio da via classica, em que componentes de
bactérias, tais como o lipopolissacarideo (LPS), acidos graxos saturados
e citocinas produzidas pelas células T helper 1 (Thl), como interferon
gama (IFN-y), conduzem a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias
pelos macréfagos, tais como TNF-a, IL(Interleucina)-1p, TL-12 e
espécies reativas de oxigénio (EROs). Em contraste, os macrofagos M2
sdo ativados por meio da via alternativa, em que citocinas produzidas
pelas células T reguladoras (Treg), como IL-10, e pelas células T helper
2 (Th2), como IL-4 e IL-13, promovem a expressdo de citocinas anti-
inflamatorias pelos macréfagos (por exemplo, a 1L-10). Na obesidade,
os macréfagos do tecido adiposo mudam de um fenétipo anti-
inflamatério (M2) para um fendtipo pré-inflamatério (M1). Os
macréfagos M1 tém como uma de suas principais funcdes cercar
adipécitos mortos (devido a hipdxia) em uma estrutura em forma de
coroa (crown-like structure) com a liberacdo subsequente de mediadores
pré-inflamatérios, o que contribui para o desenvolvimento da
inflamacé&o cronica associada a obesidade (BAI; SUN, 2015; ASGHAR;
SHEIKH, 2017).

Adicionalmente aos macrofagos, outras células do sistema
imunolégico inato também contribuem para o desenvolvimento da
inflamacdo croénica. InvestigacGes em camundongos obesos mostraram
que células dendriticas e mastocitos promovem a infiltracdo de
macréfagos no tecido adiposo e induzem o fenétipo pro-inflamatério
(M1), enquanto os neutrofilos podem causar diretamente resisténcia a
acdo da insulina por meio da secrecdo da elastase neutrofilica no tecido
adiposo (LIU et al., 2009b; STEFANOVIC-RACIC et al.,, 2012;
TALUKDAR et al., 2012).

Células do sistema imunoldgico adaptativo também tém sido
implicadas na inflamacdo crénica associada a obesidade
(CINKAJZLOVA; MRAZ; HALUZIK, 2017). O tecido adiposo de
camundongos obesos apresenta acimulo de células T e seus fenotipos
estdo direcionados para subtipos pro-inflamatérios. Em camundongos
sem obesidade, hd predominancia de células Treg e Th2. Estas células
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sdo capazes de secretar IL-10 e de estimular a producdo de IL-10 de
macrdfagos residentes no tecido adiposo, restringindo a inflamacéo. A
IL-10 também pode auxiliar na manutencdo da sensibilidade & acéo da
insulina no tecido adiposo mesmo na presenca de TNF-a e bloquear a
producdo de mediadores inflamatérios produzidos pelos adipdcitos em
resposta a TNF-a (LUMENG, MAILLARD, SALTIEL, 2009). Na
obesidade, h4 uma mudanca no perfil de células T, com redugdo no
namero de células Treg e Th2 e aumento do nimero de células T CD8+
e Thl. Esta mudanca é acompanhada pela grande produgdo de IFN-y
pelas células Thl e de quimiocinas pelas células T CD8+, promovendo o
recrutamento de macrofagos M1 (FEUERER et al., 2009; WINER et al.,
2009) (Figura 2). A presenca de células T anteriormente a presenca de
macrdfagos foi observado no estudo de Nishimura et al. (2009), em que
semanas antes da infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo j& havia o
aumento na propor¢cdo CD8+/CD4+.

O conhecimento é limitado quanto ao papel de outras células do
sistema imunoldgico adaptativo, tais como as células B e T helper 17
(Th17), no desenvolvimento da inflamag&o no tecido adiposo de obesos,
assim como 0 que inicia a ativacdo e a infiltracdo de células T
(ASGHAR; SHEIKH, 2017). Um estudo com camundongos obesos
mostrou que as células B estdo envolvidas na polarizacdo dos
macréfagos M1 e na patogénese do DM2 (DEFURIA et al., 2013).
Quanto as células Thl7, tem sido observado em humanos com
sobrepeso/obesidade e DM2 que as concentracdes destas células sdo
diretamente proporcionais ao peso, enquanto as células Treg tem
comportamento oposto, com redugdo em suas concentracdes.
(JAGANNATHAN-BOGDAN et al., 2011).
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Figura 2 — Resposta inflamatoria no tecido adiposo branco na eutrofia e
na obesidade.
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Fonte: Traduzido e adaptado de Lumeng, Mailard, Saltiel (2009). Abreviagdes:
IL-10 — Interleucina-10; IFN-y — Interferon-gama; CCL-2 - Quimiocina CC
ligante 2.

2.2.2 Glicotoxicidade e lipotoxicidade

Inicialmente, é importante destacar que a hipdxia no tecido
adiposo conduz a captagdo excessiva de glicose. Os adipécitos
expressam membros da familia dos transportadores de glicose, incluindo
GLUT 1, GLUT 3, GLUT 5 e GLUT 12. No entanto, o GLUT 1 é o
principal transportador responsavel pela captacdo basal de glicose nos
adipécitos. A exposicdo prolongada ao baixo pO, condiciona a maior
expressdo génica de GLUT 1 e de enzimas glicoliticas. O objetivo é
favorecer a glicolise anaerébica e manter a produgdo do trifosfato de
adenosina (ATP), uma vez que ha reducdo da geracdo de ATP pela
fosforilagdo oxidativa devido a privacdo de oxigénio. Quanto maior o
diametro do adip6cito, maior a captacdo de glicose. Esta disponibilidade
excessiva de glicose nos adipécitos pode favorecer o desenvolvimento
de uma resposta inflamatéria (TRAYHURN, 2014).

Quatro principais mecanismos explicam a relacdo entre a
exposicao excessiva a glicose e o direcionamento para a ativacao pro-
inflamatoria: o primeiro mecanismo diz respeito a mudanca no fendtipo
dos macrofagos para M1 decorrente de uma “explosdo respiratoria” e a
producdo excessiva de EROs; o0 segundo mecanismo tem relacdo com a
mudanca no potencial redox celular; o terceiro mecanismo diz respeito a
modificacdo no metabolismo lipidico mediado pelo excesso de glicose e
0 quarto mecanismo pela producdo de lactato pelos adipocitos.
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Quanto ao primeiro mecanismo, de forma similar a uma resposta
inflamatéria diante de uma invasdo bacteriana, os macrofagos M1
apresentam uma “explosdo respiratoria” (ou em inglés, “respiratory
burst”) no tecido adiposo de individuos obesos. Para tanto, aumentam a
captacdo de glicose e de oxigénio para favorecer a producdo de EROs
(ILES; FORMAN, 2002). Esta “explosdo respiratdria” ¢ também
conhecida como “explosdo glicolitica” devido ao aumento na captacdo
de glicose. Os macrofagos, assim como os adipdcitos, expressam
transportadores de glicose, como o GLUT 1 (FU et al., 2004). A
ativagdo de enzimas envolvidas nesta explosdo, como a NADPH
oxidase, a producdo de EROs e a liberacdo de quimiocinas pelos
macrofagos sdo dependentes da glicélise e da via das pentoses fosfato
(HAN et al., 2012). Adicionalmente, a produ¢do de EROs é
impulsionada pelo baixo fluxo de elétrons na cadeia transportadora de
elétrons, evento que ocorre em células com elevada captacéo de glicose
(BONNEFONT-ROUSSELOT, 2002). Ainda, algumas EROs também
agem como mensageiros secundarios em vias sinalizadoras do NF-xB ¢
do fator de transcricdo AP-1, estimulando a produgdo de mediadores
pré-inflamatorios (FORMAN; TORRES, 2002).

No que concerne ao segundo mecanismo, quando as
concentrag@es intracelulares de glicose sobrecarregam a via glicolitica, a
glicose em excesso é reduzida a sorbitol através da via do poliol
(também conhecida como a via da aldose redutase) resultando em uma
reducdo das concentragfes de NADPH (compensada por um aumento
em NADP+) e uma redugdo das concentragfes de glutationa, um
antioxidante hidrossoltvel. Esta reducdo de NADPH influencia reagdes
redox, uma vez que o NADPH é um cofator para muitas dessas reages.
A inibicdo da enzima aldose redutase previne sinais inflamatorios
dependentes do NF-xB induzidos por citocinas, fatores de crescimento e
endotoxina, sugerindo que esta enzima esta envolvida na inflamagéo
(RAMANA; SRIVASTAVA, 2010).

Quanto ao terceiro mecanismo, a glicose pode regular a sintese de
lipideos que contribuem para a producdo de A&cidos graxos que
estimulam reacdes pro-inflamatérias, assim como contribui para o
desenvolvimento da obesidade por meio do acimulo de triglicerideos
(JOHNSON; MILNER; MAKOWSKI, 2012). Uma importante proteina
ativada pelo excesso de glicose é a proteina ligadora de elementos
responsivos a carboidratos (ChREBP), responsavel por ativar a
transcricdo de enzimas envolvidas na gliconeogénese e lipogénese,
como a acido graxo sintase (FAS) (KAWAGUSHI et al., 2002). Esta
enzima pode auxiliar na sintese de acidos graxos saturados, como o
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palmitato, o qual esté relacionado & ativacdo do NF-xB e a indugédo da
liberacdo de citocinas por adipécitos (AJUWON; SPURLOCK, 2005).

No que diz respeito ao quarto mecanismo, o lactato é o principal
produto final da glicolise anaerdbica. A proporcdo de glicose que é
convertida a lactato estd diretamente correlacionada com o tamanho do
adipdcito. Este metabdlito é transportado para dentro e fora das células
pelos transportadores de monocarboxilato (MCT) (HALESTRAP;
WILSON, 2012). A exposicdo de adipdcitos a hipéxia conduz a
estimulacdo da expressdo génica de MCTs, principalmente o MCT-1
com o objetivo de prevenir a toxicidade celular pelo acimulo de lactato
(PEREZ DE HEREDIA; WOOD; TRAYHURN, 2010). No entanto, o
lactato ndo é simplesmente o produto final da glicolise anaerdbica, mas
tem mdltiplas funcbes sinalizadoras, incluindo a resisténcia & acéo da
insulina no musculo esquelético (CHOI et al., 2002), o estimulo a
ativagdo dos macrdéfagos (SAMUVEL et al.,, 2009) e a inibicdo da
lip6lise nos adipdcitos (LIU et al., 2009a). Portanto, o lactato contribui
para a instalacéo da inflamacéo no tecido adiposo de individuos obesos.

Quanto a lipotoxicidade, a exposigdo de adipécitos a baixas
concentragBes de oxigénio conduz a reduzida oxidagéo de lipideos e de
outros substratos devido a diminuicdo do metabolismo aerdbico
(MAZZATTI et al., 2012). Enquanto a lipélise aumenta em adipdcitos
em resposta a hipoxia, a captacdo de acidos graxos da circulagdo
diminui, o que atenua a lipogénese (YIN et al., 2009). A redugdo do
efeito oxidativo, da captacdo de lipidios e o aumento do efeito lipolitico
promovem o aumento da liberacdo de acidos graxos livres no plasma, o
que promove a lipotoxicidade, condigdo observada na obesidade
(TRAYHURN, 2014). Acidos graxos livres na circulagdo ou no interior
dos adipdcitos possuem a habilidade de modular a inflamacéo por meio
da sensibilizacdo de receptores de membrana, como os receptores de
membrana do tipo Toll (TLRs) (DASU; JIALAL, 2011) e receptores
acoplados a proteina G (GPRs) (BRESTOFF; ARTIS, 2013) ou servindo
como ligantes para fatores de transcri¢cdo, como os PPARs (BESTEN et
al., 2015). Além disso, o metabolismo completo de 4cidos graxos pode
promover a geracdo de EROs por meio da atividade da cadeia
transportadora de elétrons, com alteracdo subsequente na sensibilidade a
acdo da insulina (HOUSTIS; ROSEN; LANDER, 2006). Por ultimo,
acidos graxos podem ser convertidos em mediadores lipidicos bioativos,
como os eicosanoides, diacilglicerol e ceramidas, os quais sdo
moduladores da inflamacdo por meio da ativacdo de cascatas
sinalizadoras (WYMANN; SCHNEITER, 2008). A Figura 3 ilustra os
principais efeitos da hipoxia no tecido adiposo.
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Figura 3 — Principais efeitos da hipoxia em fungfes-chave do tecido
adiposo branco.

Canais i06nicos

Fatores de transcrigdo

Nicleo
1, Expressdo de
~ 1300 genes

s ’
S

T Leptina, IL-6,

ngl;’-rlz\;’_l’ <=7~ Adipocinas <

- .

=y

Triglicerideos

1
I
!
L Adiponectina*” '
. | Captagédo de acidos graxos
! 1 Lipogénese
! T Lip6lise
i
1
1
1

1
1
1
1
T Glicolise \ =

S L Oxidagio de

\ 4cidos graxe Insulina

T Liberagdo de lactato

Fonte: Traduzido e adaptado de Trayhurn (2014). AbreviacGes: IL-6:
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2.2.3 Estresse do reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) é a organela celular responsavel
pela sintese, maturacdo e trafego para vias secretoras de proteinas em
células eucaridticas. A disfuncdo desta organela decorrente do excesso
de nutrientes contribui para a ocorréncia do estresse celular funcional,
promovendo uma resposta inflamatéria (BETTIGOLE; GLIMCHER,
2015).

Como regulador central do controle de qualidade no
enovelamento de proteinas, a capacidade do RE em se adaptar a
condicBes adversas é de suma importancia para a célula. Sob condi¢des
que desafiam a fungédo do RE, especialmente o aumento de proteinas ndo
enoveladas que entram no RE, esta organela provoca uma resposta
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adaptativa elaborada conhecida como resposta as proteinas néo
enoveladas ou “unfolded protein response” (UPR, em inglés). Com este
mecanismo, 0 RE consegue responder as flutuagBes de demandas
metabdlicas, acelerando a sintese, 0 enovelamento e a secre¢do proteica
de forma adequada (BETTIGOLE; GLIMCHER, 2015).

O enovelamento de proteinas € dependente de enzimas que
realizam acbes de oxirreducdo que tem o oxigénio molecular como
destinatario final de elétrons. O oxigénio molecular reduzido se acumula
durante esta resposta adaptativa (UPR), sendo téxico para as células.
Para responder a este agravo, ha redugdo na carga de proteinas que
entram no RE e aumento na capacidade do RE de manusear as proteinas
ndo enoveladas, o que envolve a transcricdo de genes alvo da UPR. Se
ainda assim ndo for possivel restabelecer o controle homeostético
(decorrente do excesso de nutrientes que contribui para estimular a
UPR), a morte celular (apoptose) é ativada para proteger o organismo de
proteinas deformadas, processo que por si s6 pode conduzir a
inflamagdo (BETTIGOLE; GLIMCHER, 2015).

Este estresse metabdlico é caracterizado pela ativacéo de redes de
sinalizagdo pré-inflamatorias e de estresse mediadas por sensores
transmembrana que residem no RE e participam da resposta adaptativa
(UPR), culminando com a ativagdo do NF-kB e de genes alvo
inflamatérios. O resultado é a producéo e acimulo de EROs dentro das
células, prejudicando as funcgdes celulares e conduzindo a perturbagdes
metabdlicas, como a reducédo da sensibilidade a acdo da insulina, danos
oxidativos nas células beta-pancreéticas e resisténcia a acdo da leptina
no sistema nervoso central, contribuindo para o ganho de peso e para o
desenvolvimento do DM2 (BETTIGOLE; GLIMCHER, 2015).

2.3 MICROBIOTA INTESTINAL E OBESIDADE

Além dos diferentes mediadores imunolégicos comumente
envolvidos nas disfunges metabolicas presentes no individuo obeso,
evidéncias mostram que a microbiota intestinal esta relacionada com a
patogénese e a progressdo da obesidade. A terminologia microbiota
intestinal refere-se as coldnias de micro-organismos que residem no
intestino dos animais, sendo composta por espécies nativas que
colonizam permanentemente o trato gastrointestinal e por um nimero
variavel de micro-organismos que vivem temporariamente no trato
digestério (QIN et al, 2010). A microbiota intestinal humana
compreende 10 a 100 trilhdes de micro-organismos, pertencentes
principalmente aos géneros bacterianos Bacteroides, Bifidobacterium,
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Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium e cocos gram
positivos. O nucleo filogenético da microbiota fecal de um adulto
saudavel € constituido por um conjunto de cinco filos: Firmicutes
(79,4%), Bacteroidetes (16,9%), Actinobacteria (2,5%), Proteobacteria
(1%) e Verrucomicrobia (0,1%) (TAP et al., 2009).

A microbiota intestinal tem fungdes importantes no intestino
humano, incluindo: 1) resisténcia a infec¢do por micro-organismos
patogénicos por meio de competicdo direta por nutrientes e sitios de
adesdo, aliada & produgédo de substancias antimicrobianas; 2) promogéo
da proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais intestinais para
manter uma superficie intestinal intacta; 3) promo¢do do
desenvolvimento do tecido linfoide associado & mucosa intestinal
(GALT) via maturacdo e diferenciacéo de linfécitos T e B; e 4) extragdo
de energia a partir de carboidratos ndo digeriveis (COX; WEST,;
CRIPPS, 2015).

Estudos tem mostrado que a microbiota intestinal de
camundongos e de humanos obesos tem a capacidade de aumentar a
eficiéncia na extracdo de energia dos alimentos e, portanto, pode
favorecer o ganho de peso e a deposigédo de gordura (TURNBAUGH et
al., 2006, 2008; JUMPERTZ et al., 2011). As enzimas de camundongos
e de humanos ndo degradam a maioria dos carboidratos complexos e
polissacarideos provenientes de plantas, tais como celulose, xilanas,
amido resistente e inulina. A microbiota do célon tem a capacidade de
fermentar esses carboidratos formando &cidos graxos de cadeia curta
(AGCCQ), principalmente acetato, propionato e butirato, os quais tém
funcBes na salde intestinal, como, por exemplo, substrato energético
para o préprio crescimento bacteriano, para tecidos periféricos e para o
epitélio intestinal, modulam a inflamacdo e auxiliam na motilidade
intestinal e na cicatrizacéo de feridas (TREMAROLI; BACKED, 2012;
BOLOGNINI et al.,, 2016). A extracdo de energia pelas bactérias
intestinais foi investigada em camundongos geneticamente obesos
(ob/ob), os quais tém maiores quantidades de AGCC no ceco e menor
conteldo energético nas fezes comparados aos camundongos nao obesos
(+/+) (TURNBAUGH et al., 2006). O sequenciamento metagendmico
da microbiota cecal dos camundongos ob/ob mostraram aumento de
funcBes de genes relacionados a degradacdo de polissacarideos
dietéticos e maior proporcdo de bactérias do filo Firmicutes comparado
ao filo Bacteroidetes. De fato, 0 microbioma (contelido gendmico da
microbiota) de camundongos ob/ob, especialmente relacionado ao filo
Firmicutes, tem maiores quantidades de genes que codificam
glicosidases, proteinas de membrana transportadoras e enzimas
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glicoliticas e de sintese de ATP. Por outro lado, tem menores
quantidades de genes que codificam enzimas relacionadas a biossintese
de vitaminas e de alguns tipos de aminoacidos (TURNBAUGH et al.,
2006, 2008). A colonizacdo de camundongos germ-free (sem
colonizacdo microbiana) com a microbiota dos camundongos obesos
(ob/ob) resultou em aumento significativo da gordura corporal total
comparado a camundongos germ-free que foram colonizados com a
microbiota de camundongos ndo obesos (+/+) (TURNBAUGH et al.,
2006, 2008). Estes resultados reforcam a hipétese de que a microbiota
intestinal de obesos tem maior eficiéncia na extragdo energética dos
alimentos, possivelmente pelo aumento na expressdo de determinados
genes bacterianos como explicado acima.

A dieta é capaz de modular a composi¢ao da microbiota intestinal
de humanos e animais, e esta favorecer ou ndo o ganho de peso.
Mudangas na composicdo de diferentes filos microbianos tém sido
relatado em estudos com camundongos em resposta a introducdo de
dietas ricas em lipideos (high-fat diets) (CANI et al., 2007a, 2007b),
sugerindo que ndo apenas a microbiota intestinal tem o potencial de
afetar a composicdo corporal, mas a dieta também pode modular a
composigdo  microbiana. Intervengbes dietéticas em  humanos
verificaram o efeito do contetdo caldrico na composi¢édo da microbiota
intestinal (JUMPERTZ et al., 2011; WU et al., 2011; DAVID et al.,
2014). O aumento no conteudo calérico (2400 kcal/dia para 3400
kcal/dia), mantendo a mesma proporc¢do de macronutrientes por apenas
trés dias foi capaz de promover aumento significativo na abundancia de
bactérias do filo Firmicutes e reducéo significativa de bactérias do filo
Bacteroidetes. O aumento de 20% no filo Firmicutes que ocorreu apds o
seguimento da dieta supracitada (3400 kcal) durante trés dias esteve
associado ao aumento da extracdo energética em aproximadamente 150
kcal (JUMPERTZ et al., 2011). Outro estudo com dez individuos
adultos saudaveis (sem doencas agudas ou cronicas e sem 0 uso de
farmacos até duas semanas antes do experimento) mostrou que a
alteracdo da composi¢do da microbiota pode ocorrer dentro de 24 horas
apds o inicio de uma dieta rica em lipideos e pobre em carboidratos
(38% de lipideos, 35% de carboidratos e 27% de proteinas) comparado a
uma dieta pobre em lipideos e rica em carboidratos (13% de lipideos,
69% de carboidratos e 18% de proteinas), havendo relacdo direta entre
consumo de gorduras, IMC e filo Firmicutes e Proteobacteria (WU et
al., 2011). Neste estudo, os mesmos tipos de alimentos foram oferecidos
a todos os participantes, diferindo apenas nas por¢oes oferecidas para se
adequar a distribuicdo de carboidratos, proteinas e lipideos na dieta. Os
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individuos foram agrupados em dois enterotipos (agrupamentos de uma
parte da microbiota de uma pessoa): um enterotipo de bactérias
associadas ao consumo de uma dieta ocidental, rica em proteina animal
e gordura saturada, (género predominante deste enterotipo: Bacteroides
(gram-negativo)) e outro enterotipo de bactérias associadas ao consumo
de dietas de sociedades agrarias (género predominante deste enterotipo:
Prevotella (gram-negativo)), baseadas em vegetais e alimentos ricos em
carboidratos e acUcares simples. Enquanto o enterotipo relacionado ao
consumo de dieta ocidental apresentou relacdo direta com consumo de
lipideos, proteina animal, célcio, vitamina D, fésforo, zinco, vitamina
B, e relagdo inversa com o consumo de carboidratos, o contrario foi
observado no enterotipo baseado em dietas de sociedades agrarias. Estes
resultados mostram que o consumo dietético pode influenciar a
composicgdo bacteriana fecal em curto espaco de tempo.

Estudos tem mostrado que a microbiota intestinal difere
significativamente entre individuos obesos e ndo obesos, tanto em
composi¢do, quanto em fungdo (TURNBAUGH et al.,, 2009; LE
CHATELIER et al., 2013). Estas diferencas sdo caracterizadas,
principalmente, pela baixa riqueza de genes microbianos e pela elevada
abundancia de géneros bacterianos potencialmente pré-inflamatérios em
individuos obesos, 0s quais podem favorecer o aparecimento da
inflamagé&o cronica e da resisténcia a agdo da insulina. Enquanto géneros
bacterianos relacionados com a inflamagdo sdo mais dominantes nos
individuos com baixa riqueza de genes microbianos (por exemplo,
Bacteroides, Parabacteroides, Ruminococcus Campylobacter, Dialister,
Porphyromonas, Staphylococcus e Anaerostipes), outros géneros
bacterianos anti-inflamatérios sdo mais dominantes nos individuos com
alta riqueza de genes microbianos (Faecalibacterium, Bifidobacterium,
Lactobacillus, Butyrivibrio, Alistipes, Akkermansia, Coprococcus e
Methanobrevibacter). Le Chatelier et al. (2013) verificaram que aqueles
com baixa riqueza de genes microbianos abrigam uma microbiota
associada a inflamacao, uma vez que estes apresentam maior abundancia
de substancias redutoras (sugerindo capacidade aumentada para
responder ao estresse oxidativo), maior potencial de degradacdo do
muco intestinal (prejudicando a funcdo de barreira intestinal), de
formacdo de gases tdxicos potencialmente carcinogénicos, como o
sulfeto de hidrogénio, aumento da abundancia de bactérias
potencialmente pro-inflamatérias e reducdo na abundancia de bactérias
produtoras de butirato (produto final da fermentacdo de carboidratos ndo
digeriveis e principal fonte de energia para as células coldnicas
epiteliais). Cottilard et al. (2013) investigaram o efeito durante seis
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semanas de uma dieta hipocal6rica e rica em proteinas (1200 kcal por
dia para mulheres e 1500 kcal por dia para homens: 35% de proteinas,
25% de lipidios, 44% de carboidratos de baixo indice glicémico e rico
em fibras solGveis) em individuos com sobrepeso ou obesidade sem
patologias cronicas, que ndo utilizavam qualquer farmaco e que nao
tinham sido submetidos a qualquer programa de redugdo do peso nos
Gltimos 12 meses. Em seguida, uma segunda fase da pesquisa
caracterizada por aumento de 20% no consumo energético para
manutencdo do peso durante seis semanas foi realizada. Os
pesquisadores observaram que o0 aumento da riqueza de genes
microbianos esteve associado com uma redugdo significativa da
circunferéncia do quadril e gordura corporal total, menores
concentragBes de colesterol total, de triglicerideos, de PCR e menor
resisténcia a agdo da insulina. Os alimentos que mais se associaram com
a melhora na riqueza de genes microbianos foram as frutas e os vegetais,
0s quais contém maiores quantidades de fibras. Estes resultados sugerem
que o aumento da riqueza de genes microbianos estd associado com a
melhora no estado inflamatdrio e metabdlico sistémico.

Outro fator que contribui para a ocorréncia da inflamagdo em
individuos obesos é a maior abundancia de LPS (ou endotoxina
bacteriana) no Iimen intestinal, um componente da parede celular de
bactérias gram-negativas que tem sido apontado como um dos gatilhos
da inflamacdo (COX; WEST; CRIPPS, 2015). Este componente é
absorvido excessivamente pelos capilares intestinais em condi¢des de
desequilibrio da microbiota intestinal e de falha da funcdo de barreira
intestinal (situacBes presentes em individuos com baixa riqueza de genes
microbianos, como na obesidade) (TURNBAUGH et al., 2009;
MORENO-NAVARRETE et al., 2012; LE CHATELIER et al., 2013),
induzindo a inflamacdo sistémica através da secrecdo aumentada de
mediadores pré-inflamatérios por células imunoldgicas, evento
conhecido como endotoxemia metabdlica (CANI et al., 2007a) (Figura
4). Esta condicdo estd associada a reducdo das concentracdes de
espécies de bifidobactérias na microbiota intestinal, as quais favorecem
a funcdo de barreira intestinal contra antigenos bacterianos
(BOTTACINI et al., 2014). Mesmo em pequenas quantidades, esta
substancia pode promover respostas inflamatérias importantes em
humanos sem obesidade (TAUDOREF et al., 2007) e com obesidade ap6s
injecdo intravenosa de LPS (ROHRER et al.,, 2011), resultando em
aumento da temperatura corporal, da frequéncia cardiaca, das
concentragOes de TNF-a, IL-6, cortisol e glucagon.
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O LPS tem afinidade pelos quilomicrons e, portanto, atravessa a
mucosa intestinal e alcanca a corrente sanguinea, podendo causar
disfuncBes metabdlicas, como doencas cardiovasculares e sindrome
metabodlica (GHOSHAL et al, 2009). O LPS estimula a imunidade inata
por uma acdo coordenada e sequencial de quatro proteinas: TLR-4;
proteina ligadora de LPS (LBP); co-receptor para TLR-4 (CD14); e
proteina de diferenciagdo mieloide 2 (MD2). A LBP interage com o
LPS, catalisando a extracdo e transferéncia de mondmeros de LPS para
0 CD-14 que por sua vez transfere estes monémeros para a MD-2, o
qual se associa ao TLR-4 e promove resposta ao LPS (PERI et al, 2010).
Esses mecanismos conduzem & ativacdo intracelular do NF-xB ¢ a
producdo subsequente de citocinas, tais como TNF-a e IL-6 (CANI et
al., 2008).

Figura 4 - Lipopolissacarideo, falha na funcéo de barreira e inflamacgéo
associada & obesidade.
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Fonte: Traduzido de Gravitz (2012).

Para melhor elucidar a relacdo entre LPS e obesidade, Cani et al.
(2007a) observaram que a injecdo subcutanea de LPS em camundongos
esteve associada a distdrbios metabdlicos que incluem resisténcia a
insulina e hiperglicemia de jejum, além do ganho de peso. Em seres
humanos com DML, Lassenius et al. (2011) encontraram correlagdes
positivas entre LPS e caracteristicas associadas a sindrome metabdlica,
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aumentando o risco potencial de complicagbes cronicas. Nesta
investigacdo, diabéticos normoalbuminuricos com altas concentragGes
plasméaticas de LPS apresentaram correlacdo positiva com a
hemoglobina glicada, IMC, circunferéncia da cintura, pressdo diastdlica,
apolipoproteina B, triglicerideos séricos e PCR, e correlacdo negativa
com a sensibilidade & insulina e HDL-colesterol. A correlacdo
encontrada com a apolipoproteina B sugere que as endotoxinas sao
transportadas pelo VLDL-colesterol, LDL-colesterol ou quilomicrons.

Devido ao fato do LPS ter afinidade pelos quilomicrons e estes
serem produzidos em excesso durante uma dieta rica em lipidios,
estudos tém verificado se dietas ricas em lipideos também promovem o
aumento das concentracdes plasmaticas de LPS, o qual pode
desencadear processos inflamatorios. Harte et al (2012) observaram que
uma Unica refeigdo rica em lipideos é capaz de alterar as concentragdes
plasméaticas de LPS. Ap6s 4 horas de uma refei¢do rica em lipideos, o
aumento das concentragdes de LPS na circulagdo foi 20% maior em
individuos obesos e 125% maior em individuos com DM2 comparado a
ndo obesos. Este achado mostrou que a exposicdo a uma refeicdo rica
em lipideos eleva as concentragfes de LPS, independentemente do
estado metabdlico. As dietas ricas em lipideos também alteram a
composigdo da microbiota intestinal, em particular reduzindo o nimero
de bifidobactérias (CANI et al, 2008). Em conjunto, estes eventos
destacam o papel do LPS em promover e contribuir para a exacerbacéo
de distdrbios metabdlicos e inflamatoérios.

Apesar da associacdo existente entre a microbiota intestinal, a
obesidade e condices relacionadas, algumas questdes permanecem
obscuras, tais como: Existe um perfil que caracteriza a microbiota
intestinal de individuos obesos? As alteracBes da microbiota intestinal
conduzem ao desenvolvimento da obesidade ou a obesidade que
promove as alteraces na microbiota intestinal? As alteracGes da
microbiota intestinal decorrem apenas da dieta e de outros fatores
ambientais (uso de farmacos, etilismo, tabagismo, estilo de vida) ou dos
processos fisiopatoldgicos observados na obesidade ou de ambos? As
alteracdes da microbiota intestinal no inicio da vida estdo associadas ao
aumento na susceptibilidade para sobrepeso e obesidade no decorrer da
vida? Estas e outras perguntas estdo sendo debatidas no meio cientifico
atual, no entanto, ainda ndo ha consenso entre os pesquisadores da area.

Neste contexto, varias sdo as abordagens dietoterapicas que
podem ser utilizadas para minimizar as alteracBes da microbiota
intestinal observadas na obesidade, sendo que poucos sdo os estudos que
tém analisado in vivo o efeito da suplementacdo de prebidticos e
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simbioticos como adjuvantes no tratamento da obesidade (BESERRA et
al., 2015; FERNANDES et al., 2017).

2.4 PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS

Prebidticos sdo substratos seletivamente utilizados por micro-
organismos do hospedeiro conferindo beneficios a saide (GIBSON et
al., 2017). Para o substrato ser considerado prebidtico, devem ser
atendidos alguns requisitos (GIBSON; ROBERFROID, 1995; GIBSON
etal., 2017):

1) Néo ser hidrolisado nem ser absorvido na parte superior do
trato gastrointestinal;

2) Ser um substrato seletivo para um ndmero limitado de
bactérias benéficas para o hospedeiro, que sdo estimuladas a crescer
e/ou s@o metabolicamente ativadas;

3) Ser capaz de alterar a flora colénica em favor de uma
composigdo mais saudavel,

4) Induzir efeitos luminais ou sistémicos que sdo benéficos a
salde do hospedeiro.

Existe uma gama de substancias consideradas prebidticas, entre
eles, os frutanos do tipo inulina (fruto-oligossacarideo (FOS),
oligofrutose e inulina) (BINDELS et al., 2015). As fontes de frutanos do
tipo inulina mais consumidas sdo pdes integrais, melancia, laranja,
biscoitos, cereais integrais e aspargos, mas também ha outras fontes
importantes, como batata Yacon, chicdria, alho, alho-poré, alcachofra,
banana, centeio, cevada e trigo (PEREZ-CORNAGO et al., 2015).

Entre os frutanos do tipo inulina destaca-se o FOS, prebidtico a
ser utilizado na presente pesquisa. A sua estrutura quimica é composta
por uma cadeia de unidades de frutose com uma unidade terminal de
glicose (Glicose-Frutosen ou GFn) unida por ligag¢des glicosidicas B-(2-
1), o que significa que eles ndo podem ser hidrolisados por enzimas
digestivas humanas (LOMAX; CALDER, 2009). A forma comercial de
FOS é obtida por meio da adicdo enzimatica de residuos de frutose a
sacarose (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 — Obtencéo de fruto-oligossacarideos por adi¢do enzimatica de
frutose.
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Fonte: Lomax; Calder, 2009. Abreviac@es: G — Glicose; F — Frutose; GP — Grau de
polimerizagéo.

Figura 6 — Estrutura quimica dos fruto-oligossacarideos.
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A principal diferenga entre os frutanos do tipo inulina é o grau de
polimerizacdo (ndmero de wunidades monoméricas em uma
macromolécula). O FOS tem grau de polimerizacdo com dois a quatro
residuos de frutose, a oligofrutose com até sete residuos de frutose e a
inulina com até sessenta residuos de frutose (ROBERFROID et al.,
2010).

O FOS resiste a hidrdlise enzimética no intestino delgado e entra
no ceco com sua estrutura intacta. Entretanto, ndo é excretado nas fezes,
0 que indica sua completa fermentag¢do no célon. A utilizagdo do FOS
como substrato energético é mediada pelas bactérias coldnicas, as quais
produzem enzimas glicoliticas que hidrolisam a estrutura do FOS em
mono ou dissacarideos, sendo transportados pelos enterécitos e
metabolizados em AGCC, lactato, gas carbbénico e hidrogénio
(absorvidos e utilizados por diferentes tecidos). Todos os AGCC,
particularmente o acetato, propionato e butirato, sdo os principais
produtos finais de rea¢fes de fermentacdo de bactérias que acidificam o
cllon. Esta diminui¢do do pH favorece o desenvolvimento de bactérias
potencialmente anti-inflamatorias, especialmente as bifidobactérias e o0s
lactobacilos, além de impedir o crescimento de bactérias potencialmente
patogénicas. O FOS também exerce outros efeitos positivos a saulde
humana, como alivio da constipacdo e da diarreia, regulacdo do
metabolismo lipidico e glicidico, diminuicdo do risco de cancer de
cllon, aumento da absorcdo de alguns minerais, como magnésio e
calcio, reducdo da absorcdo intestinal de gorduras e imunorregulagdo
(SINGH et al., 2017).

Outra possibilidade de modular a microbiota intestinal é a
utilizacdo de simbidticos. Simbioticos sdo produtos que contém tanto
prebidticos quanto probidticos, os quais s&0 micro-organismos Vivos
que, quando consumidos em quantidades adequadas, conferem
beneficios a salde do hospedeiro (GUARNER et al, 2017; HILL et al.,
2014). Estes produtos alimentares podem exercer diversas funcdes
benéficas, incluindo a inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas,
a preservagdo da funcdo da barreira epitelial, regeneracdo do tecido
epitelial, imunorregulacdo, regulacdo do metabolismo lipidico e
glicidico e perda de peso (GUARNER et al., 2017).

Como a definicdo de simbidtico estd intrinsicamente ligada as
definicdes de prebidtico e probidtico, é importante mencionar alguns
aspectos dos prebidticos (ja discutido anteriormente) e dos probidticos,
com destaque para aqueles que serdo utilizados no presente estudo, as
bifidobactérias e os lactobacilos.
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Para ser considerado probi6tico, o micro-organismo deve possuir
certas caracteristicas: tolerancia a secrecBes gastrointestinais (&cido
gastrico e bile); capacidade de aderir a mucosa gastrointestinal; e a
inibicdo competitiva de organismos patogénicos. Além disso, tem sido
proposto que um probidtico eficiente deva cumprir alguns critérios
(FONTANA et al., 2013):

1) Demonstrar efeito benéfico para o hospedeiro;

2) Ser ndo patogénico, ndo toxico e livre de significativos efeitos
adversos;

3) Ser capaz de sobreviver ao longo do trato gastrointestinal;

4) Conter adequado nimero de células viaveis para conferir
beneficios a salde;

5) Ser compativel com a matriz do produto, com as condigdes de
processamento e armazenamento para manter as propriedades desejadas
e rotulados com precisao.

Em particular, espécies bacterianas pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium tém sido extensivamente estudados e
utilizados como probidticos (Quadro 2) (DICERBO et al., 2016;
BOTTACINI et al., 2014).
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Quadro 2 — Principais géneros e espécies bacterianas utilizadas como
probidticos.

Filos Géneros Espécies

acidophilus

bulgaricus

casei

crispatus

fermentum

Firmicutes Lactobacillus gasseri

johnsonii

lactis

paracasei

plantarum

reuteri

rhamnosus

Streptococcus termophilus

Cereus

Bacillus subtilis

adolescentes

animalis

bifidum

Actinobacteria Bifidobacterium breve

infantis

lactis

longum

Proteobacteria Escherichia coli

Fonte: Williams (2010).

Bifidobactérias sdo bactérias gram-positivas e anaerdbias,
pertencentes ao filo Actinobacteria, encontradas ao longo de todo o trato
gastrointestinal (BOTTACINI et al., 2014). Cani et al. (2007b)
verificaram que entre diferentes bactérias intestinais de camundongos,
as espécies de bifidobactérias correlacionaram-se negativamente com as
concentracBes plasmaticas de LPS e positivamente com a melhora da
tolerancia a glicose, a secre¢do de insulina induzida por glicose e
diminuicdo das citocinas pro-inflamatorias no plasma e no tecido
adiposo. Entre os beneficios das bifidobactérias observados em estudos
experimentais em individuos adultos, destacam-se: reducdo da producéo
de citocinas pro-inflamatérias e melhora do perfil lipidico em individuos
com sindrome metabdlica (BERNINI et al., 2016) e reducdo da
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proliferacdo de bactérias patogénicas no intestino (ODAMAKI et al.,
2012).

Os lactobacilos estdo amplamente distribuidos no meio ambiente,
especialmente em vegetais e nos tratos gastrointestinal e genital. Sua
ocorréncia é influenciada por diversos fatores ambientais, tais como pH,
presenca de oxigénio, temperatura e intera¢cBes com outras bactérias.
S8o bactérias probidticas gram-positivas, anaerobias facultativas ou
microaerdfilas (requer menor quantidade de oxigénio) pertencentes ao
filo Firmicutes. Estes sdo amplamente encontrados em lacteos, como
leite fermentado, iogurte e queijo. No trato gastrointestinal de humanos
saudaveis estdo normalmente presentes na cavidade oral, no ileo e no
célon (DICERBO et al.,, 2016). Entre os beneficios dos lactobacilos
observados em ensaios clinicos randomizados, placebo-controlados e
duplo-cegos em individuos adultos, destacam-se: prevengdo do cancer
hepético (EL-NEZAMI et al., 2006), adjuvancia no tratamento de
infeccbes vaginais (MASTROMARINO et al., 2009), reducdo do
colesterol total e LDL-colesterol (FUENTES et al., 2013), inibi¢do da
infeccdo por Helicobacter pylori (FRANCAVILLA et al.,, 2014),
imunomodulacdo (IEMOLI et al., 2012), melhora da constipacdo
(HIGASHIKAWA et al., 2010), melhora da diarreia (DIETRICH,;
KOTTMANN; ALAVI, 2014) e melhora do perfil glicEmico e da
atividade antioxidante em individuos com DM2 (ASEMI et al., 2013).

2.4.1 Modulac&o imunoldgica e metabdlica associada ao consumo de
fruto-oligossacarideos e simbioticos

O epitélio intestinal estd constantemente exposto a uma grande
guantidade de materiais estranhos que podem ser prejudiciais ou
benéficos para o organismo. Consequentemente, o sistema imunoldgico
precisa encontrar um equilibrio entre as respostas imunitarias que sao
induzidas ap6s encontro com patdgenos intestinais e a tolerancia a
bactérias comensais. Caso esse equilibrio homeostatico seja rompido
(por exemplo, na obesidade), uma resposta imunitaria inapropriada é
iniciada, causando danos ao hospedeiro. Nesse sentido, prebidticos e
simbidticos tem sido alvo de estudos em modelos animais e humanos
quanto ao papel imunomodulador que ambos podem exercer, haja vista
a conhecida acdo positiva de ambos na restauracdo do equilibrio da
microbiota intestinal.

No que diz respeito a acdo do FOS, o principal produto da
fermentacdo deste prebidtico pelas bactérias intestinais é o acetato
(ROSSI et al., 2005), AGCC mais abundante no célon (=60%) e
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responsavel por efeitos imunomoduladores (MASUI et al., 2013) e de
regulacdo da homeostase energética (FROST et al., 2014). A abundancia
e quantidades relativas de AGCC podem ser consideradas
biomarcadores do estado de saude de um individuo. A obesidade esta
relacionada com maiores concentragfes fecais de AGCC (RAHAT-
ROZEMBLOOM et al., 2014), enquanto individuos que realizaram
tratamento para obesidade apresentaram redugdo significativa nas
concentragbes fecais de AGCC (PATIL et al., 2012). Intervengdes
dietéticas com frutanos do tipo inulina em individuos com sobrepeso ou
obesidade mostraram ser efetivas na reducéo dos altos niveis de AGCC
fecal (SALAZAR et al., 2015). Embora a abundancia de AGCC em
individuos com obesidade seja significativamente maior que em
individuos sem obesidade, estes acidos graxos parecem exercer efeito
protetor, modulando beneficamente a microbiota intestinal, o sistema
imunoldgico e diferentes vias metabdlicas.

A producdo dos AGCC pelas bactérias intestinais, especialmente
0 acetato, esté relacionado com a reducdo luminal de pH, impedindo a
sobrevivéncia de micro-organismos patogénicos (FUKUDA et al.,
2011). O butirato é o principal substrato energético das células epiteliais
intestinais, favorecendo a maturacdo das células caliciformes e a
consequente producdo de muco, o0 que resulta em menor adesdo
bacteriana e melhora na integridade das juncdes oclusivas, reforgando a
funcdo de barreira intestinal (JUNG et al., 2015). Em células epiteliais
colbnicas, a deficiéncia de AGCC promoveu a ativagdo da autofagia,
fato relacionado a integridade da barreira intestinal (DONOHOE et al.,
2011).

Quanto a modulacdo imunoldgica, o receptor acoplado a proteina
G 43 (GPR43) é uma proteina que reconhece AGCC em tecidos
periféricos, incluindo acetato, propionato e butirato, sendo expressa por
adipdcitos humanos, células epiteliais coldnicas e células mononucleares
do sangue periférico, tais como neutréfilos e mondcitos (ANG; DING,
2016). A expressdo de GPR43 tem sido associada com doencas em que
a inflamacdo tem papel de destaque, como a colite ulcerativa, asma,
artrite e obesidade (MASLOWSKI et al., 2009; KIMURA et al., 2013).
Maslowski et al. (2009) verificaram que, apds tratamento com acetato,
os valores de TNF-a e de EROs diminuiram em camundongos germ-free
com colite, alteragdes ndo observadas em camundongos com colite
GPR43-/-, sugerindo que o efeito imunomodulador do acetato é mediado
por este receptor. O acetato também foi capaz de reduzir a secrecdo de
TNF-a de neutréfilos humanos e inibiu a atividade do NF-kB e da IL-6
em cultura de células de carcinoma de célon humano (TEDELIND et
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al., 2007). O tratamento de mondcitos e neutrofilos humanos com
AGCC diminuiu a expressdo da quimiocina CCL-2 e a producdo de
TNF-a e IFN-y em resposta ao tratamento com LPS (COX et al., 2009).
As células T também tém emergido como alvo para os AGCC. Em
camundongos com colite, o propionato desencadeou a liberacéo da IL-
10 por células Treg, citocina anti-inflamatéria, mediada pela GPR43
(SMITH et al., 2013). Em bactérias comensais, 0 butirato e o propionato
também induzem a diferenciacdo de células Treg, promovendo a
tolerancia imunolégica (LOUIS et al., 2014).

Em relacdo & modulacdo metabolica, durante o processo de
absorcdo intestinal de AGCC, uma parte destes &cidos graxos é
metabolizada pelos préprios colondcitos, enquanto a outra parte é
absorvida e transportada até o figado, onde também é metabolizada
(BESTEN et al., 2013). No figado, os AGCC participam de diferentes
rotas metabolicas: enquanto o propionato é incorporado no processo de
gliconeogénese, 0 acetato e o propionato participam do metabolismo
lipidico (RIOZ-COVIAN et al., 2016). O envolvimento dos AGCC no
metabolismo energético tem atraido a atencdo de pesquisadores quanto
ao papel destes &cidos graxos no manejo da sindrome metabdlica.
Kimura et al. (2013) mostraram que o0 acetato suprimiu a captacdo de
glicose e de &cidos graxos mediado pela insulina em adipdcitos de
camundongos selvagens. Neste mesmo estudo, o acetato aumentou a
expressdo génica de vias glicoliticas e lipoliticas, aumentando o gasto
energético. Frost et al. (2014) mostraram que a administracdo
intraperitoneal de acetato em camundongos machos C57BL/6 resultou
em menor ingestdo de alimentos até duas horas ap6s a injecdo, fato
explicado pela reducdo na atividade catalitica hipotalamica da proteina
quinase ativada por AMP, estimulando a expressdo de peptideos
anorexigenos, como a pré-opiomelanocortina, e a redugdo da expressao
de peptideos orexigenos, como o peptideo relacionado ao gene agouti.
Outro mecanismo de acdo do acetato associado a reducdo do peso é
mediado pela proteina ligadora de elementos responsivos a carboidratos
(ChREBP), responsavel por ativar a transcricdo de enzimas envolvidas
na gliconeogénese e lipogénese, como a piruvato quinase hepatica (L-
PK) e a FAS. A incubac¢do de AGCC, incluindo acetato, em uma cultura
de hepat6citos de ratos mostrou a inativacdo de ChREBP
(KAWAGUSHI et al., 2002). Um estudo in vivo em ratos OLETF
(Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) mostrou que a administracéo oral
de acetato reduziu o acimulo de lipidios no tecido adiposo por meio da
reducdo da atividade de diversas enzimas lipogénicas, incluindo a L-PK
e a FAS (YAMASHITA et al.,, 2007). Em estudo realizado pelos
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membros do grupo de pesquisa do presente projeto em individuos
submetidos a cirurgia bariatrica, o FOS foi capaz de promover reducdo
significativa de peso corporal comparado ao grupo controle ap6s 15 dias
de suplementacdo (FERNANDES et al., 2016). Entretanto, apesar destes
dados promissores em estudos em animais, estudos de intervengdo com
grupo controle em humanos sdo necessarios para firmar conclusées que
possam gerar impacto na pratica clinica.

Com relacdo aos simbidticos, devido ao fato dos mesmos
conterem probidticos em sua composi¢do, torna-se relevante trazer
evidéncias que destaquem o papel dos probiéticos na imunomodulacéo.
Os probidticos interagem com uma ampla variedade de células
(enterécitos, células dendriticas, Thl, Th2, Treg) na mucosa intestinal e
podem modular a resposta imunitaria em direcdo a agdo pré ou anti-
inflamatéria (WILLIAMS, 2010). No entanto, devem-se evitar
generalizacdes sobre potenciais beneficios dos probidticos para a saude,
pois os efeitos probidticos sdo especificos para cada cepa, assim, o
beneficio a salde atribuido a uma cepa ndo se aplica necessariamente a
outra, mesmo dentro de uma mesma espécie (FREI; AKDIS;
O’MAHONY, 2015).

Neste sentido, optou-se por mostrar os principais achados das
cepas que estdo contidas no simbidtico utilizado no presente estudo
(Lactobacillus rhamnosus HNOO1, Lactobacillus acidophilus NCFM,
Lactobacillus paracasei LPC-37 e Bifidobacterium lactis HN019).

Quanto ao L. rhamnosus HNOO1, Thomas et al. (2011) mostraram
que a ingestdo diaria de 1x10' UFC/dia desta cepa probidtica durante
49 dias tem efeito imunomodulador, como a maior producdo de IL-10
em porcos com doencga pulmonar alérgica. Um estudo in vitro (GOOD et
al., 2014) mostrou a reducdo de dano histoldgico e da expressao de IL-
1B e TNF-a em células da mucosa ileal de camundongos ¢ leitdes com
enterocolite necrotizante sensibilizadas com LPS e tratadas com L.
rhamnosus HNOO1 (75 pg/mL de meio). Eggers et al. (2018) mostraram
que a suplementacdo de 1x10" UFC/dia de L. rhamnosus HNOO1 por
quatro semanas em individuos com infeccdo por Staphylococcus aureus
promoveu reducdo significativa desta bactéria no trato gastrointestinal.

A inoculagéo de 1x10° UFC/dia de L. acidophilus NCFM durante
14 dias em camundongos fémeas BALB/c foi relacionado com a
reducdo no crescimento de tumor no célon e na reducdo da expressao de
quimiocinas (CHEN et al., 2012). No estudo de Petersen et al. (2012), os
camundongos com colite que receberam 1x10° UFC/dia de L.
acidophilus NCFM por cinco semanas apresentaram reducdo nas
concentracOes séricas de IFN-y e de quimiocinas mediada pelas células
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Treg. Konstantinov et al. (2008) examinaram interacdes entre culturas
de células dendriticas e o L. acidophilus NCFM (1,2 x 10® UFC) e
concluiram que esta cepa probiotica induz a producdo de IL-10 e inibe a
producdo de IL-12p70 pelas células dendriticas. Em homens com DM2,
embora ndo tenha havido mudangas nas concentragdes plasmaticas de
citocinas, a sensibilidade & agdo da insulina foi preservada no grupo que
recebeu 1x10™ UFC/dia de L. acidophilus NCFM durante quatro
semanas, enquanto o grupo placebo apresentou reducéo na sensibilidade
a acdo da insulina (ANDREASEN, 2010).

Quanto ao L. paracasei LPC-37, poucos estudos tém verificado a
sua acao em desfechos imunoldgicos, mas tem sido observada atividade
imunomoduladora desta cepa. Roessler et al. (2008) verificaram maior
atividade fagocitica de mondcitos e granuldcitos em individuos sadios
que receberam iogurte contendo 3,9x10® UFC/dia durante oito semanas,
conferindo efeito protetor contra possiveis patdgenos. Por outro lado,
Paineau et al. (2008) ndo observaram alteragcBes nas concentragdes
séricas de imunoglobulinas (IgA e IgM) em individuos adultos sadios
que receberam 2x10™ UFC/dia de L. paracasei LPC-37 durante trés
semanas.

Por Gltimo, estudos com a B. lactis HNO19 mostram a capacidade
desta cepa em modular o sistema imunolégico. Gill et al. (2001)
observaram aumento da capacidade fagocitica de fagdcitos
mononucleares e polimorfonucleares em humanos saudaveis apos
consumo diério de leite suplementado com 5x10° a 5x10™ de B. lactis
HNO19 durante trés semanas. A cultura de células epiteliais humanas
com 1x10%a 1x10” UFC/dia de B. lactis HN019 atenuou a expresséo da
IL-8 e impediu a adesdo de patdgenos nestas células, exercendo efeito
protetor (LIU et al., 2010). A ingestdo diaria de leite fermentado com
2,72 x 10" UFC/dia de B. lactis HN019 durante 45 dias em individuos
com sindrome metabdlica promoveu reducdo significativa do IMC,
colesterol total, LDL-colesterol, TNF-a e IL-6 (BERNINI et al., 2016).

Em conjunto, as evidéncias mostram o efeito imunomodulador
destas cepas em modelos animais e humanos saudaveis, com cancer ou
com doencas inflamatdrias. Sobre desfechos metabodlicos e
antropométricos, a literatura ainda ndo dispde de estudos suficientes
para esclarecer o efeito destas cepas nestes desfechos.
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2.5 ENSAIOS CLINICOS QUE INVESTIGARAM OS EFEITOS DE
FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS E SIMBIOTICOS NA OBESIDADE

2.5.1 Estratégia de busca e sele¢do dos estudos

Para a fundamentagdo da originalidade, relevancia e contribuicéo
cientifica e pratica deste projeto de tese, realizou-se uma atualizacdo de
duas revisdes sistematicas elaboradas pelo grupo de pesquisa
(FERNANDES et al., 2017; BESERRA et al., 2015), sendo uma delas o
primeiro resultado desta tese de doutorado (FERNANDES et al., 2017) e
que estd disposta na secdo sete (Resultados). A revisdo sistemética
oriunda da tese foi conduzida entre 2015 e 2016, com a busca realizada
em novembro de 2015. O objetivo da revisdo foi avaliar o efeito de
prebidticos e simbidticos em marcadores inflamatérios em individuos
adultos com sobrepeso ou obesidade. E importante destacar que os
marcadores inflamatérios sdo desfechos primarios da presente pesquisa.
A outra revisdo sistematica foi conduzida em 2014, com a busca
realizada em maio daquele ano (BESERRA et al., 2015). O objetivo da
revisdo foi avaliar o efeito de prebidticos e simbidticos em pardmetros
glicémicos e lipidicos em individuos adultos com sobrepeso ou
obesidade. Estes sdo desfechos secundarios da presente pesquisa,
juntamente com os indicadores antropométricos do estado nutricional. A
atualizacdo da busca sistematica ocorreu em fevereiro de 2018. No
entanto, a fim de ndo estender demasiadamente esta se¢cdo com estudos
que ndo utilizaram o prebidtico da presente pesquisa, a atualizacdo da
busca foi realizada considerando como intervencdo apenas 0s termos
relacionados a intervencdo de interesse, ou seja, 0 FOS e simbidticos
que contém FOS.

De forma resumida, a atualizacdo das revisbes supracitadas
ocorreu de forma conjunta, unindo as estratégias de busca utilizadas em
ambas as revisGes (mas retirando os unitermos relacionados a outros
prebidticos e simbidticos que ndo tem relacdo com este estudo), nas
mesmas bases de dados: MEDLINE (via PubMed; National Library of
Medicine, Bethesda, Maryland), Science Direct (via Scopus, Elsevier,
Philadelphia, USA), Web of Knowledge (via Web of Science, Thomson
Reuters, New York, USA) e The Cochrane Central Register of
Controlled Trials (CENTRAL) (via Cochrane Library; Wiley Online
Library, New York, USA) (Tabela 1). As duas revisdes sistematicas e
esta atualizacdo seguiram as recomendacbes do PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis)
(LIBERATI et al., 2009).
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Os critérios de elegibilidade foram: ensaios clinicos
randomizados e controlados; uso de FOS e simbi6ticos que continham
FOS em seres humanos com sobrepeso ou obesidade (IMC > 25kg/m?);
amostra composta por adultos entre 18 a 65 anos; estudos que avaliaram
desfechos inflamatorios (PCR e citocinas) e metabdlicos (perfil lipidico
e glicémico). Vale mencionar que sao escassos 0s estudos que avaliaram
individuos somente com obesidade (sem considerar sobrepeso). Por este
motivo, tanto nas revisdes realizadas quanto nesta atualizacdo optou-se
por incluir ensaios clinicos randomizados e controlados em individuos
com sobrepeso. Caso houvesse artigos potencialmente elegiveis com
informagdes pouco claras, o autor correspondente seria contatado por
email para fornecer explicagdes adicionais.

Tabela 1 — Termos de busca utilizados para o levantamento sistematico
de ensaios clinicos randomizados e controlados até fevereiro de 2018.

Critérios Termos de busca utilizados para cada critério

Paciente/Populacdo Pacientes com sobrepeso ou obesidade (obes* OR
overweight OR “excess weight” OR "metabolic

syndrome™)

Intervencao Prebidtico (FOS) e simbidticos que utilizaram o
FOS (prebiotic* OR fructan* OR
fructooligosaccharide* OR fructo-

oligosaccharide* OR fos OR synbiotic* OR
bifidobacter* OR lactobacil*)

Comparagéo Grupo que nao recebeu prebidtico ou simbidtico
(“controlled clinical trial” OR “randomized
clinical trial”)

Desfechos Desfechos inflamatérios e metabdlicos (immun*
OR inflammation OR cytokin* OR chemokine*
OR interleukin* OR tnf OR tumor necrosis factor
OR interferon OR ifn OR c-reactive protein OR
crp OR lipopolyssacharide OR Ips OR bacterial
endotoxin OR endotoxemia OR endotoxaemia OR
“blood glucose” OR “glycated hemoglobin” OR
*insulin* OR *cholesterol* OR *triglyceride* OR
Idl OR hdl OR hyperlipidemia OR triacylglycerol
OR dyslipidemia)

Fonte: Do autor.
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A selecdo dos estudos potencialmente elegiveis foi realizada
inicialmente pela leitura dos titulos, e caso fosse relevante, procedeu-se
com a analise dos resumos, e se necessario, do texto completo para
confirmar a elegibilidade. Nenhum filtro para refinar a pesquisa foi
utilizado.

Quanto a extracdo dos dados, os mesmos seriam extraidos de
forma independente por dois revisores do grupo de pesquisa, incluindo o
autor do presente projeto, caso houvesse novos estudos a serem
incluidos. Em qualquer divergéncia de opinido, os artigos seriam
consultados novamente. No entanto, nenhum novo estudo foi incluido
na atualizacdo da busca (vide subse¢éo 2.6.2).

Quanto a avalia¢do do risco de viés, foi realizada novamente esta
etapa com os estudos incluidos nas revisdes, utilizando a ferramenta da
Cochrane para ensaios clinicos randomizados (HIGGINS; GREEN,
2011). A avaliagdo foi realizada por dois revisores do grupo de pesquisa.
Desacordos entre os revisores na atribui¢ao de “sim” ou “ndo” para cada
item avaliado foram solucionados por meio de discussao até o consenso
ser alcancado.

2.5.2 Resultado da atualizacéo das revisdes sistematicas

As Dbuscas nas bases de dados recuperaram 526 artigos e a
checagem das referéncias de revisdes importantes na area resultou em
um estudo adicional. Ap6s a leitura de titulos e resumos, 521 artigos
foram excluidos e seis foram avaliados para elegibilidade. A analise das
referéncias desses seis artigos ndo resultou na inclusdo de artigos
potencialmente elegiveis. Ao final, nenhum novo estudo foi incluido. O
processo de selecdo esta apresentado na figura 7. As caracteristicas dos
estudos que utilizaram FOS ou simbi6ticos que continham FOS e que
foram incluidos nas revisdes mencionadas (FERNANDES et al., 2017;
BESERRA et al., 2015) estdo apresentados na tabela 2. A avaliacdo do
risco de viés destes estudos esta apresentada na figura 8.
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Figura 7 — Fluxograma da atualizacéo da busca sistematica.

Artigos identificados por meio da Artigos identificados nas referéncias
busca em bases de dados de importantes revisbes sobre o tema
(n=526) (n=1)

}

Artigos avaliados pelo titulo e resumo
(n=527)

P> Artigos claramente nio elegiveis pela analise do
titulo e resumo (n=521)

A4
Artigos potencialmente elegiveis (n=6)
Artigos identificados nas referéncias dos
artigos potencialmente elegiveis (n=0)

J {Rastreamento ] { Identificacdo ]

Artigos excluidos (n=6):

- Sem a populagao de interesse (n=4)

»! - Uso de prebidticos com outros
imunomoduladores (n=1)

- Grupo controle recebeu probiético (n=1)

\ 4
Estudos incluidos (n=0)

Incluidos ] [ Elegibilidade

Fonte: Do autor.
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Figura 8 — Risco de viés dos estudos incluidos nas revisdes sistematicas
realizadas pelo grupo de pesquisa e que utilizaram fruto-
oligossacarideos (FOS) ou simbiéticos contendo FOS.

de Luis etal., 2013

Genta et al., 2009

Luo et al., 2000

Eslamparast et al., 2014

Malaguarnera et al., 2012

Moroti etal., 2012

0 o o @ @ @ Gerago da sequéncia aleatdria

@ @ o @ @ @ Ocultamento da alocagio

o o o @ o o Cegamento de profissionais e participantes
o @ o @ o @ Cegamento dos avaliadores de desfecho
0 o o o o o Desfechos incompletos
000000 -

@ @ @ @ @ @ Outros vieses

Fonte: Do autor. (+) Baixo risco de viés. (?) Risco de viés incerto. (-) Alto risco
de viés. Os trés primeiros estudos referem-se ao prebiético (FOS) e os Gltimos
trés aos simbidticos contendo FOS.

Diante dos resultados apresentados estratificados por tipo de
intervencgdo, observa-se:

» Quanto ao ano de publicacdo:

» Prebidticos: Um foi publicado nos Gltimos cinco anos, 0 que
denota a necessidade de novos estudos em seres humanos com
sobrepeso/obesidade quanto ao efeito de FOS em desfechos
inflamatérios e metabélicos.

> Simbidticos: Um foi publicado nos ultimos cinco anos, o que
denota a necessidade de novos estudos em seres humanos com
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sobrepeso/obesidade quanto ao efeito de simbidticos contendo
FOS.

Quanto ao local de estudo:

>

Prebidticos: Dois foram realizados na Europa e um na América
do Sul. No entanto, nenhum estudo avaliado foi realizado no
Brasil.

Simbidticos: Um foi realizado no Oriente Médio; um na
América do Sul (Brasil) e um na Europa.

Quanto ao desenho do estudo:

>

Prebidticos: Dois eram ensaios clinicos randomizados e
controlados do tipo paralelo, enquanto um era do tipo cross-
over. O tempo de washout aplicado foi de duas semanas (LUO
et al., 2000). Néo foi avaliado o efeito carry-over, limitando a
confiabilidade nos achados.

Simbidticos: Todos eram ensaios clinicos randomizados e
controlados do tipo paralelo.

Quanto ao mascaramento:

>

Prebidticos: Todos eram duplos cegos, porém pela avaliagcdo do
risco de viés observa-se que apenas um estudo apresentava
baixo risco de viés para cegamento/mascaramento dos
avaliadores de desfecho.

Simbidticos: Todos eram duplos cegos, porém pela avaliagdo do
risco de viés observa-se que apenas um estudo apresentava
baixo risco de viés para cegamento/mascaramento dos
avaliadores de desfecho, com um deles apresentando alto
risco de viés.

Quanto ao tipo de individuo investigado:

>

Prebidticos: Em um ensaio a amostra era composta tanto por
individuos com sobrepeso quanto por obesidade, enquanto nos
outros dois ensaios a amostra era composta apenas por
individuos com obesidade, embora nenhum ensaio avaliado
tenha sido conduzido exclusivamente em individuos com
obesidade morbida (IMC > 40 kg/m?).

Simbidticos: Em dois ensaios a amostra era composta tanto por
individuos com sobrepeso quanto por obesidade, enquanto em
um ensaio a amostra era composta apenas por individuos com
obesidade, embora nenhum ensaio avaliado tenha sido
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conduzido exclusivamente em individuos com obesidade
morbida (IMC > 40 kg/m?).

» Quanto ao tipo de prebidtico e simbidtico administrado:

» Prebidticos: Todos utilizaram FOS.

» Simbidticos: Todos os ensaios utilizaram simbioticos diferentes,
embora todos contendo FOS. Entretanto, nos estudos
avaliados nado foi utilizado o0 mesmo simbiotico da presente
pesquisa.

» Quanto a dose:
> Prebidticos: Variou de 9,8g/dia a 20g/dia. Dos ensaios

conduzidos apenas em individuos obesos (independentemente
do grau de obesidade) (DE LUIS et al., 2013; GENTA et al.
2009), as doses variaram entre 9,8g a 10g/dia. Nenhum estudo
avaliado investigou doses de FOS acima de 10g/dia.

» Simbidticos: A dose de prebidtico contido nos simbi6ticos
administrados variou de 2,0 a 2,5 g/dia e a dose de probiético
contido nos simbiéticos variou de 4x10° a 5x10° UFC/dia. No
que se refere especificamente ao FOS, nenhum ensaio avaliou
simbidticos contendo uma dose de FOS acima de 2,5g/dia.
Quanto aos ensaios com simbidticos que continham
multiplas cepas como fonte de probidticos, nenhum utilizou
uma dose acima de 4x10® UFC/dia.

» Quanto ao tempo de suplementacéo:
» Prebidticos: Os trés ensaios identificados (DE LUIS et al.,
2013; GENTA et al. 2009; LUO et al., 2000) variaram de 28 a
120 dias.
» Simbidticos: Variou de 30 a 196 dias.

> Quanto a presenca ou hdo de comorbidades:
> Prebidticos: Dois dos trés ensaios relataram a presenca de
comorbidades na amostra investigada (GENTA et al., 2009;
LUO et al., 2000).
> Simbidticos: Todos os ensaios relataram a presenca de
comorbidades na amostra investigada.
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» Quanto a presenca ou ndo de menopausa, alteracBes no ciclo
menstrual e uso de horménios:

» Prebidticos: Um dos trés ensaios relatou que as mulheres
incluidas ndo tinham menopausa (GENTA et al., 2009), mas
nenhum dos trés ensaios fizeram mencéo & alterages no ciclo
menstrual ou uso de hormonios.

» Simbidticos: Nenhum dos trés ensaios fez mengdo & presenga
ou ndo de menopausa, alteracdes no ciclo menstrual ou uso de
horménios.

Estudos em animais tém mostrado que alteracGes em hormdnios
sexuais podem alterar significativamente a microbiota intestinal, a
producdo de AGCC e de &cidos biliares, a permeabilidade intestinal e o
perfil de citocinas na mucosa cecal e no figado (ORG et al., 2016;
SHASTRI et al., 2015).

» Quanto aos medicamentos de uso continuo:

» Prebidticos: Um ensaio (LUO et al., 2000) relatou que os
pacientes utilizavam medicamentos de uso continuo e outro
ensaio relatou que ndo houve uso de medicamentos ao longo da
intervencdo (GENTA et al., 2009). O terceiro ensaio (DE LUIS
et al., 2013) ndo fez mencdo sobre este assunto.

» Simbidticos: Todos o0s ensaios relataram se 0s pacientes
utilizavam (ESLAMPARAST et al., 2014; MOROTI et al.,
2012) ou ndo (MALAGUARNERA et al., 2012) medicamentos
ao longo da intervencéo.

» Quanto as orientacdes sobre atividade fisica e estilo de vida:

» Prebidticos: Dois dos trés ensaios instruiram os participantes a
manter o estilo de vida e/ou ndo praticar atividade fisica intensa,
embora ndo tenham feito qualquer avaliacdo destas
variaveis durante a pesquisa (GENTA et al., 2009; LUO et
al., 2000).

» Simbidticos: Dois dos trés ensaios instruiram os participantes a
manter o estilo de vida e/ou ndo praticar atividade fisica intensa,
embora ndo tenham feito qualquer avaliacdo destas
variaveis durante a pesquisa (ESLAMPARAST et al., 2014;
MOROTI et al., 2012).

» Quanto aos fumantes:
> Prebidticos: O habito tabagico néo foi critério de exclusao
em nenhum ensaio.
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Simbidticos: O relato do nimero de fumantes estava presente

em dois ensaios (MALAGUARNERA et al, 2012,
ESLAMPARAST et al., 2014).

Quanto a avaliacdo da ingestdo dietética:

>

>

Prebidticos: Nenhum ensaio avaliou a ingestdo dietética

durante a intervencao.

Simbidticos:  Apenas dois ensaios com  simbidticos

(ESLAMPARAST et al., 2014; MOROTI et al., 2012)
avaliaram a ingestdo dietética durante a intervengao.

Quanto ao consumo de alcool:

>

Prebidticos: Nenhum ensaio coletou dados do consumo de

alcool durante a intervengdo, nem orientou os participantes
a evitar o consumo de bebidas alcodlicas.

Simbidticos: Nenhum ensaio coletou dados do consumo de

&lcool durante a intervengdo, mas em um ensaio 0S
pesquisadores orientaram os participantes a evitar o consumo de
bebidas alcodlicas (MALAGUARNERA et al., 2012) e em
outro ensaio o consumo de &lcool era critério de exclusdo
(ESLAMPARAST et al., 2014).

Quanto ao peso estavel antes da suplementacdo:

>

>

Prebidticos: Peso estavel trés meses antes da intervencao foi

relatado em apenas um ensaio (DE LUIS et al., 2013).

Simbidticos: Nenhum ensaio relatou se foi considerado peso

estavel antes da suplementacdo para inclusdao no estudo.

Quanto a adesdo a suplementacéo:

>

Prebidticos: Apenas um ensaio forneceu detalhes suficientes

para certificar a adesdo a suplementacdo, sem diferencas
significativas entre os grupos (DE LUIS et al., 2013).
Simbiéticos: Nenhum dos ensaios forneceu detalhes
suficientes para certificar a adesdo a suplementacdo, sem
diferencas significativas entre 0s grupos.

Quanto ao modelo de andlise realizado:

>

Prebidticos: Um ensaio realizou a analise por intencdo de tratar
(DE LUIS et al., 2013). Os demais ensaios realizaram a analise
alternativa (por protocolo).
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» Simbidticos: Um ensaio realizou a analise por intencéo de tratar
(ESLAMPARAST et al., 2014). Os demais ensaios realizaram a
analise alternativa (por protocolo).

De acordo com as caracteristicas expostas, 0s ensaios apresentam
heterogeneidade e fragilidades metodolégicas. Assim sendo, 0s
resultados serdo descritos por meio de uma analise estratificada por tipo
de desfecho encontrado nos ensaios e relacionados a presente proposta
(marcadores inflamatérios, indicadores bioquimicos e antropométricos
do estado nutricional).

a) Resultados em marcadores inflamatorios

» Prebidticos: Um ensaio avaliou a PCR (DE LUIS et al., 2013).
Nenhum dos ensaios avaliou citocinas séricas/plasmaticas.

» Simbidticos: Dois ensaios (ESLAMPARAST et al, 2014,
MALAGUARNERA et al, 2012) avaliaram marcadores
inflamatorios, sendo que ambos avaliaram a PCR e uma citocina
sérica (TNF-a). Nenhum deles avaliou outras citocinas proé-
inflamatdrias, assim como ndo avaliaram citocinas anti-
inflamatoérias. Os dois ensaios observaram reducdo significativa
nas concentragles séricas dos marcadores inflamatérios avaliados.
Ambos tem diferengas importantes, sendo elas a propria intervengéo
(simbidticos diferentes), o modelo de analise adotado (intencéo de
tratar com analise ajustada vs por protocolo sem analise ajustada) e
0 uso de medicagbes (uso de alguns farmacos era critério de
exclusdo vs uso de farmacos ndo era critério de exclusdo). Contudo,
os dois ensaios tinham caracteristicas em comum, tais como: tipo de
individuo (ambos os sexos com doenca hepatica gordurosa ndo
alcoodlica), sem reducdo significativa no IMC, ECR do tipo paralelo,
duplo cego, sem conflito de interesses, os valores de TNF-a no
inicio do estudo ndo eram significativamente diferentes entre os
grupos e o tempo de suplementacdo era similar (168 e 196 dias).
Embora os simbidticos utilizados ndo tenham sido os mesmos,
ambos utilizaram o FOS como fonte de prebiotico, assim como o
simbiotico da presente pesquisa.

A tabela 3 resume os resultados dos estudos com FOS e
simbidticos contendo FOS no que diz respeito aos marcadores
inflamatorios:
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Tabela 3 - Frequéncias absolutas e relativas de ensaios clinicos e dos
resultados obtidos, de acordo com o marcador inflamatorio avaliado.

Ensaios com prebidticos (n=3) Ensaios com simbi6ticos (n=3)
Resultado Resultado Total Resultado Resultado
Marcador  Total
significativo nulo n significativo nulo
n (%) b b
n(%)* n (%) (%) n(%)° n (%)
PCR 1 0 1 2 2 0
(33,3) (0) (33,3) (66,6) (66.,6) (0
TNF-a - - - 2 2 0
(66,6) (66,6) (0)

Abreviagdes: PCR — Proteina C-reativa; TNF-a — Fator de Necrose Tumoral
alfa.

®Reducido significativa comparado ao grupo controle apds a suplementagio
(p<0,05).

®Sem mudanca significativa comparado ao grupo controle apés a suplementagéo
(p=0,05).

b) Resultados em indicadores bioquimicos do estado nutricional

» Prebidticos: Os trés ensaios avaliaram indicadores bioquimicos do
estado nutricional (DE LUIS et al., 2013; GENTA et al., 2009; LUO
et al., 2000), incluindo -colesterol total, LDL-c, HDL-c,
triglicerideos, glicose de jejum e insulina de jejum. Apenas um
deles observou reducdo significativa do LDL-c, da glicemia de
jejum e da insulina de jejum (GENTA et al., 2009). Este estudo tem
importantes diferencas comparado aos outros dois estudos, tais
como  caracteristicas  clinicas  (sobrepeso/obesidade  com
comorbidades vs somente obesidade com outras comorbidades),
desenho do estudo (ECR do tipo paralelo vs ECR do tipo cross-
over) e 0 sexo dos participantes (feminino vs ambos 0s sexos). As
evidéncias sobre o efeito de prebidticos sobre o perfil lipidico,
glicose e insulina de jejum sdo limitadas e com caracteristicas
metodolégicas diferentes, suscitando a necessidade da realizacéo
de mais ensaios clinicos randomizados, controlados e
duplos/triplos cegos.

> Simbidticos: Os trés ensaios avaliaram indicadores bioquimicos do
estado nutricional (ESLAMPARAST et al., 2014;
MALAGUARNERA et al., 2012; MOROTI et al., 2012). Todos
avaliaram a glicose de jejum, dois avaliaram a insulina de jejum
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(ESLAMPARAST et al., 2014; MALAGUARNERA et al., 2012),
dois avaliaram o colesterol total, HDL-c e triglicerideos
(MALAGUARNERA et al., 2012; MOROTI et al., 2012) e apenas
um avaliou a LDL-c (MALAGUARNERA et al., 2012). Quanto ao
perfil lipidico, um ensaio (MALAGUARNERA et al., 2012)
observou redugdo significativa de algum pardmetro, neste caso, a
LDL-c. Quanto a glicose e insulina de jejum, apenas um ensaio
observou reducéo significativa destes parametros
(ESLAMPARAST et al., 2014). Os trés ensaios com simbioticos
apresentam importantes diferencas entre si no que diz respeito
a tempo, dose, tipo de simbidtico, sexo dos participantes,
comorbidades e tamanho amostral. Assim, mais ensaios clinicos
randomizados, controlados e duplos/triplos cegos sao
necessarios para possibilitar a compreensdo do efeito de
simbidticos sobre o perfil lipidico e 0s mecanismos associados.

A tabela 4 resume os resultados dos estudos com FOS e

simbidticos contendo FOS no que diz respeito aos indicadores
bioquimicos do estado nutricional:
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Tabela 4 - Frequéncias absolutas e relativas de ensaios clinicos e dos
resultados obtidos, de acordo com o indicador bioquimico avaliado.

Ensaios com prebidticos (n=3) Ensaios com simbi6ticos (n=3)
Indicador  Total Resultado Resulta- Total Resultado Resulta-
significativo  do nulo significativo do nulo
n (%) n (%)
n (%)* n (%)° n (%)? n (%)°
CT 3 0 3 2 0 2
(100) 0) (100) (66,6) 0) (66,6)
LDL-c 3 1 2 1 1 0
(100) (33,3) (66,6) (33,3) (33,3) 0)
HDL-c 3 0 3 2 0 2
(100) 0) (100) (66,6) 0) (66,6)
TG 3 0 3 2 0 2
(100) 0) (100) (66,6) 0) (66,6)
Glicose de 3 1 2 3 1 2
jejum (100) (33,3) (66,6) (100) (33,3) (66,6)
Insulina de 3 1 2 2 1 1
jejum (100) (33,3) (66,6) (66,6) (33,3) (33,3)

Abreviagdes: CT — Colesterol total; LDL — Lipoproteina de baixa densidade;
HDL — Lipoproteina de alta densidade; TG — Triglicerideos.

*Reducio significativa comparado ao grupo controle apds a suplementagio
(p<0,05).

®Sem mudanca significativa comparado ao grupo controle apés a suplementacéo
(p>0,05).

c) Resultados em indicadores antropométricos do estado
nutricional

» Prebidticos: Os trés ensaios avaliaram indicadores antropométricos
(DE LUIS et al., 2013; GENTA et al., 2009; LUO et al., 2000).
Todos avaliaram o IMC, dois avaliaram o peso corporal (DE LUIS
et al., 2013; GENTA et al., 2009), um avaliou a relagdo cintura-
quadril (DE LUIS et al., 2013) e um avaliou a circunferéncia da
cintura (GENTA et al., 2009). Nenhum ensaio observou diferencas
significativas entre 0s grupos antes e apés a suplementacao.

> Simbidticos: Dois ensaios avaliaram indicadores antropométricos
(ESLAMPARAST et al., 2014; MALAGUARNERA et al., 2012).
Os dois avaliaram o IMC e um deles (ESLAMPARAST et al.,
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2014) a relagdo cintura-quadril. Nenhum ensaio observou diferengas
significativas entre os grupos antes e ap0s a suplementacao.

E importante destacar que a amostra destes estudos foi
composta por individuos com sobrepeso ou obesidade ou apenas
obesidade em graus inferiores (I e Il), portanto, ndo se sabe se 0
mesmo efeito seria observado em uma amostra composta apenas
por individuos exclusivamente com obesidade mérbida.

O autor da presente proposta realizou um ECR triplo cego com
individuos submetidos a cirurgia bariatrica (FERNANDES et al., 2016)
e observou reducdo significativa do peso corporal do grupo
suplementado com FOS comparado ao grupo controle, sendo essa
diferenca calculada pela subtracdo do peso final pelo inicial. Apesar dos
participantes terem sido submetidos a uma cirurgia, todos tinham
obesidade morbida e utilizaram a mesma intervencao que sera utilizada
na presente pesquisa (FOS) em uma dosagem menor (6 g/dia) e com um
tempo de suplementagdo menor (15 dias), assim, espera-se que haja
efeito significativo de redugdo de pardmetros antropométricos. No
estudo supracitado a dosagem e o tempo de suplementagdo foram
menores devido ao risco potencial de formacdo de gases e,
possivelmente, de deiscéncia de sutura apds a cirurgia.

A tabela 5 resume os resultados dos estudos com FOS e
simbiodticos contendo FOS no que diz respeito aos indicadores
antropométricos do estado nutricional;
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Tabela 5 - Frequéncias absolutas e relativas de ensaios clinicos e dos
resultados obtidos, de acordo com o indicador bioquimico avaliado.

Ensaios com prebidticos (n=3) Ensaios com simbi6ticos (n=3)
. Resultado Resulta- Resultado Resulta-
Indicador  Total o Total o
significativo do nulo significativo do nulo
n (%) b n (%) b
n (%)>? n (%) n (%)? n (%)
CT 3 0 3 2 0 2
(100) ) (100) (66,6) ©) (66,6)
LDL-c 3 1 2 1 1 0
(100) (333) (66,6) (33,3) (333) (0
HDL-c 3 0 3 2 0 2
(100) (0) (100) (66,6) () (66,6)
TG 3 0 3 2 0 2
(100) (0) (100) (66,6) () (66,6)

Abreviagdes: IMC — Indice de Massa Corporal; RCQ — Relagdo Cintura-
Quadril; CC — Circunferéncia da cintura. “Reducéo significativa comparado ao
grupo controle apés a suplementacdo (p<0,05). "Sem mudanca significativa
comparado ao grupo controle apds a suplementacdo (p=>0,05).
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3 JUSTIFICATIVA, ORIGINALIDADE, RELEVANCIA E
CONTRIBUICOES CIENTIFICA E PARA A PRATICA CLINICA

A JUSTIFICATIVA deste estudo esta baseada:

Nas evidéncias pouco consistentes sobre o impacto do FOS
e de simbidticos contendo FOS em humanos com obesidade
devido a fragilidades metodoldgicas e outras importantes
diferencas entre os estudos disponiveis na literatura, tais
como: desenho do estudo, tipo de amostra, dose, tempo de
suplementacdo, presenca de comorbidades, medicamentos
em uso, exposicdo a diferentes fatores de risco ambientais,
adesdo a suplementacdo e modelo de analise, considerando
os potenciais efeitos benéficos destes produtos alimentares
na resposta inflamatéria e indicadores do estado nutricional
em individuos com obesidade.

A ORIGINALIDADE encontra-se descrita nos itens a seguir:

A auséncia de estudos que investigaram o efeito de
prebidticos e simbidticos exclusivamente em individuos
com obesidade morbida (IMC > 40 kg/m?);
Reduzido numero de estudos que coletaram dados
referentes a potenciais fatores de confundimento ou
modificadores de efeitos, tais como 1) Presenca de
comorbidades; 2) Medicamentos em uso; 3) Consumo de
alcool; 4) Habito tabagico; 5) Peso estavel antes da
suplementacdo; e 6) Adesdo a suplementacéo,
caracterizando a fragilidade no rigor cientifico-
metodoldgico de parte dos estudos incluidos na busca;
Quanto a dose:
«» Prebidticos: Nao foram encontrados estudos que
investigaram doses de FOS acima de 10 g/dia.
%+ Simbidticos: Ndo foram encontrados estudos que
investigaram o efeito de simbidticos contendo: 1)
Dose de FOS acima de 2,5 g/dia; e 2) Multiplas
espécies de probiéticos com dose acima de 4x10°
UFC/dia.
Quanto aos desfechos:
<+ Prebidticos: Ndo foram encontrados estudos que
investigaram o efeito de FOS em citocinas
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séricas/plasmaticas, considerando o potencial anti-
inflamatorio do FOS.

+» Simbidticos: Reduzido nimero de estudos que
investigaram o efeito de FOS em citocinas
séricas/plasmaticas, sendo que ndo foram
encontrados estudos que investigaram citocinas
anti-inflamatorias.

A RELEVANCIA desta proposta reside nas lacunas do
conhecimento tedrico sobre o efeito de prebioticos e simbidticos em um
quadro de obesidade morbida, considerando o potencial anti-
inflamatorio e de melhora de indicadores do estado nutricional destes
produtos alimentares.

Quanto a CONTRIBUICAO CIENTIFICA, esta baseada nas
informagdes inéditas provenientes dos resultados desta pesquisa sobre
desfechos ainda ndo investigados em seres humanos com obesidade
mérbida, contribuindo para o preenchimento, ainda que parcial, de uma
lacuna cientifica nesta &rea do conhecimento. No que diz respeito a
qualidade da evidéncia, o desenho do estudo (ensaio clinico
randomizado, controlado e triplo cego) e o rigor metodolégico que foi
adotado permitirdo obter resultados fidedignos.

Com isso, a CONTRIBUICAO PARA A PRATICA CLINICA
esta pautada no fornecimento de evidéncias para a tomada de decisdes
clinicas nutricionais quanto ao uso de FOS e simbidtico contendo como
adjuvantes nao farmacoldgicos no tratamento da obesidade maérbida.
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4 OBJETIVOS
4.1 GERAL

Auvaliar o efeito da suplementacdo de prebidtico ou simbidtico em
marcadores inflamatérios (proteina de fase aguda e citocinas
inflamatorias) e indicadores bioguimicos e antropométricos do estado
nutricional em individuos com obesidade morbida.

4.2 ESPECIFICOS

v Elaborar revisdo sistematica da literatura, a fim de encontrar e
reunir as evidéncias existentes sobre o efeito de prebidticos e
simbidticos em marcadores inflamatorios em individuos com
sobrepeso ou obesidade;

v Avaliar o comportamento de marcadores inflamatérios (Proteina C-
reativa, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF-0) antes € apés a
suplementagao com prebidtico ou simbiético;

v'Avaliar o comportamento de indicadores bioquimicos do estado
nutricional (Colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol,
triglicerideos, glicemia de jejum, insulina de jejum, hemoglobina
glicada e HOMA-IR) antes e apds a suplementagdo com prebiotico
ou simbiético;

v Avaliar indicadores antropométricos do estado nutricional (peso
corporal, indice de massa corporal e circunferéncia da cintura) antes
e ap6s a suplementacdo com prebidtico ou simbidtico;
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HIPOTESES

HipGteses primarias a serem confirmadas ou refutadas:

Revisdo sistematica da literatura: as evidéncias dos estudos
cientificos indicardo que a suplementagdo de prebidticos ou
simbiodticos reduz as concentragcdes plasméaticas de marcadores
inflamatorios (citocinas, proteina C-reativa e lipopolissacarideo) em
individuos com sobrepeso ou obesidade.

Ensaio clinico: A suplementagdo com prebidtico ou simbidtico
reduzird as concentragdes plasmaticas da proteina C-reativa, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12p70 e TNF-0, enquanto aumentara as
concentracGes plasmaticas de IL-10.

Hipdteses secundarias a serem confirmadas ou refutadas:

Ensaio clinico: A suplementacdo com prebidtico ou simbiético pode
contribuir para a reducdo das concentracdes séricas de colesterol
total, LDL-colesterol, triglicerideos, glicose de jejum e insulina de
jejum, as concentragdes sanguineas de hemoglobina glicada e o
indice HOMA-IR, enquanto pode contribuir para 0 aumento das
concentracGes de HDL-colesterol.

Ensaio clinico: A suplementacdo com prebi6tico ou simbiético pode
contribuir para a reducdo do peso corporal, do indice de massa
corporal e da circunferéncia da cintura.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 METODO DA REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

A revisdo sistematica da literatura teve como objetivo reunir os
achados de ensaios clinicos randomizados e controlados quanto aos
efeitos da suplementacdo de prebidticos ou simbidticos em marcadores
inflamatorios em individuos com sobrepeso ou obesidade. Como ja
mencionado, sdo escassos 0s estudos que avaliaram individuos somente
com obesidade. Por este motivo, optou-se por incluir também ensaios
clinicos em individuos com sobrepeso.

Para a elaboragéo desta revisdo, foram seguidas as orientac@es da
declaracdo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analysis) (LIBERATI et al., 2009) e do Handbook para
revisdes sistematicas de estudos de intervencdo, elaborado pelo grupo
Cochrane (HIGGINS; GREEN, 2011).

A sequéncia de etapas executadas na revisdo sistematica estd
descrita no fluxograma da figura 9. Estas etapas foram delineadas para
responder a perguntas de pesquisa utilizando a estratégia PICO:

P — paciente: individuos com sobrepeso ou obesidade (IMC >
25,0 kg/m?);

| — intervencdo: prebidticos ou simbioticos;

C — comparador: grupo controle recebendo placebo ou néo;

O - desfechos: marcadores inflamatorios (citocinas, proteinas de
fase aguda e LPS).

Apds a definicdo das perguntas de pesquisa, foram definidos os
unitermos (termos de busca/descritores) com base em palavras-chave de
estudos conhecidos, nos Medical Subject Headings (MeSH terms), e em
termos comuns da tematica, considerando todas as possiveis variagGes
de escrita. Também foram definidas as estratégias de busca,
considerando o uso de operadores booleanos (OR e AND), aspas (“”),
simbolos de truncamento ($/*) e parénteses, adaptando a estratégia de
acordo com as particularidades de cada base de dados pesquisada.

Os critérios de inclusdo foram: ensaios clinicos randomizados e
controlados; uso de prebioticos ou simbidticos em seres humanos com
sobrepeso ou obesidade (IMC > 25,0 kg/m?); amostra composta por
adultos entre 18 a 65 anos; avaliacdo de pelo menos um desfecho de
interesse; idioma de publicagdo em inglés, portugués, espanhol ou
francés. Também foram definidos os critérios de exclusdo: artigos
publicados em outra lingua que ndo as mencionadas anteriormente;
resumos, anais de eventos e literatura cinzenta.



86

Figura 9: Fluxograma dos passos executados na elaboracdo da revisdo
sistematica.

‘ Definigdo da pergunta a ser respondida ‘

v

‘ Definigdo dos termos de busca / unitermos / descritores ‘

v

‘ Definicdo dos critérios de inclusdo e exclusdo ‘

v

‘ Realizacdo da busca sistematica nas bases de dados e outras fontes ‘

v

‘ Selegao dos estudos de acordo com os critérios de inclusédo e exclusdo l

v

‘ Avaliacdo do risco de viés dos estudos selecionados (elegiveis) ‘

v

‘ Extragao dos dados qualitativos e quantitativos de interesse ‘

v

‘ Anélise dos dados (qualitativa) ‘

v

‘ Apresentacdo dos resultados ‘

PLANEJAMENTO

EXECUCAO DA REVISAO

Fonte: adaptado de Liberati et al. (2009) e Higgins & Green (2011).

A busca por estudos potencialmente elegiveis foi realizada em
quatro bases de dados (PubMed, Scopus, Web of Science e CENTRAL
[The Cochrane Central Register of Controlled Trials)], nas referéncias
de estudos clinicos e de revisBes relevantes sobre o tema. As listas de
referéncias resultantes em cada base de dados foram transferidas para
um software gerenciador de referéncias, a fim de subsidiar as etapas
seguintes de identificacdo e exclusdo de estudos repetidos, além de
facilitar o processo de selecdo dos estudos.

A triagem dos estudos foi realizada pela leitura dos titulos, sendo
eliminados aqueles discrepantes dos objetivos da revisdo. Os estudos
cujos titulos forneceram aparente elegibilidade, tiveram resumo e texto
completos analisados para confirmacdo do preenchimento dos critérios
de inclusdo. Aqueles elegiveis tiveram os seguintes dados extraidos por
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dois revisores independentes (incluindo o autor desta tese de doutorado):
autor e ano, pais de realizagdo, desenho do estudo, caracteristicas dos
participantes (sexo, idade, IMC, medicamentos de uso continuo,
comorbidades), tamanho amostral, composi¢cdo, dose e tempo de
suplementacdo dos prebidticos ou simbioticos, dados relativos ao
cegamento e a randomizagdo, avaliacdo da ingestdo dietética e da
microbiota intestinal, proporcéo de perdas no seguimento em cada brago
do estudo, dados sobre o estilo de vida e atividade fisica, dados sobre
consumo de alcool e habito tabagico, peso estavel antes da
suplementacdo, adeséo a suplementacdo, efeitos adversos, estratégia de
andlise estatistica (por protocolo ou inten¢do de tratar) e desfechos de
interesse (valores antes e apds a suplementagdo). Ao mesmo tempo que
foi feita a leitura dos artigos para a extracdo dos dados mencionados,
também foi realizada a avaliagdo do risco de viés dos estudos pelos
revisores, de maneira independente. Esta etapa foi realizada com o uso
da ferramenta da Cochrane (HIGGINS; GREEN, 2011). A avaliacdo da
qualidade do relato também foi realizada utilizando o checklist do
CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) (SCHULZ,
ALTMAN, MOHER, 2010). Todos os dados foram registrados em
planilhas para comparagdo entre os revisores ao final das etapas. Em
qualquer divergéncia de opinido, os artigos foram consultados
novamente por ambos 0s revisores até se chegar a um consenso. Dados
necessarios e nao disponiveis nos artigos foram solicitados por e-mail ao
autor correspondente informado na publicacgéo.

E importante destacar que a realizacio destas etapas por dois
revisores independentes é essencial para evitar possiveis erros de
identificacdo/interpretacdo das informacfes ou, até mesmo, erros na
digitacdo dos dados extraidos.

Na sequéncia, foram realizadas analises inferenciais (apenas
considerando os resultados encontrados em cada estudo), sem realizacéo
de meta-andlise. Embora planejado, ndo foi realizada meta-analise
devido a importantes diferencas metodoldgicas entre os estudos
incluidos: diferentes tipos de prebidticos e simbidticos utilizados,
diferentes metodologias laboratoriais para mensurar os desfechos,
heterogeneidade clinica  substancial  (diferentes comorbidades,
medicamentos utilizados, falta de avaliacdo da atividade fisica,
informacgdes limitadas sobre uso de alcool e tabaco, veiculo de
suplementacdo (pd, capsulas, acrescentado em bebidas ou alimentos),
diferentes desenhos de estudos (paralelo vs cross-over), estratégias de
analise (por protocolo vs intencdo de tratar) e baixa qualidade do relato
na maioria dos estudos, dificultando a avaliacdo adequada do risco de
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viés. Realizar uma meta-analise nesta situacdo poderia gerar resultados
falsos positivos ou falsos negativos.

A revisdo sistematica j& foi publicada e esta disponivel na se¢do
de resultados (subsecdo 7.1).

6.2 METODO DO ENSAIO CLINICO
6.2.1 Delineamento do estudo

Ensaio clinico randomizado®, placebo-controlado e triplo cego,
com trés bragos paralelos, registrado na Plataforma ClinicalTrials.gov
sob identificacdo NCT02660333.

O presente projeto foi planejado utilizando duas ferramentas
recomendadas por revistas e sociedades cientificas para avaliacdo de
ensaios clinicos randomizados e controlados, tais como a lista de
checagem do CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials)
(SCHULZ, ALTMAN, MOHER, 2010) e a ferramenta da Cochrane para
avaliacdo do risco de viés (HIGGINS et al., 2011).

A ferramenta do CONSORT consiste em uma lista de checagem
composta de 37 itens e subitens que formam um conjunto minimo de
recomendacfes para relatar apropriadamente o desenho, analise e
resultados de ensaios clinicos randomizados e controlados. J& a
ferramenta da Colaboracdo Cochrane analisa o risco de ocorréncia de
seis dominios de viés: viés de selecdo, viés de performance, viés de
deteccdo, viés de atrito, viés de relato e outros vieses. O julgamento é
subjetivo (alto risco de viés, baixo risco de viés e risco de viés incerto) e
cada desfecho deve ser julgado separadamente.

6.2.2 Participantes do estudo

A amostra do estudo foi atingida por saturacdo temporal com
inicio da coleta em janeiro de 2016 e término da coleta em fevereiro de
2018, sendo constituida por individuos adultos com obesidade mérbida
(IMC > 40 kg/m?) assistidos pelo Hospital Universitario Polydoro
Ernani de Sdo Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina no
ambulatdrio de Obesidade e Cirurgia Bariatrica, de responsabilidade da
equipe de Endocrinologia e Metabologia.

Os critérios de inclusdo foram: individuos adultos (18-60 anos) de
ambos os sexos com indice de massa corporal (IMC) > 40kg/m®. Os
critérios de exclusdo foram: individuos com doencas gastrointestinais
prévias (ex: cancer e doencas inflamatorias intestinais); intolerancias
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e/ou alergias alimentares (ex: intolerancia & lactose e doenca celiaca);
uso de alcool e/ou de drogas ilicitas; uso de farmacos anti-inflamatérios
e/ou antibiéticos e/fou imunossupressores até trés meses antes; usoO
regular de laxativos, analgésicos e inibidores de apetite; uso atual ou
prévio (até um més) de prebioticos, probidticos, simbidticos ou produtos
enriquecidos com estes ingredientes; apresentar intolerancia a
prebidticos e/ou probioticos e/ou simbidticos; seguimento de uma dieta
para perda de peso nos ultimos trés meses; gravidas ou lactantes;
seguimento atual de dietas ndo usuais (ex: vegetariana, macrobiotica,
paleolitico) e fumantes. A elegibilidade foi confirmada mediante analise
do prontuério do individuo na instituigdo e por questionamentos feitos
ao paciente.

Foram incluidos nos critérios de exclusdo aqueles que seguiam
dietas ndo usuais, que apresentava intolerancias e/ou alergia alimentar
ou que fazia uso de farmacos que podiam alterar diretamente a
microbiota, o sistema imunoldgico e o apetite, uma vez que sdo fatores
confundidores ou modificadores de efeito neste tipo de intervencéo.

Como critérios de descontinuagdo, os participantes que ficaram
por dois dias consecutivos ou mais sem consumir o suplemento. O ponto
de corte de dois dias foi baseado em uma pesquisa com seres humanos
gue mostrou uma mudanca estrutural significativa da comunidade
microbiana ap6s dois dias de uma intervencédo dietética (DAVID et al.,
2014). Estas alteracbes foram caracterizadas por mudancas na
abundancia relativa de grupos taxon6micos bacterianos, na atividade
microbiana e na expressdo génica microbiana de varios médulos e vias
metabdlicas. Estes fatores acarretaram em padrfes diferenciados de
motilidade gastrointestinal, mudancas nos tipos de AGCC produzidos,
mudancas na concentracdo de cetonas na urina, no peso das fezes e na
expressdo microbiana de genes envolvidos no metabolismo da glicose e
de aminoécidos.

Todos os participantes receberam esclarecimento padronizado
sobre o tratamento nutricional para perda de peso, visando respeitar
critérios éticos quanto a participacdo no estudo sem impossibilitar
acesso ao tratamento nutricional (ANEXO A). Ainda, foi orientado aos
individuos que durante o periodo de suplementagdo evitassem: praticar
atividade fisica intensa; consumir bebida alcodlica e alimentos
enriquecidos com prebidticos, probidticos ou simbi6ticos (APENDICE
A).

Os pesquisadores e colaboradores realizaram a triagem dos
individuos que estavam em sua primeira consulta no ambulatério de
Obesidade e Cirurgia Bariatrica. Para os individuos aptos, foi
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apresentada a proposta de pesquisa e efetuado o convite de participacao.
A assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
ocorreu neste mesmo momento, apds leitura em conjunto (APENDICE
B).

6.2.3 Momentos do estudo

O estudo constou de dois momentos experimentais: My (basal) -
momento da primeira consulta ambulatorial e inicio da suplementacéo
com prebidtico, simbidtico ou placebo; M; (final) — momento apés 30
dias do inicio da suplementagdo com prebidtico, simbiético ou placebo.

A identificacdo dos individuos potencialmente elegiveis foi
realizada pelos pesquisadores ap6s a primeira consulta no ambulatério
de Obesidade e Cirurgia Baridtrica do HU/UFSC. Em caso de
cumprimento dos critérios estabelecidos, foi apresentado o estudo e
realizado o convite para participagdo. Aqueles que aceitaram participar
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ap6s
a sua leitura (realizada pelo pesquisador) e explicacdo das ddvidas que
poderiam surgir. Na sequéncia, os individuos foram randomizados para
um dos trés grupos de estudo: Grupo prebiotico (GP), Grupo simbidtico
(GS) ou Grupo controle (GC). Neste momento, os individuos receberam
a caixa contendo os sachés referentes ao grupo para o qual fora alocado,
assim como as orientac@es de consumo.

Ainda no momento basal, os individuos foram submetidos as
avaliacGes iniciais pretendidas (dados de caracterizagdo, coleta de
sangue para avaliacdo de indicadores bioquimicos e antropométricos do
estado nutricional, coleta de dados clinicos e da ingestdo dietética)
(APENDICES C a E). A ingest&o dos suplementos foi continuada pelos
30 dias seguintes, caracterizando o momento final, em que foram
realizadas as mesmas avaliagdes do momento basal, com excecdo dos
dados de caracterizacéo.

Os pesquisadores mantiveram contato presencial com 0s
individuos em analise (quando eles se dirigiam ao HU/UFSC) ou via
ligacdo telefébnica uma vez por semana, visando o registro da adeséo ao
tratamento e a identificacdo de possiveis efeitos adversos associados ao
uso dos suplementos.

6.2.4 Randomizacao, ocultamento da alocacdo e mascaramento

Os participantes foram distribuidos aleatoriamente a um dos
grupos de tratamento por meio de uma lista de randomizacdo gerada
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pelo software estatistico Stata® v.13.1 para Windows (StataCorp, Texas,
EUA), consistindo em blocos permutados de forma aleatoria com trés
pacientes cada (1:1:1). Apos, 0s grupos de tratamento foram substituidos
por codigos numéricos aleatorios com trés digitos, gerados por meio de
uma tabela de nimeros aleatorios, para que houvesse o ocultamento da
alocacdo. Esta etapa foi realizada por um pesquisador ndo envolvido
com a pesquisa. Os pesquisadores gque recrutaram e acompanharam os
participantes apenas tiveram acesso a lista contendo os blocos e 0s
cddigos numéricos de randomizagdo, ndo havendo como prever qual
grupo o individuo seria alocado.

Os participantes do estudo e os pesquisadores foram mascarados
em relagdo ao consumo e a distribuicdo da suplementacéo,
respectivamente. Os suplementos e o placebo foram pré-embalados em
sachés opacos e fechados pelo fornecedor com os codigos de
randomizacgdo, sendo idénticos em aparéncia fisica, sabor e cor. Os
cddigos de identificacdo dos suplementos s6 foram revelados pela
empresa fornecedora ap6s a andlise estatistica dos dados do estudo,
caracterizando o estudo como triplo cego.

6.2.5 Caracterizagdo dos suplementos nutricionais

Os suplementos prebidtico (FiberFOS® - Invictus FarmaNutrigo,
Grupo FQM, Rio de Janeiro, Brasil) e simbiético (Simbioflora®-
Invictus FarmaNutricdo, Grupo FQM, Rio de Janeiro, Brasil),
apresentam as seguintes composicdes e informagdes nutricionais:

Quadro 3 - Informac&o da composicao (FiberFOS®).

FiberFOS® - 2 sachés

Composicao Quantidade

Fruto-oligossacarideos 11 gramas

Registro no Ministério da Saude: 6.6637.0006.
Fonte: Invictus, 2018a.




92

Quadro 4 - InformagBes nutricionais do prebidtico (FiberFOS®).

Porcdo de 12 g de FiberFOS® - 2 sachés

Quantidade por por¢édo VD*
Valor Energético 19 kcal ou 40 kJ 1%
Carboidratos 0,69 0,2%
Proteinas 0g 0%
Gorduras Totais 0g 0%
Gorduras Saturadas 0g 0%
Gorduras Trans 0g 0%
Fl_bra Allm?ntar (Fruto- 11g 44%
oligossacarideos)
Sédio 0 mg 0%

*0% Valores Diarios com base em uma dieta de 2000 kcal ou 8400 kJ.
Seus valores diarios podem ser maiores ou menores dependendo de suas

necessidades energéticas. **VD ndo estabelecida.

Registro no Ministério da Saude: 6.6637.0006.

Fonte: Invictus, 2018a.

Quadro 5 - Informacdo da composicao (Simbioflora®).

Simbioflora® - 2 sachés

Composigdo Quantidade
Lactobacillus paracasei LPC-37 2x10° UFC
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 2x10° UFC
Lactobacillus acidophilus NCFM 2x10° UFC

Bifidobacterium lactis HN019 2x10° UFC
Fruto-oligossacarideos (FOS) 11 gramas

Registro no Ministério da Saude: 6.6637.0001.

Fonte: Invictus, 2018b.
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Quadro 6 - Informag6es nutricionais do simbidtico (Simbioflora®).

Porco de 12 g de FiberFOS® - 2 sachés

Quantidade por por¢do VD*
Valor Energético 19 kcal ou 40 kJ 1%
Carboidratos 0,69 0,2%
Proteinas 0g 0%
Gorduras Totais 0g 0%
Gorduras Saturadas 0g 0%
Gorduras Trans 0g 0%
Fl_bra Allmgntar (Fruto- 11g 44%
oligossacarideos)
Sadio 0 mg 0%

*0% Valores Diarios com base em uma dieta de 2000 kcal ou 8400 kJ.
Seus valores diarios podem ser maiores ou menores dependendo de suas
necessidades energéticas. **VD ndo estabelecida.

Registro no Ministério da Salde: 6.6637.0006.
Fonte: Invictus, 2018b.

O placebo utilizado foi a maltodextrina, na mesma gquantidade
dos suplementos supracitados (11 gramas/dia).

A dose utilizada foi baseada em estudos presentes na revisdo
sistematica conduzida pelo nosso grupo de pesquisa (FERNANDES et
al., 2017) que mostrou reducdo estatisticamente significativa de
parametros inflamatérios com uso de frutanos do tipo inulina com
10 g/dia.

Os individuos foram orientados a consumir dois sachés por dia
durante 30 dias em momentos distintos: um saché em jejum e um saché
no intervalo das refei¢fes. A forma de consumo orientada era a diluicdo
de cada saché em 100 mL de agua em temperatura ambiente até
completa diluicdo (APENDICE F).

Os participantes foram orientados a registrar e informar aos
pesquisadores todo e qualquer evento que poderia ser considerado um
efeito adverso da suplementacdo. Para tanto, contatos de correio
eletronico e de telefone dos pesquisadores foram disponibilizados aos
participantes para comunicarem qualquer intercorréncia associada a
suplementacéo.

Conforme uma revisdo sistematica da literatura com meta-analise
(BESERRA et al., 2015) realizada pelo nosso grupo de pesquisa sobre
os efeitos de prebidticos e simbidticos em parametros metabolicos em
individuos com sobrepeso e obesidade, e em outra revisao sistematica da
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literatura ja4 publicada também pelo nossos grupo de pesquisa
(FERNANDES et al., 2017) quanto aos efeitos de prebidticos e
simbidticos em marcadores inflamatdrios em individuos com sobrepeso
e obesidade, ndo houve desisténcia dos participantes nos estudos que
relataram a ocorréncia de reagdes adversas, independente da dose (1,08
a 21 g/dia) ou tempo de suplementacdo (28 a 198 dias). Além disso, as
reacOes relatadas eram de baixa intensidade e apenas nos primeiros dias
de suplementacdo, indicando que em alguns individuos pode haver um
periodo de adaptacdo. As reacdes adversas ocorridas nos estudos foram:
flatuléncia, diarreia, constipagdo, inchago e dor abdominal.

Os suplementos utilizados nesse estudo foram doados pela
empresa Invictus Farmanutricdo®, sem nenhum conflito de interesse
com os pesquisadores. Estes suplementos estdo registrados na Agéncia
Nacional da Vigilancia Sanitdria na categoria de alimentos com
alegacdo de propriedades funcionais e/ou de salide (BRASIL, 2012,
2013b).

6.2.6  Instrumentos e técnicas de coleta de dados
6.2.6.1 Caracterizacdo dos individuos

Os individuos participantes do estudo foram caracterizados
quanto a:

a) Dados pessoais: nome completo, sexo, data de nascimento,
procedéncia, endereco residencial, telefone e nimero do
Prontuario;

b) Dados clinicos: Comorbidades associadas, farmacos utilizados,
alteracdes gastrointestinais prévias, consisténcia e formato das
fezes, uso de suplementos vitaminicos e minerais, pratica de
atividade fisica e dados sobre o periodo menstrual.

c) Dados bioquimicos: Valores iniciais do peso corporal, IMC e
CcC.

Estas informacBes foram coletadas diretamente com o paciente
e/ou no prontuario do paciente no HU/UFSC.

6.2.6.2 Coleta e preparo do material bioldgico

Aproximadamente 15 mL de sangue foram coletados em cada
momento do estudo por técnico de laboratério capacitado de acordo com
técnica padronizada (WHO, 2010) na regido cubital do antebraco,
utilizando tubos contendo heparina sédica (sistema Vacutainer® BD
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Biosciences - Abingdon, UK), EDTA (sistema Vacutainer® BD
Biosciences - Abingdon, UK) ou gel separador (sistema Vacutainer® BD
Biosciences - Abingdon, UK), em jejum prévio de 8 a 10 horas.

O tubo de sangue com heparina foi acondicionado em caixa
térmica e transportado até o Laboratorio de Investigacdo em Doengas
Cronicas do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSC para
preparagdo e armazenamento do plasma. As amostras foram
centrifugadas no proprio tubo de coleta a 2500 rpm por sete minutos em
temperatura ambiente para separacdo do plasma. Aliquotas de 500 pL
foram transferidas para quatro criotubos com capacidade de 2 mL cada,
devidamente identificados e armazenados a -80°C. Durante e ao final do
estudo foram realizadas a determinagdo de citocinas plasmaticas no
Laboratério de Pesquisa em Imunologia do Departamento de Analises
Clinicas da UFSC. Importante destacar que as analises de citocinas
foram feitas dentro de um ano apds o armazenamento em freezer a
-80°C, evitando possiveis perdas de analito por longo periodo de
armazenamento.

O tubo de sangue com gel separador foi avaliado no laboratério
de Analises Clinicas do HU/UFSC. O sangue foi deixado em repouso
por 10 minutos até completa coagulacdo. Em seguida, foi centrifugado
por um periodo de cinco minutos a 2500 rpm para a separacdo do soro.

O tubo de sangue com EDTA para determinagdo de hemoglobina
glicada no sangue total foi avaliado no laboratério de andlises clinicas
do HU/UFSC.

6.2.6.3 Determinacdo de marcadores inflamatérios e de indicadores
bioquimicos do estado nutricional

a) PCR: foi determinado pelo método de turbidimetria por
procedimento automatizado (Dimension RxL Max® integrated
chemistry system, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen,
Alemanha) utilizando reagentes especificos.

b) Citocinas: IL-1p, IL-6, 1L-8, 1L-10, IL-12p70 e TNF foram
determinadas por citometria de fluxo (BD Biosciences
FACSVerse flow cytometer® - BD Biosciences, San Diego,
CA, EUA) utilizando o kit comercial Cytometric Bead Array -
Human Inflammatory Cytokine Kit® (BD Biosciences, San
Diego, CA, EUA) e seguindo as instrucbes do fabricante.
Foram expressas em pg/mL.

c) Insulina de jejum: foi determinada pelo ensaio imunométrico
por quimioluminescéncia (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.,
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Newark, DE, USA) utilizando reagentes especificos. As
concentracBes foram expressas em pUIl/mL.

d) Glicemia de jejum: foi determinada pelo método enzimatico, de
acordo com as instrugdes do fabricante (Dimension RxL Max®
- Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Newark, DE, U.S.A)).
As concentragdes foram expressas em mg/dL.

e) Hemoglobina glicada: foi determinada pelo método de
cromatografia de troca idnica, certificado pela National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP), utilizando
0 equipamento D-10 Hemoglobin A1C da BIO-RAD® (Bio-
Rad Laboratories, Berkeley, CA, USA), por meio de reagentes
especificos. As concentragdes foram  expressas em
porcentagem.

f) Colesterol  total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e
triglicerideos: foram determinados pelo método enzimatico
colorimétrico de acordo com as instrucbes 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) (FRIEDEWALD; LEVY;
FREDRICKSON, 1972). As concentragcfes foram expressas em
mg/dL para todas as variaveis.

g) Indice HOMA-IR: foi determinado por meio da seguinte
formula: insulina de jejum (UUI/mL) x glicemia de jejum
(mmol/L)/22,5. Para converter a glicemia de jejum para
mmol/L, foi multiplicado o valor obtido em mg/dL por 0,0555.

6.2.6.4 Indicadores antropométricos do estado nutricional

Para a avaliacdo do estado nutricional foram realizadas aferi¢des
antropométricas de peso e estatura por pesquisadores capacitados,
seguindo técnicas propostas pela WHO (1995) e de circunferéncia da
cintura, seguindo técnicas também propostas pela WHO (2008).

O peso atual foi aferido em balanga de plataforma calibrada com
capacidade méaxima de 150 kg e escala de 100 g, da marca Toledo®
(Toledo do Brasil®, Séo Bernardo do Campo, SP, Brasil). Para aqueles
com mais de 150 kg, foi utilizada uma balanca eletrénica calibrada
(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 (WHO, 1995).
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A estatura foi medida por estadiébmetro acoplado a plataforma
com capacidade de 2 m e precisdo de 0,5 cm. A estatura dos
participantes foi aferida com o individuo descalgo ou com meias finas e
usando poucas roupas de modo que o posicionamento do corpo pudesse
ser visto. Os individuos participantes ficaram sobre uma superficie
plana, com o peso distribuido uniformemente em ambos os pés, em
posicdo ereta, bracos pendentes ao lado do corpo, colocando as
superficies posteriores dos calcanhares, as nadegas e a regido occipital
em contato com a escala de medida. A posi¢do da cabeca foi orientada
de modo que a linha de viséo estivesse perpendicular ao corpo e paralela
ao solo. Os individuos foram orientados a inspirar profundamente e
manter-se numa posicdo totalmente ereta. A referéncia para a
mensuragdo foi o ponto mais alto da cabega com presséo suficiente para
comprimir o cabelo (WHO, 1995).

A classificacdo do estado nutricional foi realizada pelo IMC
utilizando-se os pontos de corte definidos pela WHO (2000), conforme
descrito no Quadro 7. O IMC é definido como uma relagéo do peso em
quilogramas com o valor da estatura em metros ao quadrado (kg/m?).

Quadro 7 - Classificagdo do estado nutricional segundo o indice de
Massa Corporal.

Classificacdo indice de Massa Corporal

(kg/m?3)

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

Pré-obesidade 25,00-29,99

Obesidade grau | 30,00-34,99

Obesidade grau 1l 35,00-39,99
Obesidade grau Ill >40,00

Fonte: WHO (2000).

Para a medida de circunferéncia da cintura, foi utilizada uma fita
métrica (Sanny®, Califérnia, EUA) inextensivel com preciséo de 0,1 cm.
Na verificacdo da circunferéncia da cintura, a fita foi colocada em plano
horizontal ao nivel do ponto médio entre a costela inferior e a crista
iliaca. O individuo foi orientado a permanecer em pé, ereto, com 0s pés
juntos, bracos estendidos ao lado do corpo e peso uniformemente
distribuido, usando o minimo de indumentaria. As medidas foram
aferidas no final de uma expiracdo normal. Cada medicdo foi repetida
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duas vezes; se as medi¢des diferissem em cerca de 1 cm, a média seria
calculada (WHO, 2008).

6.2.6.5 Estimativa da ingestdo dietética atual

Para estimativa do quantitativo de energia e nutrientes da ingestao
alimentar atual dos participantes do estudo, seguiu-se uma padronizacdo
adaptada da proposta do Manual de Avaliacdo do Consumo Alimentar
em estudos populacionais (FISBERG; MARCHIONI, 2012).

Inicialmente todos os alimentos, bebidas e preparagdes relatados
pelos individuos nos recordatérios alimentares de 24 horas aplicados em
cada momento do estudo foram listados, e seus respectivos valores de
energia e nutrientes (carboidratos, proteinas, gorduras totais, saturadas,
monoinsaturadas, poli-insaturadas e fibra alimentar) foram determinados
com base nos valores apresentados na Tabela de Composicdo de
Alimentos do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United
States Department of Agriculture - USDA, 2018) e na Tabela Brasileira
de Composigdo de Alimentos da USP (TBCA, 2017). Na auséncia dos
itens alimentares nas tabelas de base de dados citadas, procedeu-se a
elaboracdo de fichas técnicas de preparagbes (FTP) ou consulta em
rotulos de embalagens para determinacdo dos valores de energia e
nutrientes.

Ainda, para maior fidedignidade do consumo relatado, foram
elaboradas FTP para as preparacbes alimentares que estavam
disponiveis nas bases de dados consultadas, mas que ndo consideraram
em sua descrigdo o uso de sal ou 6leo de adicdo. As quantidades destes
ingredientes adicionadas as FTP foram calculadas de acordo com grupo
alimentar e técnica de preparo e com base nas recomendagdes
preconizadas na literatura (DOMENE, 2014).

Posteriormente, as medidas caseiras foram padronizadas e
transformadas em gramas/mililitros de alimentos/bebidas tendo como
referéncia os valores disponiveis nas tabelas de equivaléncias de
Pinheiro et al. (2002) e Fisberg et al. (2002). Todas as etapas descritas
foram realizadas em planilhas do software Office Excel®, versdo 2010.

Apbds a conclusdo da entrada de dados dos relatos de consumo
para cada momento do estudo, realizou-se uma andlise para avaliar a
consisténcia das informagdes digitadas e a presenca de valores extremos
de ingestdo diaria (<500 ou > 4000 kcal). Essa etapa permitiu verificar
possiveis erros de digitacdo ou a ocorréncia de sub ou super-relatos da
ingestdo diaria relatada pelos individuos (WILLETT; HOWE; KUSHI,
1997).
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6.2.6.6 Parametros clinicos

Pardmetros clinicos como comorbidades associadas, farmacos
utilizados, alteracbes gastrointestinais, presenca de constipagéo,
consisténcia e formato das fezes, pratica de atividade fisica e dados
sobre o periodo menstrual foram verificados (APENDICE E). Para a
determinacéo da presenca de constipagdo foram utilizados os critérios
diagnosticos do ROMA 1V (LACY et al, 2016), um sistema
internacional desenvolvido para classificar desordens gastrointestinais
funcionais. Para a determinacdo da consisténcia e do formato das fezes
foram utilizados os critérios da Escala Fecal de Bristol (LEWIS;
HEATON, 1997) (ANEXO B), a qual classifica a forma e a consisténcia
das fezes humanas em sete categorias, sendo a categoria nimero 4 como
a referéncia ideal.

6.2.6.7 Avaliagdo da atividade fisica

A atividade fisica foi avaliada em equivalente metabélico (MET)
em horas por dia. Um MET equivale a energia suficiente para um
individuo se manter em repouso, representado na literatura pelo
consumo de oxigénio (VO,) de aproximadamente 3,5 mL/kg/min
(AINSWORTH et al., 2000). Embora essa constante possa ser valida
para um homem de 70 kg e 40 anos de idade, ela é superestimada em
homens e mulheres com peso elevado (BYRNE et al., 2005). Para
corrigir os valores de MET na obesidade, foram utilizados fatores de
correcdo de acordo com a faixa de IMC e sexo do participante (WILMS
et al., 2014):

Tabela 6 - Fatores de correcdo para o calculo do equivalente metabélico
(MET) em individuos com obesidade mérbida.

indice de Massa Fatores de correcdo (mL kg " min )
Corporal (kg/m?) Homens Mulheres
40,0-44,9 -0,91 -1,04
45,0-49,9 -0,97 -1,14
50,0-54,9 -1,01 -1,21
55,0-59,9 -1,14 -1,27
> 60,0 -1,14 -1,36

Fonte: adaptado de Wilms et al. (2014).
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Para determinar o MET de cada paciente, foi multiplicado o
nimero de horas por dia relatado para cada atividade fisica pelos
respectivos coeficientes do MET, obtidos a partir de tabelas
padronizadas (AINSWORTH et al., 2000). Em seguida, o valor final do
MET de cada paciente foi corrigido, considerando os fatores de correcdo
descritos acima.

6.3 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS
6.3.1 Modelo de anélise

No quadro a seguir estdo descritas as variaveis, suas dimensdes
(unidades de medida/categorias) e classificacdo tedrica utilizadas nas

analises propostas.

Quadro 8 — Descricdo das variaveis, suas dimensdes e classificagdo
tedrica.

Variaveis U_nldades de . Classificacéo teorica
medida/categorias
Ingestdo de prebidtico Sim/Ndo
Ingestdo de simbibtico Sim/Néo
Ingestdo de placebo Sim/Ndo
Sexo Masculino/Feminino
Comort_)ldades Sim/Néo Nominal, dicotdmica
associadas
Féarmacos utilizados Sim/Néo
Constipagao Sim/Né&o
Uso de suplementos Sim/Né&o
Presenca de menopausa Sim/Né&o
Idade Anos
Consisténcia e formato 1a7 Quantitativa, discreta
das fezes
Prética de atividade
fisica (Equivalente MET
metabdlico) o .
Ingestdo dietética kcal, g, mg Queantitativa, continua
Citocinas pg/mL
Proteina C-reativa mg/L
Insulina pUl/mL
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Quadro 8 — Descricdo das variaveis, suas dimensfes e classificacdo
tedrica. Continuacao

o Unidades de e
Variaveis medidalcategorias Classificacdo teorica
Glicemia de jejum,
colesterol total, HDL, mg/dL
LDL e triglicerideos
Hemoglobina glicada %
_Peso corporal kg
Indice de Massa
kg/mz2 - .
Corporal Quantitativa, continua
Circunferéncia da
. cm
cintura

6.3.2 Analises estatisticas

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2010®. A andlise estatistica foi
realizada no programa estatistico STATA® versio 13.1 para Windows®.

As varidveis continuas foram sintetizadas em duas Unicas
medidas por grupo: média e desvio padrdo se a distribuicdo foi
simétrica, ou mediana e intervalo interquartil se foi assimétrica. Em
contrapartida, as variaveis categoricas foram descritas em frequéncia a
partir do aparecimento nos grupos estabelecidos. Para avaliagdo da
distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, sendo consideradas assimétricas as variaveis que apresentaram
valor p < 0,05.

Para as varidveis continuas, as comparacfes entre 0S grupos
(controle e suplementados) foram realizadas utilizando o teste de
ANOVA de uma via (dados paramétricos) ou o Teste de Kruskal Wallis
(dados ndo paramétricos). Para comparag@es intra-grupo foi aplicado o
teste T pareado ou o teste de Wilcoxon para dados pareados, quando as
variaveis forem simétricas e ndo simétricas, respectivamente.

Para variaveis categoricas, as comparacGes entre 0s grupos
(controle e suplementados) foram realizadas utilizando o Teste exato de
Fisher.

Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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6.4 PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

Todos os individuos convidados a participar do estudo receberam
todas as explicagdes necessdrias para o entendimento do protocolo
experimental, assim como dos riscos e possiveis beneficios. Ao
concordar com a participacdo, foi realizada a leitura do TCLE
(APENDICE B) e sanadas as ddvidas. Apds o entendimento e reafirmar
seu aceite, 0 TCLE foi assinado pelo participante.

Destaca-se que nenhum individuo foi obrigado a participar do
estudo, assim como poderiam se retirar do mesmo a qualquer momento.
Além disso, todas as informagdes foram coletadas de forma sigilosa,
sem exposicdo do individuo. Os formularios preenchidos com as
informagdes coletadas dos participantes ficaram de posse do
coordenador deste estudo, Prof. Dr. Erasmo Benicio Santos de Moraes
Trindade, armazenados em arquivo pessoal, localizado na sala 214,
Bloco A, Departamento de Nutricdo, Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal de Santa Catarina.

O protocolo deste estudo segue o0s preceitos estabelecidos na
declaracdo de Helsinki e na Resolucdo do Conselho Nacional de Satde
n°® 466 de 2012 (BRASIL, 2013c).

Este estudo faz parte de uma proposta maior, intitulada “Efeitos
da suplementacdo de prebidtico ou simbidtico em individuos com
obesidade mérbida”, de responsabilidade e coordenagdo do Professor
Dr. Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC sob
parecer nimero 1.340.253 (ANEXO C).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro artigo, referente & revisdo sistematica, foi publicado
no periédico Clinical Nutrition, qualis CAPES Al Nutricdo e 0s
detalhes da publicagdo serdo apresentados na subsecdo 7.1.

O segundo artigo, referente aos resultados provenientes da
pesquisa relativa a tese, foi submetido a um periddico de qualis CAPES
Al Nutricdo e sera apresentado na subsecdo 7.2. O artigo foi redigido na
lingua inglesa e formatado segundo as regras do periodico, porém, nesta
tese de doutorado sera apresentado na lingua portuguesa.
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7.1 ARTIGO 1 - REVISAO SISTEMATICA

O artigo de revisdo sistematica intitulado: “Effects of inulin-type
fructans, galacto-oligosaccharides and related synbiotics on
inflammatory markers in adult patients with overweight or obesity: A
systematic review”, foi publicado no periédico Clinical Nutrition, doi:
10.1016/j.cInu.2016.10.003, qualis CAPES A1l Nutricdo, fator de
impacto: 4.548,. O link de acesso ao artigo é:
https://www.clinicalnutritionjournal.com/article/S0261-5614(16)31275-
4/fulltext
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7.2 ARTIGO 2 - ORIGINAL DA TESE DE DOUTORADO

TITULO: FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS E SIMBIOTICO
REDUZEM INDICADORES ANTROPOMETRICOS E AUMENTAM
AS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE IL-10 EM
INDIVIDUOS COM OBESIDADE MORBIDA: UM ENSAIO
CLINICO RANDOMIZADO, PLACEBO-CONTROLADO E TRIPLO

CEGO.

Abreviacdes utilizadas neste estudo:

AGCC — Acidos graxos de cadeia curta; ChREBP - Proteina ligadora de
elementos responsivos a carboidratos; DM2 — Diabetes mellitus tipo 2;
EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético; FAS - Acido graxo sintase;
FOS - Fruto-oligossacarideo; HDL — Lipoproteina de alta densidade;
GLP-1 — Peptideo semelhante ao glucagon-1; GPR — Receptor acoplado
a proteina G; HOMA-IR — Homeostasis Model Assessment — Insulin
Resistance; IL — Interleucina; IMC — indice de Massa Corporal;

LDL — Lipoproteina de baixa densidade; LP-K - Piruvato quinase
hepatica; LPS — Lipopolissacarideo; MET — Metabolic Equivalent Task;
PCR — Proteina C-reativa; TNF — Fator de necrose tumoral; UFC —

Unidades Formadoras de Colénia.
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RESUMO

Introducdo/Objetivos: Estudos em humanos com sobrepeso e obesidade

tém mostrado que prebidticos e simbidticos podem ter efeito benéfico na
funcdo imunoldgica e em indicadores do estado nutricional. No entanto,
até o presente momento, nenhum estudo avaliou o efeito destes produtos
alimentares em individuos com obesidade mérbida. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de fruto-oligossacarideo
(FOS) ou simbiético contendo FOS em marcadores inflamatérios e
indicadores do estado nutricional em individuos com obesidade
morbida.

Métodos: Este ensaio clinico randomizado, placebo-controlado e triplo
cego com trés bragos paralelos foi conduzido em 22 individuos adultos.
No periodo de 30 dias e com a dosagem de 11g/dia, um grupo recebeu
prebidtico (fruto-oligossacarideo - FOS), outro grupo recebeu simbidtico
(FOS, trés cepas de lactobacilos e uma cepa de bifidobactéria) e o outro
grupo recebeu placebo (maltodextrina). Marcadores inflamatorios e
indicadores bioguimicos e antropométricos do estado nutricional foram
avaliados antes e ap6s a suplementacéo.

Resultados: As analises ndo mostraram diferencas significativas entre os

grupos apds a suplementacdo. Nas avalia¢Ges intra-grupo, houve
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reducdo significativa no colesterol total (p=0,002), LDL-c (p=0,030),
HDL-c (p=0,040), peso corporal (p=0,028) e no IMC (p=0,022) no
grupo placebo, embora este grupo tenha apresentado a maior reducao na
ingestdo energética (reducéo aproximada: -17.000 kcal/més). No grupo
prebidtico houve aumento significativo na IL-10 (p=0,025), na IL-12p70
(p=0,036) e no TNF-a (p=0,036). Por outro lado, houve redugéo
significativa no peso corporal (p=0,028) e no IMC (p=0,006), nha mesma
propor¢do do grupo placebo, no entanto, a reducao na ingestao
energética foi menor no grupo prebidtico (reducdo aproximada: -1.000
kcal/més). Mesmo sem significancia estatistica, o grupo prebidtico
apresentou o menor aumento de IL-8 e a maior reducédo de IL-6 e PCR
entre os grupos avaliados. No grupo simbi6tico, foi observada redugédo
significativa da circunferéncia da cintura (p=0,031), também com
reducdo na ingestao energética menor que o grupo placebo (reducédo
aproximada: -8.500 kcal/més).

ConclusGes: A suplementacdo de FOS ou de simbiético contendo FOS
podem representar potenciais adjuvantes no tratamento da obesidade
mérbida por meio da reducdo de indicadores antropométricos e do
aumento da IL-10 plasmatica, mesmo diante de uma reducdo modesta da

ingestdo energética. Apesar destes efeitos benéficos, mais estudos em
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humanos sdo necessarios para se estabelecer uma recomendacao para a

prética clinica.

Palavras-chave: Obesidade. Microbiota. Prebidticos. Simbidticos.

Inflamac&o. Estado nutricional.

INTRODUCAO

A obesidade é um dos maiores problemas de satde publica no
mundo, diminuindo a expectativa e a qualidade de vida. Evidéncias
mostram que a obesidade esta associada a inflamacao cronica,
caracterizada por concentragdes alteradas de mediadores inflamatérios,
tais como citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e proteinas de
fase aguda, além da ativagao de vias de sinalizacdo inflamatérias™2
Alterac6es no equilibrio imunol6gico podem influenciar a homeostase
metabdlica, interferindo no metabolismo glicidico, lipidico e hormonal.
Esta disruptura imunolégica e metabdlica esta associada com o
desenvolvimento de comorbidades, como o diabetes mellitus tipo 2
(DM2), hipertenséo, asma, dislipidemia, colelitiase, osteoartrite e

cancer, contribuindo para o aumento da mortalidade®,
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Estudos tem mostrado que a microbiota intestinal difere
significativamente entre individuos obesos e ndo obesos, tanto em
composicéo, quanto em funcéo™®. Estas diferencas sdo caracterizadas,
principalmente, pela baixa riqueza de genes microbianos e pela elevada
abundancia de géneros bacterianos potencialmente pré-inflamatdrios em
individuos obesos, os quais podem favorecer o aparecimento da
inflamacéo cronica e da resisténcia a acéo da insulina®. Um dos
principais fatores que contribuem para este processo é a maior absorgédo
de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) pelos capilares intestinais devido
a maior permeabilidade intestinal (condigéo presente em individuos com
baixa riqueza de genes microbianos e desequilibrio da microbiota
intestinal, como na obesidade), induzindo a inflamacéo sistémica através
da secrecdo aumentada de mediadores prd-inflamatdrios por células
imunoldgicas, evento conhecido como endotoxemia metabélica®.

Entre as abordagens dietoterapicas utilizadas neste contexto estdo
0s prebidticos e os simbidticos. Prebidticos sdo substratos seletivamente
utilizados por micro-organismos do hospedeiro conferindo beneficios a
satide’. Simbi6ticos sdo produtos que contém tanto prebi6ticos quanto
probidticos, os quais sdo micro-organismos vivos que, quando
consumidos em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do

hospedeiro®®.
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A utilizacdo destes suplementos vem sendo explorada como uma
nova proposta terapéutica para a regularizago da microbiota intestinal,
da resposta inflamatoria e de indicadores metabdlicos em individuos

1011 glaboradas

com sobrepeso ou obesidade. Duas revisdes sistematicas
pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que prebioticos (especialmente
frutanos do tipo inulina) e simbidticos podem exercer agdo
imunomoduladora e de melhora do perfil lipidico e glicémico em
individuos com sobrepeso ou obesidade. Especialmente quanto aos
fruto-oligossacarideos (FOS) e simbidticos contendo FOS, ndo foram
encontrados estudos que investigaram o efeito do FOS em citocinas,
nem estudos que investigaram o efeito de simbidticos contendo FOS em
citocinas anti-inflamatérias (tais como 1L-10), assim como ndo foram
encontrados estudos apenas em individuos com obesidade mérbida
(indice de Massa Corporal (IMC) > 40 kg/m?). Além disso, uma série
de fragilidades metodoldgicas foi levantada pelos autores nestas
revisoes, limitando a confiabilidade dos achados.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
suplementacdo de FOS ou simbiético contendo FOS em marcadores

inflamatérios e indicadores do estado nutricional em individuos com

obesidade morbida.
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MATERIAIS E METODOS

Participantes do estudo

A amostra ndo probabilistica deste ensaio clinico randomizado,
placebo-controlado e triplo cego foi atingida por saturagéo temporal
(janeiro de 2016 a fevereiro de 2018) em individuos adultos com
obesidade mdrbida assistidos em sua primeira consulta em um
ambulatdrio do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago
da Universidade Federal de Santa Catarina, Florian6polis, Brasil.

Os critérios de inclusdo foram: individuos adultos (18-60 anos) de
ambos os sexos com IMC > 40kg/m®. Os critérios de excluséo foram:
individuos com doengas gastrointestinais prévias (ex: cancer e doencgas
inflamatorias intestinais); intolerancias e/ou alergias alimentares (ex:
intolerancia a lactose e doenga celiaca); dependéncia alcoolica e/ou de
drogas ilicitas; uso de farmacos anti-inflamatérios e/ou antibi6ticos e/ou
imunossupressores até trés meses antes; uso regular de laxativos,
analgésicos e inibidores de apetite; uso atual ou prévio (até um més) de
prebidticos, probidticos, simbidticos ou produtos enriquecidos com estes
ingredientes; apresentar intolerancia a prebioticos e/ou probiéticos e/ou

simbioticos; seguimento de uma dieta para perda de peso nos ultimos
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trés meses; gravidas ou lactantes; seguimento atual de dietas ndo usuais
(ex: vegetariana, macrobidtica, paleolitico) e fumantes.

Ressalta-se que foi necessario estabelecer nos critérios de
exclusdo os individuos que seguiam dietas ndo usuais, apresentavam
intolerancias e/ou alergias alimentares ou faziam uso de farmacos que
podiam alterar diretamente a microbiota, o sistema imunologico e 0
apetite, uma vez que sao importantes fatores confundidores ou
modificadores de efeito neste tipo de intervencao.

Os participantes que ficaram por dois dias consecutivos ou mais
sem consumir o suplemento foram descontinuados. O ponto de corte de
dois dias foi baseado em uma pesquisa com seres humanos que mostrou
uma mudanca estrutural significativa da comunidade microbiana apds
dois dias de uma intervencao dietética?. Estas alteracdes foram
caracterizadas por mudangas na abundancia relativa de grupos
taxondmicos bacterianos, na atividade microbiana e na expressdo génica
microbiana de varios mddulos e vias metabdlicas. Estes fatores
acarretaram em padrdes diferenciados de motilidade gastrointestinal,
mudancas nos tipos de AGCC produzidos, mudangas na concentracdo de
cetonas na urina, no peso das fezes e na expressdo microbiana de genes

envolvidos no metabolismo da glicose e de aminoacidos.
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Todos os participantes receberam esclarecimento padronizado
sobre o tratamento nutricional para perda de peso, visando respeitar
critérios éticos quanto & participacdo no estudo sem impossibilitar
acesso ao tratamento nutricional (Material suplementar S1). Ainda, foi
orientado aos individuos que durante o periodo de suplementagédo
evitassem praticar atividade fisica intensa, consumir bebida alcodlica e
alimentos enriquecidos com prebiéticos, probiéticos ou simbioticos
(Material suplementar S2).

O estudo foi registrado na plataforma ClinicalTrials.gov sob
identificacdo NCT02660333 e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina sob o nimero 1.340.253, seguindo orientacOes éticas
internacionais (Declaracdo de Helsinki). Todos os participantes elegiveis
foram convidados a participar e aqueles interessados assinaram um

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Desenho do estudo

Os pacientes elegiveis e que aceitaram participar do estudo
foram alocados randomicamente em trés grupos de tratamento: placebo,
prebidtico ou simbidtico. Aqueles que receberam placebo foram

orientados a consumir 11 gramas diarias de maltodextrina; aqueles que
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receberam prebidtico foram orientados a consumir 11 gramas diarias de
FOS (FiberFOS®, Invictus Farmanutricao, Brasil) e aqueles que
receberam simbidtico foram orientados a consumir 11 gramas diarias de
FOS + 2x10° UFC/dia de Lactobacillus paracasei LPC-37, 2x10°
UFC/dia de Lactobacillus rhamnosus HN0O1, 2x10° UFC/dia de
Lactobacillus acidophilus NCFM e 2x10° UFC/dia de Bifidobacterium
lactis HNO19 (Simbioflora®, Invictus Farmanutricao, Brasil) durante 30
dias. Cada individuo ingeria diariamente o contetdo de dois sachés,
sendo um em jejum e o outro no intervalo das refei¢fes, misturando o
conteldo de cada saché em 100 mL de agua em temperatura ambiente.

Os pesquisadores mantiveram contato com os participantes
durante a pesquisa via ligagdo telefonica, visando o registro da adesédo
ao tratamento e a identificacdo de possiveis efeitos adversos associados
ao uso dos suplementos. Todos os participantes foram instruidos a
registrar a ingestao do suplemento em formulario especifico fornecido
pelos pesquisadores, devolvendo o formulario ao final da

suplementacao.

Randomizacdo, ocultamento da alocacédo e mascaramento
Os participantes foram distribuidos aleatoriamente a um dos

grupos de tratamento por meio de uma lista de randomizacédo gerada
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pelo software estatistico Stata® v.13.1 para Windows (StataCorp, Texas,
EUA), consistindo em blocos permutados de forma aleatdria com trés
pacientes cada (1:1:1). Apo6s, os grupos de tratamento foram substituidos
por codigos numéricos aleatérios com trés digitos, gerados por meio de
uma tabela de nimeros aleatdrios, para que houvesse o ocultamento da
alocacdo. Esta etapa foi realizada por um pesquisador ndo envolvido
com a pesquisa. Os pesquisadores que recrutaram e acompanharam o0s
participantes apenas tiveram acesso a lista contendo os blocos e o0s
cadigos numéricos de randomizagédo, ndo havendo como prever para
qual grupo o individuo seria alocado.

Os participantes do estudo e os pesquisadores foram mascarados
em relagdo ao consumo e a distribuicdo da suplementacéo,
respectivamente. Os técnicos de laboratério que realizaram a coleta de
sangue também foram mascarados quanto a distribuicdo da
suplementacdo. Os suplementos e o placebo foram pré-embalados em
sachés opacos e fechados pelo fornecedor com os codigos de
randomizacao, sendo idénticos em aparéncia fisica, sabor e cor. Os
cadigos de identificacdo dos suplementos sé foram revelados pela
empresa fornecedora ap6s a analise estatistica dos dados do estudo,

caracterizando o estudo como triplo cego.
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Coleta e preparo do material biol6gico

Aproximadamente 15 mL de sangue foram coletados em cada
momento do estudo por técnico de laboratério capacitado de acordo com
técnica padronizada® na regido cubital do antebraco, utilizando tubos
contendo heparina sddica, EDTA ou gel separador, em jejum prévio de
8 a 10 horas.

As amostras de sangue nos tubos com heparina foram
centrifugadas a 400g por sete minutos a temperatura ambiente e
aliquotas de plasma (500 pL) foram transferidas para criotubos e
armazenadas a -80°C. Importante destacar que a cada um ano era feita a
dosagem de citocinas, evitando possiveis perdas de analito por longo
periodo de armazenamento. Para tanto, as amostras foram descongeladas
em temperatura ambiente, homogeneizadas e imediatamente utilizadas
para analise.

As amostras de sangue nos tubos com EDTA foram utilizadas
para determinacdo de hemoglobina glicada no sangue total.

As amostras de sangue nos tubos com gel separador foram
deixadas em repouso por 10 minutos até completa coagulacédo. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por um periodo de cinco minutos
a 400g para a separa¢do do soro, o qual foi utilizado para determinacao

das variaveis relacionadas ao perfil lipidico e glicEmico.
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Determinagdo dos marcadores inflamatorios e dos indicadores
bioquimicos do estado nutricional

As concentragdes de citocinas (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70 e TNF-a) foram determinadas por citometria de fluxo (BD
Biosciences FACSVerse flow cytometer® - BD Biosciences, San Diego,
CA, EUA) utilizando o kit comercial Cytometric Bead Array - Human
Inflammatory Cytokine Kit® (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) e
seguindo as instrugdes do fabricante. Foram expressas em pg/mL.

As concentragdes de proteina C-reativa (PCR) foram
determinadas por procedimento automatizado utilizando reagentes
especificos (Dimension RxL Max® integrated chemistry system -
Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Alemanha). O método para
deteccdo de PCR foi baseado em uma técnica de imunoensaio
turbidimétrico de particulas melhoradas. Os valores foram expressos em
mg/L.

As concentracOes da insulina de jejum foram determinadas pelo
ensaio imunométrico por quimioluminescéncia (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Newark, DE, USA). As concentra¢des foram expressas
em pUl/mL.

As concentracOes da glicemia de jejum foram determinadas pelo

método enzimatico, de acordo com as instrugdes do fabricante
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(Dimension RxL Max® - Siemens Healthcare Diagnostics Inc. Newark,
DE, U.S.A)). As concentragdes foram expressas em mg/dL.

As concentragdes de hemoglobina glicada foram determinadas
pelo método de cromatografia de troca idnica, certificado pela National
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP), utilizando o
equipamento D-10 Hemoglobin A1C da BIO-RAD® (Bio-Rad
Laboratories, Berkeley, CA, USA). As concentragcfes foram expressas
em porcentagem.

As concentragdes de colesterol total, HDL-colesterol e
triglicerideos foram determinadas pelo método enzimatico colorimétrico
de acordo com as instrucdes 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)*. As concentracdes foram
expressas em mg/dL.

O indice HOMA-IR foi determinado por meio da seguinte
férmula: insulina de jejum (UUI/mL) x glicemia de jejum
(mmol/L)/22,5. Para converter a glicemia de jejum para mmol/L, foi
multiplicado o valor obtido em mg/dL por 0,0555.

Na primeira consulta ambulatorial, momento que o individuo era

recrutado para a pesquisa, 0 médico responsavel pelo ambulatério
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solicitava uma série de outros exames biogquimicos que fazia parte do
protocolo da primeira consulta ambulatorial, além dos indicadores que
fizeram parte deste estudo, sdo eles: indices hematimétricos (hemacias,
hemoglobina, hematécrito, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média, concentragdo de hemoglobina corpuscular média),
leucograma (leucécitos, neutréfilos segmentados, linfdcitos, mondcitos,
eosindfilos e baséfilos), plaguetas, albumina, sédio, potassio, fésforo,
vitaminas D, Bi,, acido félico, célcio sérico, aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase, gama glutamil transferase, fosfatase alcalina,
horménio tireoestimulante, paratorménio, ferro sérico, transferrina,
ferritina, capacidade de ligacdo do ferro livre, capacidade de ligagdo do
ferro total e indice de saturacdo de transferrina. Estes dados foram

coletados do prontuario do paciente.

Determinacgao dos indicadores antropométricos do estado nutricional
Para a avaliacdo do estado nutricional foram realizadas
afericdes antropométricas de peso, estatura e circunferéncia da cintura,
seguindo técnicas propostas pela World Health Organization
(WHO)™*,
O peso atual foi aferido em balanca de plataforma calibrada com

capacidade maxima de 150 kg e escala de 100 g, da marca Toledo®
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(Toledo do Brasil®, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil). Para aqueles
com mais de 150 kg, foi utilizada uma balanga eletrdnica calibrada
(Welmy®, Santa Barbara do Oeste, SP), com capacidade de 300 kg e
precisdo de 50 g. A estatura foi medida por estadidmetro acoplado a
plataforma com capacidade de 2 m e precisdo de 0,5 cm. Para a medida
de circunferéncia da cintura, foi utilizada uma fita métrica inextensivel
com precisao de 0,1 cm.

A classificagdo do estado nutricional foi realizada pelo IMC

utilizando-se os pontos de corte definidos pela WHO™.

Estimativa da ingest&o dietética atual

Inicialmente, todos os alimentos, bebidas e preparagfes
relatados pelos individuos nos recordatorios alimentares de 24 horas
aplicados em cada momento do estudo foram listados e seus respectivos
valores de energia e nutrientes (carboidratos disponiveis, proteinas,
gorduras totais, saturadas, monoinsaturadas, poli-insaturadas, gorduras
trans e fibra alimentar) foram determinados com base nos valores
apresentados na Tabela de composigéo de alimentos do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of
Agriculture)*” e na Tabela Brasileira de Composicio de Alimentos da

Universidade de Sdo Paulo, Brasil*®, Na auséncia dos itens alimentares



121

nas tabelas de base de dados citadas, procedeu-se a elaboracéo de fichas
técnicas de preparacfes ou consulta em rétulos de embalagens para
determinacédo dos valores de energia e nutrientes.

Ainda, para maior fidedignidade do consumo relatado, foram
elaboradas fichas técnicas de preparacfes para as preparagdes
alimentares que estavam disponiveis nas bases de dados consultadas,
mas que ndo consideraram em sua descri¢do o uso de sal ou 6leo de
adi¢do. As quantidades destes ingredientes adicionadas as fichas
técnicas foram calculadas de acordo com grupo alimentar e técnica de
preparo e com base nas recomendagdes preconizadas na literatura™.

Posteriormente, as medidas caseiras foram padronizadas e
transformadas em gramas/mililitros de alimentos/bebidas tendo como
referéncia os valores disponiveis nas tabelas de equivaléncias de
Pinheiro et al.” e Fisberg et al.2!. Todas as etapas descritas foram
realizadas em planilhas do software Office Excel®, versdo 2016.

Apds a conclusdo da entrada de dados dos relatos de consumo
para cada momento do estudo, realizou-se uma analise para avaliar a
consisténcia das informacg0es digitadas e a presenca de valores extremos
de ingestdo diaria (<500 ou > 4000 kcal). Essa etapa permitiu verificar
possiveis erros de digitacdo ou a ocorréncia de sub ou super-relatos da

ingestéo diéria relatada pelos individuos®.



122

Parametros clinicos e avaliacdo da atividade fisica

Pardmetros clinicos como comorbidades associadas, farmacos
utilizados, alteracdes gastrointestinais, presenca de constipacao,
consisténcia e formato das fezes, pratica de atividade fisica e dados
sobre o ciclo menstrual foram verificados. Para a determinagdo da
presenca de constipagdo foram utilizados os critérios diagndsticos do
ROMA IV?. Para a determinaco da consisténcia e do formato das fezes
foram utilizados os critérios da Escala Fecal de Bristol**. A atividade
fisica foi descrita em equivalente metabélico (MET) em horas por dia®.
Para corrigir os valores de MET na obesidade, foram utilizados fatores
de correcdo de Wilms et al.®, de acordo com a faixa de IMC e sexo do

participante.

Anélise estatistica
Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2010®. A analise estatistica foi
realizada no programa estatistico STATA® versdo 13.1 para Windows®.
As varidveis continuas foram sintetizadas em duas Unicas
medidas por grupo: média e desvio padrdo se a distribuicéo foi
simétrica, ou mediana e intervalo interquartil se foi assimétrica. Em

contrapartida, as variaveis categoricas foram descritas em frequéncia a
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partir do aparecimento nos grupos estabelecidos. Para avaliacdo da
distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, sendo consideradas assimétricas as variaveis que apresentaram
valor p < 0,05.

Para as variaveis continuas, as comparagdes entre 0s grupos
(controle e suplementados) foram realizadas utilizando o teste de
ANOVA de uma via (dados paramétricos) ou o Teste de Kruskal Wallis
(dados ndo paramétricos). Para comparages intra-grupo foi aplicado o
teste T pareado ou o teste de Wilcoxon para dados pareados, quando as
variaveis fossem simétricas e ndo simétricas, respectivamente.

Para variaveis categdricas, as comparagdes entre 0S grupos
(controle e suplementados) foram realizadas utilizando o Teste exato de
Fisher.

Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Recrutamento, randomizacéo e caracteristicas basais dos participantes
Durante o periodo da pesquisa, todos os individuos em sua
primeira consulta ambulatorial foram avaliados quanto aos critérios de

elegibilidade. Do total de 64 individuos avaliados, 41 eram elegiveis.
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Destes, trés ndo aceitaram participar, restando 38 individuos que foram
randomizados para os trés grupos. Durante o seguimento houve 16
perdas pelos motivos apresentados na figura 1. A causa das infeccOes de
trés individuos que foram descontinuados do estudo foi de origem do
trato respiratdrio superior, ndao apresentando relacdo com a
suplementacéo. A causa do uso de anti-inflamatérios por trés individuos
descontinuados do estudo foi a presenca de dor constante nos membros
inferiores ou na regido lombar. Os participantes que ndo retornaram no
momento final da pesquisa foram contatados por telefone para saber o
motivo do ndo retorno. Todos afirmaram que o motivo foi a
incompatibilidade de agenda por compromissos laborais. Nenhum destes
participantes relatou efeitos adversos ou que tinham deixado de ingerir o
suplemento por motivo de desisténcia. Por fim, 22 individuos foram

analisados (Figura 1).
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Figura 1 — Fluxograma dos participantes do estudo.
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Dados demograficos, antropométricos e clinicos dos participantes

no momento basal estdo apresentados na tabela 1.
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As caracteristicas dos participantes ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos de tratamento. Em geral, a maioria tinha entre
35 e 50 anos de idade (minimo-maximo: 20-57 anos), era do sexo
feminino, apresentava comorbidades associadas a obesidade e utilizava
ao menos um tipo de medicamento. Quanto aos que utilizavam
hipoglicemiantes orais, estes faziam uso apenas de metformina. Metade
dos participantes era sedentéria e a outra metade praticava atividade
fisica de baixa intensidade e por curtos periodos ao longo da semana,
sendo que esta proporcao estava igualmente distribuida entre os grupos.
No momento final da pesquisa também ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos no que diz respeito a pratica de atividade
fisica (p=0,243). A maioria dos individuos relatou fezes endurecidas no
momento basal, embora apenas dois cumprissem 0s critérios para
constipacdo funcional. Quanto as mulheres que apresentavam
menopausa, henhuma estava em terapia de reposi¢do hormonal.
Nenhuma mulher relatou auséncia de ovulagédo por contracepc¢do
hormonal continua, apesar de quatro relatarem ciclo menstrual irregular,
sendo duas do grupo prebidtico, uma do grupo simbiético e uma do
grupo placebo.

Né&o foram observadas diferencas significativas no momento

basal entre os grupos para quase todos os parametros bioquimicos
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avaliados e gque estavam disponiveis no prontuario do paciente (Material

suplementar S3).

Adesdo a suplementacao e presenca de efeitos adversos

No que concerne & adesdo a suplementacao, todos os individuos
receberam 60 sachés de suplemento, sendo que a orientagdo era
consumir dois sachés por dia. No grupo placebo, trés dos sete
participantes consumiram entre 55 e 57 sachés, o restante consumiu
todos os sachés. No grupo prebidtico, um dos oito participantes
consumiu 58 sachés, o restante consumiu todos os sachés. No grupo
simbiotico, todos consumiram os 60 sachés. N&o houve diferenga
significativa na adesdo a suplementagéo entre os grupos (p>0,05).
Nenhum participante ficou por dois dias ou mais sem consumir o
suplemento.

Quanto a efeitos adversos, trés individuos do grupo prebidtico
relataram flatuléncia, um individuo também do grupo prebiético relatou
cblica e um individuo do grupo simbi6tico relatou fezes endurecidas. No
grupo placebo, ndo houve relato de efeitos adversos. Ninguém na

pesquisa desistiu por efeitos adversos da suplementacéo.



131

Ingestdo dietética

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada
tanto antes quanto apds a suplementacao na ingestao de energia, de
macronutrientes e de 4gua, com excec¢do da fibra alimentar em que o
€OoNsumMo nos grupos prebidtico e simbidtico foi significativamente
maior comparado ao grupo placebo (p=0,030), assim como houve
aumento significativo no consumo de fibra alimentar na avaliagdo intra-
grupo nos grupos prebidtico (p=0,011) e simbidtico (p=0,028) (Tabela
2). No entanto, é importante destacar que houve redugdo na ingestdo
energética em todos os grupos de estudo, sendo que para quase todos 0s
demais macronutrientes avaliados também houve redu¢dao no consumo
em todos os grupos de estudo. Ressalta-se que nenhum participante fez

uso de suplementos vitaminicos e minerais durante o estudo.
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Marcadores inflamatorios

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada
para os marcadores inflamatdrios avaliados na comparacéo entre 0s
grupos, tanto antes quanto apos a suplementagdo no grupo prebidtico.
Por outro lado, na avalia¢do intra-grupo, houve aumento
estatisticamente significativo na IL-10 (p=0,025), na IL-12p70
(p=0,036) e no TNF-a (p=0,036) (Tabela 3). Ainda que sem
significancia estatistica, o grupo prebiotico foi o grupo que apresentou
menor aumento da IL-8 (+0.4 vs +2.0 vs +2.3 pg/mL) e o Unico grupo
que apresentou reducdo mediana de IL-6 (-0.7 vs +0.1 vs +1.1 pg/mL),
refletindo na maior reducéo de PCR entre os trés os grupos avaliados (-

2.0vs-1.5vs-1.2 mg/L).

Indicadores bioquimicos e antropométricos do estado nutricional
Quanto aos indicadores bioquimicos, foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na avaliacdo entre os grupos
para a hemoglobina glicada no momento basal (p=0,014) (Tabela 4).
Andlises estratificadas requerem cautela na sua interpretacéo, pelo baixo
namero de observagdes. Ainda assim, foi realizada uma anélise
adicional com a retirada dos individuos com DM2 (um no grupo placebo

e dois no grupo simbidtico), uma vez que houve diferenca significativa
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no desfecho mencionado acima. Com a retirada destes individuos, ndo
houve mais diferenca significativa para este desfecho em ambos os
momentos da pesquisa (p>0,05) (dados ndo apresentados). Na avaliagdo
intra-grupo, houve reducéo estatisticamente significativa nas
concentracGes séricas de colesterol total (p=0,002), LDL-colesterol
(p=0,030) e HDL-colesterol (p=0,040) no grupo placebo.

Quanto aos indicadores antropométricos, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na avaliacdo entre 0s grupos
para nenhum desfecho avaliado (Tabela 4). Entretanto, na avaliagdo
intra-grupo, houve reducéo estatisticamente significativa no peso
corporal e no IMC nos grupos placebo (p=0,028 e p=0,022,
respectivamente) e prebidtico (p=0,009 e p=0,006, respectivamente),

bem como na circunferéncia da cintura no grupo simbidético (p=0,031).



140

0150 (§'zs'1) 10 (€'1:8'T-) L'0- @zITT)TT edualali@
219'0 €810 6610 qd-10BA
96%'0 (1'6:9'%) L2 (02T :L'9) E'TT (¢'z1:1'9)8'6 selp 0g
€0T'0 (9'0T :5'%) 9'9 (¥'21:9'8) 8'0T (2'11:€'9) L'8 [eseq
(wy/6d)
9-euldNa|IaU|
850 (Z'si9'e-) 00 (T'v:L'0-) L'T (1'2:2'2)6'T eduaiali@
66L'0 €920 T1€0 qd-1oren
860'0 (e'2:0'0) 6's (L'0T ¥'9) €' (0'0T:L'9)0'8 selp og
£0S'0 (9'6:0'0) 0'c (8'2:9'6) 99 sz L. [eseg
(wy/6d)
g1-euronajiaiu]
.d
10[BA (2=u) oonolquis (g=u) 0ono1gaid (£=u) ogaoe|d soydaysaQ

‘oedejuswa|dns e sode o sajue SOLIQJeWR|LUI SSI0PRIIBIN — € BlageL



141

9€G'0 (€'t T g0 (0'z:6'0) 80 (€'1:0'0060 eduassyi@
2.9'0 5200 6710 qd-101BA
8250 (9'z:€'0)8'T (6'6T :8'0) 0'C (€8T TT)T'C selp 0g
850 (9'c:0'0) 0'0 (2'81:1'0)6'0 (0'8T:6'0) 0'T [eseq
(wy/6d)
0T-euldnsjiaiu|
¥66'0 (c'oT'T's7) 0'z (z'L:8'0) ¥'0 (9'v:€'c)e'e eduasgyl@
86T'0 1280 9.T'0 qd-1o1en
9/6'0 (9'ST :6'9) Z'VT (8'0z:6'2) 6'0T (Z'sT:L'9)T'0T selp og
£19'0 02T ¥'v) €'s (6'vT G'V) 2’8 (L'eT€'2)1'8 [eseq
(wy/6d)
g-euIonajJalu|
d
opp (=) oonoiquiis (8=u) 09n9Igald (1=u) 0gaoe|d s0Y03)s9Q

‘opdenunuo) ‘oedejuswa)dns e sode 9 se)uUL SOLIOIRLIR|LUI SBI0PRIIRIA — £ BlageL



142

909'0 (6'9:2'T) €T (e'sv'0)0's (G's:2'2-) 8'0 edualali@
15€'0 9€0'0 5eL'0 qd-10BA
1G6'0 (6'TT:9't) 8'9 (9'TT:2'9) 1. (8'€T:0D)T'S selp 0g
(02 540) (8'0T:0'0) 0's (6'G:G'E) ¥'v (L'8:L'2) 0' [eseq
(Tuy3d) 0-esowny
9S0.493u ap J0leH
9/6'0 (6'16:€'22-) 0'€S (§'g9:2'9) T2y (£'66 :0'2T-) ¥'12 eduasayl@
1600 9€0'0 6670 qd-1oren
905'0  (6'GEZ ‘G'TOT) 8'8TT (6'8€€ ‘¥'0L) ¥'66 (G'2LT :L'PT) €211 selp og
£69'0 (0'seT :£'e9) £'28 (L'sg€'Ty) €L (6's6 :8'59) 8'69 [eseg
(wy/6d)
0/dgzT-eUIoNag|I81U|
.d
10[BA (2=u) oonolquis (g=u) 0ono1gaid (£=u) ogaoe|d soydaysaQ

‘opdenunuo) ‘oedeiuawajdns e sode a Sejue SOLIOIRWEUI SBIOPRIIRIA — € BlageL



143

"Jeseq JojeA — (seip Qg) Jeul) Joje/ :eduaiayiq sopealed sopep eed UOXOJ[IAN

9P 9158, "SII[BA [BXSn>| 8p 81SaL, “[1Menbialul 0[eAIs)ul 8 BURIP3L W8 Sessaidxa Lei0) SIsRLIEA Sy (epuabia]

G79'0 (9'T'T'e) G'T- (r'1'9's-) 0'2- (6'¢'2'e) 2T vduaIayq

SEL'0 802'0 2.9'0 qd-101A

826'0 (S'0T'T'V) L'9 (S'eT2'v) 9'8 (8'¢z 'g'9) 8's selp 0g

€960 (8'0T:9'27) 0'6 (8'6T :0'8) €'TT (5'0T '5'¢) 6'8 [eseq
(1/6w)
BAIlR3I-D BUI8)01d

d

opp (=) oonoiquiis (8=u) 09n9Igald (1=u) 0gaoe|d s0Y03)s9Q

‘oedenunuo) ‘oedejuswsldns e sode 8 sajue SoLIgIEWR|UI SAIOPRIIRIA — € BJageL



(190°0

28€2°0

6970

L2T'0

1620

£15°0

(0'8:0'62-) 0'T
Gv2'0
Z'TEF0'66

v'8T F0'TTT

(0's-:0'0z-) 0'61-
160'0
¥'82 ¥ 1097

€'8CF128T

(G'zz's'e-) 0'6
¥8T'0
€Oy FT'GET

9'6e ¥ £'9CT

(0'0T0'2T-) G'T-
G98'0
0'vS ¥ 6'66T

¥'GG ¥ 8'86T

(0'2-:0'9T-) 0°LT-
0£0°0
9'2y F ¥'92T

6'87 ¥ €9€T

(0'TT-:0'LT-) 0'ST-
2000
8'09 ¥ 9002

8'8G FV'E€TC

vdualaya

,d-10jep

SEIp O

[eseq

(Ip/Bw)
|0431$3]09-1Q7

eiualgyIq

,d-101ep

Selp 0€

[eseg

(Ip/Bw)
[€10] |0481S3]0D

d
10[ep

(2=u) oonoiquis

(8=u) oonolga.id

(2=u) ogaoe|d

S0U28)s9(

144

‘odejuswa)dns e sode 8 sajue [euOIdLIINU OPERISS Op SOdL3Wodollue 8 SO2IWINboIq Saiopealpu| — {7 elageL



145

¢89L°0 (0'zT '0'v8-) 0'CT- (0'2T'0'91-) §'1 (0'0z ‘0'ze-) 0'c- edualajQ
1.2°0 £€8'0 998'0 pd-101BA
6G8'0  (0'8.T:0'20T) 0°22T (0'29T ‘S'10T) S'L€T (0'80€ '0'8L) 0'T6 Selp 0¢
22L'0  (0'€E '0'%0T) 0'TST (0'0gz '5'26) G'T2T (0'eLz ‘0'v8) 0'€eT [esed
(Ip/Buw)
soapl4a211611 ]
49950 (0'tt0's) 0'c- (0'0:0's-) 0'p- (0'z-'0'6-) 0'¢- eduaIald
eve'0 9500 0v0'0 ,d-101eA
8620 L'SFT'6E e'LFV'CY OTTFT'v selp 0g
9620 T'9F0'TY 6'L F0'Sy L'TTF0'6Y [eseq
(Ip/Bw)
|048159]02-1AQH
d
10[BA (2=u) oonolquis (g=u) 0ono1gaid (£=u) ogaoe|d soydaysa

‘ogdejuswaldns e sode 8 sajue [eUOIDLINU OpelSs Op sodLingwodoliue 8 sod1winbolg salopedlpul — ¢ ejage]



146

4922'0 (v'z '0'82-) G'9- (S'v'6'0-) €T (8'z'8'€T-) T'L- edualajQ
€20 1280 86€'0 od-10/BA
4¢ST'0 (T',e'9'vT) 2'Se (v'ee ‘0'2T) 8'12 (S'vv '2'1E) £'Er Selp 0¢
49€2'0 (€'v¥ 'S'9T) 9'%E (T'e '9'€T) 8'8T (7'0S '9'€T) 6'Sy [esed
(/i)
wnlal ap euljnsu|
(€8L'0 (0'72 '0'8-) 0'C (0'6:S'T) 0'% (0'eT '0'5-) 00 edualald
LIE'0 YT 6,80 ,d-101e/
48500 €'0Z F€9TT L'9F1'86 VLT FEGTT selp 0g
8620 6'vT ¥6'L0T 9'LFT'V6 8'2C F€'9TT [eseq
(Ip/Bw)
wnlal ap e1wasl|o
d
10[BA (2=u) oonolquis (g=u) 0ono1ga.id (£=u) ogaoe|d soydaysaQ

‘oedejuawa)dns e sode 8 sajue [euoldLIINU OpeISe 0p Sodlawodosue 8 sodlwinbolg Salopealpu] — i Blage.L



147

8T€0 (0'0:€'07) 2'o- (¢0'1'0-) 00 @0¥'0-) T'0- edualajQ

9T¥'0 §89'0 650 ,d-101eA

4050°0 0'T*8'S €0FE'S §'0F2'9 selp O¢

4v10°0 ZTF0'9 €0FE'S S'0F€'9 [eseq
(%) epedl|b
eulgojbowsaH

476€'0 (9'T6'9) ¥'T- (€'7:€'0) 90 (6'0'¢'s-) €'0- eduaIald

1T€'0 €920 6670 pd-101en

(72T'0 (0'6'1'%) 0'2 (g'8'82) €'s (g'sT:S'2) L'0T selp g

4790'0 @T1ev)v's (€'g0'e) 'y (¢'812'v) €'1T [eseq
d1-VINOH

d

10[BA (2=u) oonolquis (g=u) 0ono1gaid (£=u) ogaoe|d soydaysa

‘ogdejuswaldns e sode 8 sajue [eUOIDLINU OpelSs Op sodLingwodoliue 8 sod1winbolg salopedlpul — ¢ ejage]



148

£76°0 (00127 0'T- (s'0- '€'1-) 8'0- (T'0-:L'T-) T'T- edualajQ

2900 9000 2200 ,d-101eA

9.€0 0'S FT'Sy 8'S ¥ 8'Gy 2'6 ¥ 6'6Y selp O¢

+€9€'0 Z'SFO0'Y e'SF o'oY '6 ¥ 6'0G [eseq
(zwyB6x) resodio)
BSSe|A 3p d21pu|

(€08'0 (T'05'9-) 6'¢- (¥'1-2'e) 0'e- (v'0-'2'5-) 9'¢- edualald

1500 600'0 8200 ,d-101e/

5970 AR T4 G'8T F9'LTT G'lzF9'CeT selp 0g

£L7'0 v'SC ¥ 0'6¢T 6'LTF6'6TT '8C ¥ €'GET [eseq
(6%) re40di02 0sad

d

10[BA (2=u) oonolquis (g=u) 0ono1ga.id (£=u) ogaoe|d soydaysaQ

‘opdejuswa|dns e sode a Sajue |BUOIJLIINU OPEBISS Op S0dL3Wodollue 8 SO2IWINboIq saiopealpul — {7 ejage L



149

‘[eseq JojeA — (Se1p 0g) [euly JojeA eduaiayiq ‘sopeaed sopep ered UOX0D|IAN 8p 81S3 L, “Opeared | 81sa, ‘SI|[eM
[eXsnuy| 8p 81831, "VAONY 8p 81Sa, ‘[ewlou-0gu 104 0gdinqLisip e opuenb jiuenbisiul ojeAlsiul & euelpaw

W9 3 [ewJou 10} oedinguisip e opuenb oelped 01ASap 8 BIPSW WS SessaIdXa LWeIo) Senuiluod SIBARLIBA SY ‘epushia]

49760 (0'T-'0'9-) 0'¢- (0'0'5's-) 0'p- (0'0'0's) 0'c- eduaIald

1€0'0 1€2°0 850'0 [d-10en
.TEE'0 9'GT F6'2ET 8'€T ¥ 02T L'ETF1'VET selp 0g
972'0 VYT FT'9ET 9'TT F£'92T T'ETF€'L€T [eseg

(wo) eamuid
ep eIoUaIauUNIIID

d

10[eA (2=u) oonolquiis (8=u) oonoigaid (2=u) ogade|d soyeysaQ

‘ogdeiuswaldns & sode 8 Sajue [eUOIDLIINU OPEISa Op SodLnaWodoue 3 soo1winbolg salopedIpul — ¢ eage.L



150

DISCUSSAO

De acordo com 0 nosso conhecimento e com as revisoes

1011 "este 6 0

sistematicas realizadas pelo nosso grupo de pesquisa
primeiro estudo que avaliou o efeito do FOS e de um simbi6tico
contendo FOS em marcadores inflamatérios e indicadores bioquimicos e
antropométricos do estado nutricional exclusivamente em individuos
com obesidade moérbida.

Os resultados ndo mostraram modificacao significativa para os
marcadores inflamat6rios na avaliagdo entre os grupos, embora no grupo
prebidtico houve aumento significativo na 1L-10, IL-12p70 e no TNF-a.
Além disso, mesmo sem significancia estatistica, este grupo apresentou
0 menor aumento de IL-8, foi o Unico grupo que apresentou reducao de
IL-6, refletindo na maior reducdo de PCR entre os grupos. O FOS, assim
como outros prebidticos, é fermentado no limen coldnico por bactérias
sacaroliticas, como as bifidobactérias e os lactobacilos (presentes no
simbiotico utilizado nesta pesquisa), gerando acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), consistindo predominantemente pelo acetato, butirato e
propionato®’. Receptores acoplados & proteina G41 (GPR41) e 43

(GPR43) reconhecem AGCC em tecidos periféricos, sendo expressos

por adipdcitos humanos, células epiteliais coldnicas e células
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mononucleares do sangue periférico®. A interagdo dos AGCC com a
GPR43 pode induzir efeitos anti-inflamatdrios via modulagéo de células
Treg, as quais produzem IL-10, uma citocina associada a tolerancia

imunolégica?®®

e que aumentou significativamente no grupo prebidtico.
No entanto, também houve aumento de citocinas pro-inflamatorias no
presente estudo, especificamente a IL-12p70 e 0 TNF-a. Alguns autores
tém discutido se a GPR41 e GPR43 tem efeitos anti-inflamatérios ou
pré-inflamatdrios ou ambos?. Os estudos que avaliaram o impacto da
ativacdo ou inativacao destes receptores em diferentes situacoes de
doenca foram conduzidos quase que em sua totalidade em camundongos
nocaute para GPR43, os quais ndo mimetizam as complexas interagdes
imunolégicas em doengas nos seres humanos. Enquanto estudos em
camundongos nocaute para GPR43 com colite ou obesidade mostraram
reducdo da inflamacgéo crénica e melhora no controle glicémico, na

secrecdo de insulina e na reducéo da gordura corporal®

, outros
estudos em camundongos com o mesmo fenotipo mostraram aumento da
inflamacé&o crdnica, aumento da massa adiposa e intolerancia a
glicose® . Uma comparacdo sistemética entre padrdes de expressao de
genes humanos e de camundongos durante a inflamac¢éo revelou uma

baixa correlagdo®. Neste sentido, ainda é precoce fazer afirmagdes

contundentes sobre o real efeito de prebidticos ou simbidticos sobre
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desfechos imunoldgicos em humanos, uma vez que o conhecimento
sobre as fungfes destes receptores a partir de estudos em humanos in
vivo € limitada.

No que diz respeito aos indicadores bioguimicos e
antropométricos avaliados, o grupo placebo apresentou redugédo
significativa para colesterol total, LDL-c e HDL-c, os grupos placebo e
prebidtico apresentaram reducao significativa para peso corporal e IMC
e 0 grupo simbiotico apresentou reducéo significativa para a
circunferéncia da cintura. E importante mencionar que o grupo placebo
apresentou maior redugdo no consumo energético (mediana: -573,2
kcal/dia) comparado com o grupo prebiético (mediana: -33,8 kcal/dia) e
simbiotico (mediana: -282,5 kcal/dia). Se extrapolarmos esses valores
para os 30 dias de suplementacéo, o grupo placebo deixou de consumir
aproximadamente 17.000 kcal em um més, enquanto 0s grupos
prebidtico e simbidtico deixaram de consumir, aproximadamente, 1.000
kcal e 8.500 kcal em um més, respectivamente. Neste sentido, era
esperado que houvesse reducéo significativa no peso e no IMC no grupo
placebo, refletindo também nos parametros metabdlicos avaliados. Por
outro lado, mesmo com reducéo de apenas 1.000 kcal em um més, a
reducdo mediana do peso corporal (-2,0 kg) e do IMC (-0,8 kg/m2) no

grupo prebidtico foi muito similar a redu¢do mediana no grupo placebo
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(-2,6 kg e -1,1 kg/m2, respectivamente), ndo havendo diferencas
significativas entre estes grupos. Embora o grupo simbidtico tenha
apresentado reducdo significativa apenas para circunferéncia da cintura,
a reducdo mediana do peso corporal (-2,9 kg, p=0,057) e do IMC foi
quase significativa (-1,0 kg/m2, p=0,067). Uma possivel explicagdo da
reducdo destes indicadores nos grupos prebidtico e simbidtico, mesmo
sem a redugdo expressiva no consumo energético quando comparado ao
grupo placebo, deve-se a regulagédo do metabolismo energético pelo
FOS. O acetato é 0o AGCC mais abundante no c6lon e é o principal
produto da fermentagdo do FOS pelas bactérias intestinais?’. Kimura et
al.®® mostraram que o acetato suprimiu a captacéo de glicose e de acidos
graxos mediado pela insulina em adipdcitos de camundongos selvagens.
Neste mesmo estudo, 0 acetato aumentou a expressao génica de vias
glicoliticas e lipoliticas, aumentando o gasto energético. Outro
mecanismo de acao do acetato associado a reducdo do peso € mediado
pela proteina ligadora de elementos responsivos a carboidratos
(ChREBP), responsavel por ativar a transcricdo de enzimas envolvidas
na gliconeogénese e lipogénese, como a piruvato quinase hepatica (L-
PK) e a cido graxo sintase (FAS). A incuba¢do de AGCC, incluindo
acetato, em uma cultura de hepatocitos de ratos mostrou a inativacéo de

ChREBP*°. Um estudo em ratos mostrou que a administracdo oral de
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acetato reduziu o acimulo de lipidios no tecido adiposo por meio da
reducdo da atividade de diversas enzimas lipogénicas, incluindo a L-PK
e a FAS®. Evidéncias de estudos em modelos animais tém indicado que
os receptores GPR41 e GPR43 podem exercer um papel critico na

homeostase energética*’, como o aumento do consumo de oxigénio****

e
0 maior gasto energético®®. Embora no presente estudo ndo tenha havido
reducéo significativa na ingestao energética, Frost et al.** mostraram que
a administracdo intraperitoneal de acetato em camundongos machos
C57BL/6 resultou em menor ingestdo de alimentos, fato explicado pela
reducdo na atividade catalitica hipotalamica da proteina quinase ativada
por AMP, estimulando a expressao de peptideos anorexigenos, como a
pré-opiomelanocortina, e a reducdo da expressao de peptideos
orexigenos, como o peptideo relacionado ao gene agouti. Entretanto,
ainda ndo esté claro se todos 0s mecanismos relatados ocorrem em
humanos com obesidade e se vias similares podem ser induzidas por
outros metabdlitos microbianos.

Para abordar a questio da reducdo da ingestdo energética com o
uso de FOS em humanos com obesidade, nosso grupo de pesquisa
realizou uma busca sistematica da literatura em quatro bases de dados

(maiores detalhes no Material Suplementar S4) com o objetivo de reunir

os estudos publicados sobre esta questdo. Foram encontrados apenas
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4546 Um deles® foi um ensaio

dois estudos em humanos com obesidade
clinico randomizado, placebo-controlado e duplo cego conduzido em
homens e mulheres com obesidade (todos 0s graus), em que 0s
participantes consumiram cookies enriquecidos com FOS, perfazendo
9,8g de FOS/dia durante 30 dias. Os individuos que consumiram FOS
relataram maior saciedade, menor desejo de comer e maior sensagdo de
plenitude entre 20 e 40 minutos apds o consumo de FOS. Contudo, este
estudo ndo avaliou a ingestéo dietética e ndo mostrou melhora
significativa dos pardmetros antropométricos e metabélicos avaliados. O
outro estudo*® foi um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado e
duplo cego conduzido apenas em mulheres com obesidade, sendo a
maioria com obesidade grau | (média de IMC entre 33 e 34 kg/m?), em
gue as participantes consumiram um xarope de batata Yacon,

perfazendo 0,14 g FOS/kg de peso/dia durante 120 dias
(aproximadamente 10g/dia a cada 70 kg de peso corporal). As mulheres
gue consumiram FOS relataram maior saciedade durante o experimento,
embora, da mesma forma que o presente estudo, ndo houve reducéo
significativa na ingestdo energética, mas houve reducdo do peso
corporal, IMC e circunferéncia da cintura. Os resultados do nosso estudo
em conjunto com os resultados dos estudos supracitados, sugerem que

os efeitos benéficos do FOS no balango energético em humanos com
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obesidade talvez estejam relacionados a mudanca na utilizacdo dos
nutrientes e no gasto energético, ndo necessariamente na reducao da
ingestdo energética. N&o obstante, um estudo de longo prazo®’ (um ano)
que investigou a suplementacao de 20g/dia de trigo com alto teor de
fibra em individuos hiperinsulinémicos (maioria dos participantes com
sobrepeso), mostrou que houve aumento significativo nas concentragdes
plasméticas de acetato e butirato e do peptideo semelhante ao glucagon-
1 (GLP-1), mas que estas mudangas ocorreram entre nove a 12 meses de
suplementacdo, sugerindo que a microbiota intestinal pode demorar esse
periodo para se adequar ao maior contetido de fibras na dieta e promover
beneficios metabdlicos. No que diz respeito as cepas presentes no
simbiotico utilizado, a literatura ainda ndo dispde de estudos suficientes
que esclarecam o efeito destas cepas nestes desfechos.

Os pontos fortes deste estudo sdo: a originalidade da proposta em
avaliar desfechos até entdo ndo investigados (citocinas inflamatérias) em
individuos adultos exclusivamente com obesidade moérbida; a
comparabilidade dos individuos no inicio do estudo, considerando que
individuos com obesidade mérbida podem apresentar importantes
diferencas metabolicas e clinicas; o préprio desenho do estudo
(randomizado, placebo-controlado e triplo cego) e a adeséo a

suplementacdo (> 99%). Por outro lado, algumas limitacdes devem ser
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consideradas na interpretacdo dos achados: o método de amostragem
(ndo probabilistico) pode ter fragilizado o poder e a generalizacdo dos
resultados, embora muitas varidveis de confusdo e modificadores de
efeito neste tipo de estudo estdo presentes nos critérios de exclusdo; ndo
foi avaliado o efeito da suplementagdo na microbiota intestinal devido &
frequéncia irregular na evacuagdo pela maioria dos participantes, o que
impossibilitou verificar se houve alteragdo na composigéo da
microbiota; e a ingestdo dietética pode ter apresentado variagdes intra e
interindividuais, conduzindo a mudancas especificas ha microbiota
intestinal, contudo, os participantes receberam orientacfes dietéticas
padronizadas.

Em concluséo, este ensaio clinico sugere que a suplementacéo de
FOS em individuos adultos com obesidade morbida foi capaz de
aumentar significativamente as concentracdes plasmaticas de IL-10,
IL-12p70 e TNF-a e de reduzir significativamente o peso corporal € o
IMC, enquanto o simbiético avaliado foi capaz de reduzir a
circunferéncia da cintura. A partir dos resultados encontrados, a
suplementacdo de FOS e de simbidtico contendo FOS podem
representar potenciais adjuvantes no tratamento ndo farmacolégico da

obesidade mdrbida, embora mais estudos em humanos com esta situacéo
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de doenga sejam necessarios para se recomendar o uso destes produtos

alimentares na prética clinica.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material suplementar S1 - Orientac¢@es nutricionais oferecidas a

todos participantes durante a pesquisa.

ORIENTACOES NUTRICIONAIS

Retirar/Evitar na alimentacao:

» Embutidos (salsicha, linguica, bacon, mortadela, salame, etc.)

» Enlatados e conservas

» Temperos industrializados (marcas nacionais foram mencionadas,
mas foram omitidas aqui no artigo)

Chocolate

Bebida alcodlica e refrigerante

Acucar refinado

vV V V VY

Evitar adocar os alimentos. Em caso de extrema necessidade:

adocante a base de Stévia.

Incluir na alimentacao:

> 2 litros de agua e consumir chas e sucos (sugestdo: agua saborizada

— acrescente horteld, alecrim, cravo, canela, gengibre).
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» Frutas como: abacaxi, melancia, meldo, goiaba, acerola, morango
(3-4 porcoes/dia)

» Folhosos verde-escuros: couve, horteld, alface e rdcula (2x/dia).

» Alimentos integrais ao invés de refinados (arroz integral, aveia, pdo
integral, granola sem acucar, etc.).

» Leguminosas: feijao (todos os tipos), lentilha, soja, quinoa,
amaranto.

» Carnes magras (de preferéncia brancas): peixe, frutos do mar,
frango sem pele, ovos (de preferéncia caipira e ndo fritos).

» Controlar o consumo de sal, evitar excessos. N&o levar o saleiro a
mesa. Temperar a salada somente com azeite de oliva e limdo. Pode

acrescentar linhaga, gergelim, etc.

DICAS

- N4o pule nenhuma refeicdo. Faca 3 grandes refei¢Ges (café da
manhd, almoco e janta) e 2-3 pequenos lanches entre as grandes
refeicdes.

- Prepare todo e qualquer tipo de carne retirando toda a gordura

aparente e/ou peles.
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- Alimentos como: azeite de oliva, sementes de linhaca, de
girassol, peixes, aveia, farinha de mandioca, soja e leite de soja auxiliam
no combate ao colesterol elevado.

- A castanha de caju granulada pode também ser usada para
temperar as saladas, assim como o azeite de oliva, suco de limao,
gergelim ou linhaca (use 1 colher de sopa).

- Manter horario regular para as refei¢des (ndo ultrapassar 3 horas
sem comer).

- Mastigar bem os alimentos (tempo minimo para cada refeigdo
de 20 min para as grandes refei¢Ges e 10 minutos para as pequenas
refeicdes, apreciar e sentir o sabor dos alimentos); a comida deve ser
engolida quando em consisténcia pastosa.

- Evitar liquidos durante as refei¢des. Espere no minimo 40

minutos para beber dgua ou sucos.
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Material suplementar S2 - Orientacdes aos participantes durante o

periodo da suplementacéo.

Durante o periodo da pesquisa (30 dias), evitar:

- Praticar atividade fisica intensa, ou seja, correr velozmente,

caminhada veloz em colina/montanha (por exemplo, em trilhas),

pedalada répida, ginastica aerdbica, natagdo rapida, carregar cargas

pesadas (> 20 kg).

- Consumir bebida alcoolica.

- Consumir alimentos enriquecidos com prebidticos, probidticos

ou simbiéticos, tais como:

Kefir

Kimchii

Missoshiro

Chucrute

Coalhada

Molho shoyu (ou molho de soja)

Alguns tipos de iogurtes (Marcas de iogurtes nacionais
enriquecidos com probidticos foram mencionadas, mas serdo

omitidas aqui no artigo)
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o Leite fermentado (Marcas de leite fermentado nacional foram

mencionadas, mas serdo omitidas aqui no artigo).

IMPORTANTE: Sempre olhar o rétulo para se certificar de que o

produto ndo contenha prebiodtico e probidtico. Palavras como “fibras” na
embalagem sdo sindnimos para prebiodticos e palavras como “cultura
viva” e “cultura ativa” na embalagem também sdo sindbnimos para

probioticos.

Observacdo: Ao uso de qualquer medicamento ou suplemento

nutricional, anotar o nome, dose e tempo utilizado.
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Material suplementar S4 — Busca sistemética da literatura sobre o

efeito do FOS na fome e saciedade em humanos.

A busca por estudos potencialmente elegiveis foi realizada em
maio de 2015 pelo nosso grupo de pesquisa (visando discusséo interna)
em quatro bases de dados (PubMed, Scopus, Web of Science e
CENTRAL (The Cochrane Central Register of Controlled Trials)) e nas
referéncias dos estudos incluidos. Esta busca foi atualizada em 10 de
maio de 2018. Os critérios de elegibilidade foram: ensaios clinicos
randomizados e controlados; uso de FOS em seres humanos; estudos
que avaliaram desfechos relacionados a fome e saciedade; publicados
nos idiomas inglés, espanhol e portugués.

A estratégia de busca adotada foi a seguinte: (prebiotic* OR
inulin OR fructooligosaccharid* OR fructo-oligosaccharid* OR “inulin-
type fructan”) AND (hunger OR fullness OR “desire to eat” OR meal
OR *consumption OR appetite OR satiety OR satiation OR satisfaction
OR *intake OR eating OR ingestion).

As listas de referéncias resultantes em cada base de dados foram
transferidas para um software gerenciador de referéncias, a fim de

subsidiar as etapas seguintes de identificacdo e exclusdo de estudos
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repetidos, além de facilitar o processo de selecdo dos estudos. Nenhum
filtro para refinar a pesquisa foi utilizado.

A triagem dos estudos foi realizada pela leitura dos titulos, sendo
eliminados aqueles muito discrepantes dos objetivos da busca. Os
estudos cujos titulos forneceram aparente elegibilidade, tiveram resumo
e texto completos analisados para confirmagdo do preenchimento dos
critérios de incluséo.

E importante destacar que esta busca sistematica foi realizada por
dois revisores de forma independente. Em qualquer divergéncia de
opinido, os artigos foram consultados novamente por ambos 0s revisores
até se chegar a um consenso.

A busca nas quatro bases de dados gerou 8.916 registros.
Excluindo os registros repetidos e aqueles claramente ndo elegiveis na
analise de titulos e/ou resumos, restaram 40 registros para serem
avaliados. Destes, somente cinco utilizaram o FOS em humanos, sendo .
dois em situacdo de obesidade. Nenhum estudo adicional foi encontrado

nas listas de referéncias dos estudos incluidos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta secdo iremos discorrer sobre algumas consideragdes

adicionais dos estudos realizados e levantar perspectivas tedricas para a
melhor compreenséo dos achados.

a) Consideragdes adicionais sobre o estudo de revisédo

>

sistematica:

Elaboramos este estudo com rigor metodoldgico adequado, de
acordo com as recomendagdes do PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis)
(LIBERATI et al., 2009), publicada em periédico de Qualis
CAPES Nutricdo Al. Apenas ensaios clinicos randomizados,
controlados e duplo/triplo cegos foram incluidos na revisdo.
Estudos que combinaram outros imunomoduladores com
prebidticos ou simbidticos ndo foram incluidos, evitando
confundimento sobre o real efeito destes produtos alimentares
sobre a inflamagdo associada a obesidade.

Salientamos que boa parte dos estudos incluidos (sete dos dez
estudos) ndo consideraram marcadores inflamatdrios como
desfechos primérios, portanto, poucos marcadores foram
avaliados, especialmente as citocinas inflamatdrias, suscitando
maior nimero de estudos que avaliem estes desfechos.

Na avaliacdo do risco de viés e da qualidade do relato, algumas
informacBes  importantes, tais como:  randomizacao,
ocultamento da alocacdo e cegamento dos avaliadores de
desfecho foram superficialmente ou ndo descritos na maioria
dos estudos. Além disso, outras informacdes metodologicas
relevantes ndo foram descritas ou foram superficialmente
descritas, tais como: detalhes sobre a intervencdo, condigfes
clinicas dos participantes, medicamentos ou outros suplementos
recebidos, dados do estilo de vida, rotas de entrega do
suplemento e métodos para avaliar a adesdo a suplementacao.
Devido a heterogeneidade metodolégica dos estudos incluidos,
ndo foi possivel estabelecer recomendacdes especificas de dose
e tempo de suplementacdo dos prebidticos e simbidticos para
exercer acdo imunomoduladora em individuos com sobrepeso
e/ou obesidade.
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b) Consideracdes adicionais sobre o ensaio clinico

>

randomizado:

De acordo com as revisdes sistematicas realizadas pelo nosso
grupo de pesquisa (BESERRA et al., 2015; FERNANDES et
al., 2017) e pela atualizacdo da busca destes estudos descrita na
subse¢do 2.6.2, este é o primeiro ensaio clinico randomizado,
placebo-controlado e triplo cego em individuos exclusivamente
com obesidade morbida (IMC > 40 kg/m*) que buscou
investigar o efeito de prebidtico (FOS) ou simbidtico contendo
FOS em marcadores inflamatdrios e indicadores do estado
nutricional.

Quanto a dose e o tempo de suplementagdo, ndo ha consenso na
literatura sobre esta questdo. Estudos que buscam modular a
microbiota intestinal humana geralmente o fazem por periodos
limitados de tempo, por questdes financeiras, logisticas e para
evitar desisténcias dos participantes. Contudo, a microbiota
intestinal modifica rapidamente diante de uma intervencdo
nutricional (menos de 24 horas), assim como retorna aos
valores basais pouco tempo apds a interrupcdo da intervengdo
(WU et al., 2011; DAVID et al., 2014). Mesmo com mudancas
benéficas na composicdo da microbiota intestinal, pode ndo
haver consequéncias benéficas para a salde. O estudo de Wu et
al. (2011) mostrou que a mudanca na dieta por 10 dias causou
alteracdes significativas e rapidas na microbiota intestinal,
embora insuficientes para fazer o individuo mudar de um
enterotipo para outro, sugerindo que uma intervencdo de longo
prazo é necessaria para se observarem efeitos positivos a salde.
Nas revisbes sistematicas conduzidas pelo nosso grupo de
pesquisa, estudos com doses pequenas e de curto prazo
apresentaram  melhora  significativa nos  marcadores
inflamatorios, perfil lipidico e glicémico, assim como estudos
com doses grandes e de longo prazo ndo observaram melhora
significativa, e vice-versa. Portanto, ndo esta claro qual a dose e
por quanto tempo essas altera¢des precisardo ser implementadas
para alterar permanentemente a microbiota intestinal e
modificar o curso da doenca. Ensaios clinicos randomizados,
controlados e duplo/triplo cegos que buscam investigar 0s
efeitos a salde humana de prebiodticos, probidticos ou
simbioticos por diferentes quantidades de tempo, em diferentes
doses, através de diferentes rotas de entrega serdo, portanto,
fundamentais para se chegar a uma resposta. Embora sejam
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questbes complexas que exigirdo esfor¢o significativo para
serem respondidas, o nimero de estudos nesta tematica tem
aumentado substancialmente nos Gltimos anos.

Utilizar maltodextrina como placebo foi uma decisdo baseada
em diversas leituras e discussdo entre os pesquisadores. Ao
nosso entendimento, um placebo deve ser semelhante em se
tratando de caracteristicas sensoriais do suplemento utilizado
como intervencdo, bem como, diferir na composicdo apenas
pela auséncia da substancia que esta sendo testada. Os préprios
pesquisadores consumiram os suplementos antes de iniciar o
estudo, ndo sendo observadas diferencas do ponto de vista
sensorial, nem no modo de diluicdo dos produtos. A maioria
dos estudos com prebidticos, probidticos ou simbidticos que fez
uso de placebo, utilizou a maltodextrina. Qualquer produto
ingerido pode alterar a microbiota intestinal, no entanto, como o
meio pelo qual o prebidtico e o simbidtico alteram os desfechos
avaliados ¢ justamente pelos produtos da fermentagdo
microbiana, como 0s AGCC (acetato, propionato e butirato), o
placebo a ser utilizado ndo deveria promover a formacdo destes
compostos. A maltodextrina é um carboidrato digerivel e ndo
fermentavel, assim, ndo se espera que tenha havido estimulo a
producéo de produtos da fermentagcdo microbiana pelo uso deste
ingrediente. Por outro lado, ¢ de conhecimento geral que a
maltodextrina tem o mesmo indice glicémico do amido, o que
poderia ter contribuido para alteracbes dos parametros
glicémicos. No entanto, ndo foi orientado o consumo da
dosagem diaria do suplemento em apenas um Unico momento,
mas em dois momentos distintos, em jejum ou no intervalo das
refeicBes, reduzindo a possivel elevacdo na glicemia com o uso
do placebo. Adicionalmente, todos os individuos estavam em
jejum noturno de oito a 10 horas para realizacdo da coleta de
sangue, desse modo, espera-se que ndo tenha havido impacto do
uso de maltodextrina nos desfechos avaliados.

Embora o tamanho amostral ndo tenha sido grande, vale
destacar que os principais fatores de confusdo neste tipo estudo
foram considerados como critérios de exclusdo ou foram
avaliados durante o estudo, mostrando que ndo havia diferencas
significativas no momento basal. O objetivo foi obter amostras
comparaveis do ponto de vista demografico, dietético,
bioquimico e clinico, permitindo inferéncias mais confiaveis.
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» Quanto aos individuos perdidos no seguimento, aqueles

perdidos por ndo retornarem ao hospital para a Gltima avaliacao,
ndo o fizeram por incompatibilidade de agenda, pois estes
tinham compromissos laborais em horério comercial e ndo
foram liberados para a avaliacdo no hospital. Em contato por
telefone, nenhum destes individuos relatou a presenca de efeitos
adversos ou outras intercorréncias, além de estarem ingerindo o
suplemento ofertado conforme a orientagdo dos pesquisadores.
Normalmente individuos que sdo perdidos no seguimento
apresentam piores desfechos quando comparados aos
individuos que continuam na pesquisa. No entanto, neste caso,
ndo parece ter sido este 0 motivo.

E importante discutir sobre um grande diferencial entre estudos
em seres humanos e em animais: 0s seres humanos vivem em
um ambiente livre, ndo controlado, portanto, sujeitos a
variagdes ambientais diversas que podem moldar os resultados
de uma pesquisa. Ainda que haja ajuste estatistico para
diferentes fatores de confusdo, fatores mediadores ou de
interacdo, um estudo clinico dificilmente estara totalmente livre
de vieses. Este pressuposto é corroborado pela colaboragédo
Cochrane, uma vez que sua ferramenta de avaliagéo do risco de
viés deixa claro que pode haver alto, incerto ou baixo risco de
viés, ndo auséncia total de viés. Por outro lado, faz-se
necessério verificar se os efeitos benéficos encontrados nos
estudos com animais ou in vitro se replicam em humanos.
Grande ndmero de estudos em animais tem encontrado
resultados promissores com o uso de prebidticos, probiéticos e
simbidticos, no entanto, em seres humanos os resultados ainda
sdo conflitantes. Um artigo de opinido publicado no periddico
Nature em maio de 2017 (SUEZ; ELINAV, 2017) que citou
uma das revisdes sistematicas do nosso grupo de pesquisa
(BESERRA et al., 2015) comenta exatamente esta questdo, que
a maioria dos estudos que mostram efeito benéfico a salide com
0 uso de prebiodticos, probidticos e simbi6ticos foram
conduzidos em animais ou in vitro, e que 0s estudos em
humanos que mostram efeitos benéficos com o uso destes
produtos alimentares ainda ndo elucidaram quais sdo o0s
mecanismos associados a estes beneficios em diferentes
composi¢cdes microbianas, além de considerar que pode haver
variac@es interindividuais da microbiota intestinal, deste modo,
nem sempre o grupo controle é comparavel com o grupo



185

intervencdo do ponto de vista da microbiota intestinal. De fato,
cada individuo apresenta uma microbiota intestinal especifica,
sendo que esta microbiota pode variar todos os dias (DAVID et
al., 2014), dependendo de fatores genéticos e da exposi¢do a
fatores ambientais que alteram a microbiota, como o tipo de
parto, amamentacdo, dieta, uso de medicamentos, doencas
agudas ou cronicas, higiene, idade, estilo de vida (estresse,
horas de sono, atividade fisica), vacinacdo, grau de
processamento dos alimentos, inclusive o contato prévio com
animais e o ritmo circadiano (TAMBURINI et al., 2016). Além
disso, a estrutura e a diversidade da microbiota intestinal variam
substancialmente entre diferentes populagGes, tanto na infancia
quanto na vida adulta (YATSUNENKO et al., 2012). E
praticamente impossivel controlar todas estas variaveis em
estudos com seres humanos, especialmente naqueles com
obesidade moérbida. Portanto, se, hipoteticamente, replicarmos
hoje todos os estudos em humanos sob as mesmas
circunstancias clinicas, provavelmente a microbiota intestinal
destes individuos ndo seria a mesma e os resultados
provavelmente ndo seriam os mesmos. Em outras palavras, a
reprodutibilidade dos estudos que verificam o efeito de
moduladores da microbiota intestinal em humanos deve ser
debatida no meio cientifico. Para minimizar esta situagdo, €
essencial que haja a coleta de diferentes variaveis demogréficas,
clinicas, dietéticas e laboratoriais e que haja uma descrigdo
detalhada dos métodos nos artigos publicados, uma vez que
grande numero de varidveis pode modular a microbiota
intestinal. Em nossas revisdes sistematicas (BESERRA et al.,
2015; FERNANDES et al., 2017) percebemos a fragilidade no
detalhamento metodoldgico da maioria dos artigos incluidos,
com descricdo superficial dos métodos implementados. Em
diferentes momentos o grupo de pesquisa entrou em contato
com os autores correspondentes destes estudos para coletar
dados adicionais ndo incluidos na publicacdo original. Portanto,
de acordo com a nossa opinido, editores, revisores e autores
devem ir além do desenho tradicional de um ensaio clinico
randomizado, controlado e duplo/triplo cego para estudos que
buscam verificar o efeito de moduladores da microbiota
intestinal em humanos. A coleta do maior nimero de dados que
caracterizam os participantes dos estudos é essencial, assim
como de potenciais fatores de confusdo. Adicionalmente, para
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os estudos que também buscam investigar o impacto da
suplementacdo na microbiota intestinal, correlacionando as
mudangas na microbiota com as mudangas nos outros desfechos
avaliados, verificar apenas a composicdo da microbiota
intestinal ¢é insuficiente, pois a composicdo ndo reflete
necessariamente a simbiose estabelecida entre as bactérias, nem
os metabdlitos produzidos por estas. Se possivel, os estudos
deveriam implementar as tecnologias “Omicas”, como a
metagendmica, metaboldmica e metabondmica, a fim de
explorar as interacGes entre a microbiota intestinal e o
hospedeiro.

» Para destacar a forga das evidéncias deste trabalho, executamos
um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado e triplo
cego, minuciosamente planejado. Muitos fatores de confusdo
neste tipo estudo foram considerados como critérios de
exclusdo ou foram avaliados no percurso do estudo, sem
diferencas significativas entre os grupos de tratamento. A
adesdo a suplementagdo nos participantes avaliados foi
excelente e pequeno nimero de participantes relatou a presenca
de efeitos adversos. Mesmo aqueles que relataram estes efeitos,
ndo houve desisténcia do estudo por este motivo.

Por fim, baseado neste e nos estudos prévios realizados pelo
grupo de pesquisa, acreditamos que a suplementagdo de 11g/dia de FOS
em individuos com obesidade morbida durante 30 dias promove efeitos
imunomoduladores e de reducdo de indicadores antropométricos,
enquanto a suplementacdo de 11g/dia de simbiético contendo FOS induz
a reducdo de indicadores antropométricos. Como a reducdo do peso e da
gordura corporal, especialmente a visceral, pode conduzir a melhora de
desfechos inflamatérios e metabdlicos em longo prazo, sugere-se a
realizacdo de novos estudos com maior tempo de suplementacéo, a fim
de verificar possiveis efeitos destes produtos alimentares nos desfechos
avaliados.
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APENDICES
APENDICE A — Orientag@es aos participantes durante a suplementacao.
Durante o periodo da pesquisa (30 dias), evitar:

- Praticar atividade fisica intensa, ou seja, correr velozmente,
caminhada veloz em colina/montanha (por exemplo, em trilhas),
pedalada répida, ginastica aerdbica intensa, natacdo rapida, carregar
cargas pesadas (> 20 kg).

- Consumir bebida alcodlica.

- Consumir alimentos enriquecidos com prebiéticos, probiéticos
ou simbioticos, tais como:

* Kefir

« Kimchii

* Missoshiro

« Chucrute

* Coalhada

» Molho shoyu (ou molho de soja)

» Alguns tipos de iogurtes (marcas de iogurtes foram
mencionadas, mas foram omitidas nesta Tese de Doutorado)

* Leite fermentado (marcas de leites fermentados foram
mencionadas, mas foram omitidas nesta Tese de Doutorado).

IMPORTANTE: Sempre olhar o rétulo para se certificar de que o
produto ndo contenha prebidtico e probiodtico. Palavras como “fibras” na
embalagem sdo sindnimos para prebidticos e palavras como “cultura
viva” e “cultura ativa” na embalagem também sdo sinbnimos para
probidticos.

Observacdo: Ao uso de qualquer medicamento ou suplemento
nutricional, anotar o nome, dose e tempo utilizado.
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

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

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

1. Instituicdo sede da pesquisa: Departamento de Nutricdo (NTR) do
Centro de Ciéncias da Salde (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 a resposta inflamatéria e indicadores do estado
nutricional em individuos com obesidade mérbida: um ensaio clinico,
randomizado, placebo-controlado e triplo cego.

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

4. Garantia de informacdo 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 participagdo, a qualquer momento. Mesmo que 0(a)
Senhor(a) ndo queira participar do estudo, ndo haverd nenhuma
desvantagem, inclusive em relagdo ao seu tratamento e aos cuidados que
tenha direito a receber.

5. Descricdo do estudo: A pesquisa acontecerd no Hospital
Universitario Polydoro Ernani de S&o Thiago, localizado no Campus
Universitario, municipio de Florianépolis, estado de Santa Catarina.
Serdo convidados a participar do estudo pessoas com diagnostico de
obesidade mérbida. Neste estudo, pretende-se avaliar se a
suplementacdo de prebidtico ou simbiotico apresenta beneficios a salide
humana. Prebioticos sdo produtos alimentares ndo digeridos pelo corpo
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e que estimulam o crescimento de bactérias benéficas no intestino.
Probidticos sdo microbios vivos (ou bactérias vivas) que, quando
ingeridos em quantidades adequadas, produzem beneficios & salde
humana. Essas bactérias sdo consideradas seguras para 0 consumo,
desde que consumidas na dose correta. Ja os simbiéticos sdo produtos
gue contém tanto prebioticos quanto probidticos. Entre os beneficios que
estes suplementos podem trazer, destaca-se a melhora da salide 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 duvida se estes
suplementos podem trazer todos estes beneficios. Assim, o resultado da
pesquisa pode trazer informacBes importantes para individuos que tem
esta condicdo de saude (obesidade).

Caso aceite participar, serdo coletados: dados do prontuario; peso,
altura e circunferéncia da cintura; amostras de sangue para avaliagdo em
laboratério.

As avaliagOes serdo realizadas em quatro momentos: na primeira
consulta, 15, 30 e 60 dias apds a primeira consulta. O Senhor(a)
receberd um tipo especifico de suplemento (placebo OU prebidtico OU
simbidtico) na quantidade de 12 gramas por dia. A ingestdo dos
suplementos terd duragdo de 30 dias, e serd iniciada logo apds a primeira
consulta no respectivo ambulatério. Apés este periodo a suplementagéo
sera encerrada, mas o Senhor(a) serd acompanhado por mais 30 dias,
totalizando 60 dias de pesquisa. Em todos os momentos da pesquisa (O,
15, 30 e 60 dias) havera coleta de dados clinicos, de sangue, de peso,
altura e circunferéncia da cintura.

E importante esclarecer que havera uso de placebo (substancia
inativa). Neste estudo, 0 placebo que sera utilizado é a maltodextrina,
um produto alimentar proveniente do amido de milho. A suplementacéo
com placebo é necessaria para verificar se a suplementacdo de
prebidtico ou simbidtico traz beneficios a salde de individuos obesos
comparado aos individuos que sdo suplementados com uma substancia
inativa.

E importante deixar claro que o(a) Senhor(a) ndo podera escolher
qual suplemento quer receber. Durante o periodo da pesquisa, nem o(a)
Senhor(a), nem o0s pesquisadores terdo conhecimento de qual
suplemento o(a) Senhor(a) recebeu, apenas ao término do estudo sera
revelado qual suplemento foi fornecido. Em todos os quatro momentos
do estudo serd necessario que o(a) Senhor(a) forneca 20 mL de sangue
(totalizando 80 mL na soma dos quatro momentos) que serdo coletados
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pela equipe do laboratorio de andlises clinicas do HU. Essas amostras de
sangue serdo usadas para dosagem de substancias 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
utilizacéo dos dados do seu prontuario. Reafirmo o compromisso ético
da ndo violaco destas informacdes.

6. Riscos e desconfortos: Os efeitos prejudiciais decorrentes da
suplementacdo de prebiotico e simbidtico ndo sdo frequentes, entretanto,
pode ocorrer aumento de gases, nduseas e dor na barriga. Estudos em
individuos sem obesidade ou que realizaram cirurgia de reducdo do
estdbmago nao apresentaram efeitos prejudiciais a salde humana apds a
suplementacdo dessas substancias. Caso o(a) Senhor(a) aceite participar
do estudo e ocorra algum desconforto ap6s o inicio da suplementagéo,
favor interromper o consumo e entrar em contato com os pesquisadores.
Importante: Se vocé for alérgico a prebi6tico e/ou simbidtico e/ou
maltodextrina, NAO aceite participar do estudo. No que diz respeito &
coleta de sangue, pode existir desconforto decorrente da entrada da
agulha e retirada do sangue. Com relacdo a coleta de peso, altura e
circunferéncia da cintura, o estudo ndo prevé riscos. Ainda assim, se
houver qualquer dano a sua saude decorrente da sua participacdo na
pesquisa, o(a) Senhor(a) recebera todo o tratamento gratuitamente,
inclusive despesas com transporte ou medicamentos, sem custos para
o(a) Senhor(a), assim como tera direito a indenizacdo por danos, por
parte do pesquisador e da instituicdo envolvida nas diferentes fases da
pesquisa.

7. Beneficios: Ao participar desta pesquisa vocé ndo 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 com
obesidade mérbida.

8. Custos: O(a) Senhor(a) ndo tera nenhum gasto com a pesquisa, uma
vez que os procedimentos serdo feitos na prépria instituicdo onde é
realizado o tratamento da obesidade e os suplementos serdo doados pelo
pesquisador.
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9. Esclarecimentos e duvidas: Se o(a) Senhor(a) tiver alguma duvida
em relagcdo 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 o doutorando Ricardo
Fernandes pelos seguinte meios: telefone fixo: (48) 3721-9784 (ramal
23); telefone celular: (48) 9615-6587 / 9997-9941; e-mail:
erasmotrindade@gmail.com; ricardontr@gmail.com. O(a) Senhor(a)
pode também entrar em contato com o pesquisador responsavel, Prof.
Dr. Erasmo Trindade, no seguinte endereco: Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de
Nutricdo, 3° andar, sala 214, Rua Delfino Conti, s/n, Trindade,
Floriandpolis, Santa Catarina.

Se o(a) Senhor(a) estiver de acordo em participar do estudo,
garantimos que as informagdes 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 nome seja mencionado
em parte alguma.

Esta pesquisa estd pautada nas orientagcdes e recomendacBes da
Resolucdo do Conselho Nacional de Saude 466/2012 e suas
complementares.

Se tiver ddvidas sobre seus direitos, o(a) Senhor(a) pode entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina, coordenador Washington
Portela de Souza pelo telefone (48) 3721-6094 ou diretamente no
préprio Comité que fica localizado no prédio Reitoria I, 4° andar, sala
401, Rua Desembargador Vitor Lima, n° 222, Trindade, Floriandpolis,
Santa Catarina.

CONSENTIMENTO DO SUJEITO DA PESQUISA

LU ,
portador do (€S Fone para
CONLALO: ... ieveie et concordo de maneira livre e esclarecida

em participar da pesquisa: Efeito da suplementacdo de prebidtico e
simbidtico sobre a resposta inflamatéria e indicadores do estado
nutricional em individuos com obesidade moérbida: um ensaio clinico,
randomizado, placebo-controlado e triplo cego. Além de ter lido e
entendido todas as informacdes fornecidas sobre minha participacdo na
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pesquisa, tive oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as
minhas ddvidas foram esclarecidas satisfatoriamente. Foi-me garantido
gue posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento,
assisténcia e/ou tratamento.

Florianépolis, de de 201__.

Nome e assinatura do paciente

Prof. Dr. Erasmo B. S. M. Trindade Ricardo Fernandes
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APENDICE C — Caracterizacéo dos individuos.
N° prontuério HU/UFSC: N° da randomizacéo:

Nome:

E-mail:

Telefones:

Procedéncia/Endereco:

Sexo: () Masculino () Feminino
Intervengdo cirlrgica anterior no trato gastrointestinal: ( ) Ndo ( ) Sim

Se sim, qual:

Comorbidades:

Medicamentos previamente utilizados (antes da inclusdo no
estudo):

Data de nascimento: / /

Data de inicio da suplementacdo: / /

Data do término da suplementacéo: / /

NUmero de suplementos ingeridos:
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APENDICE D — Avaliagéo antropométrica e laboratorial.

AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Estatura:

Marcador

M, (Basal)

M (30 dias)

Peso atual (kg)

IMC (kg/m?)

Circunferéncia da cintura (cm)

AVALIACAO LABORATORIAL

Marcador

M, (Basal)

M; (30 dias)

PCR (mg/L)

Albumina (g/dL)

Sédio (mEg/L)

Potéssio (mEq/L)

Fésforo (mg/dL)

Vitamina D (ng/mL)

Vitamina By, (pg/mL)

Acido folico (ng/mL)

Ferro sérico (ug/dL)

Calcio sérico (mg/dL)

Insulina (1U/mL)

Glicemia de jejum (mg/dL)

Hemoglobina glicada (%)

Colesterol total (mg/dL)

HDL-c (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

Hemaceas (milhdes/mm3)

Hemoglobina (g/dL)

Hematdcrito (%)

Volume Corpuscular Médio (u2 fl)

Hemoglobina Corpuscular Média
(P9)

Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (g/dL)

Leucocitos (p/mm?)
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Segmentados (niimero absoluto)

Linfocitos (nimero absoluto)

Mondcitos (nimero absoluto)

Eosindfilos (niimero absoluto)

Basofilos (numero absoluto)

Contagem de plaquetas (p/mm3)

AST (U/L)

ALT (U/L)

Gama-GT (U/L)

Fosfatase alcalina (U/L)

TSH (pIU/mML)

Paratormdnio (pg/mL)

Transferrina (mg/dL)

Ferritina (ng/mL)

CLFL (ug/dL)

CLFT (ug/dL)

indice de saturacéo da transferrina
(%)
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APENDICE E — Parametros clinicos

Farmacos utilizados:
Mg —
M, —

AlteracBes gastrointestinais:
Mo- ( ) Néo ()Sim Quais:
M; - ( ) Nao () Sim Quais:

Presenca de constipacao (segundo critérios do ROMA 1V, 2016):
Mo —
M; —

Consisténcia e formato das fezes (segundo critérios da Escala de Bristol,
1997):

Mo— ()1 ()2 ()3 ()4 ()5 ()6 ()7
M-(0)1 ()2 ()3 ()4 ()5 ()6 ()7

Uso de suplementos vitaminicos e minerais: () N&o () Sim
Qual:

Dose:

Prética de atividade fisica:
() Néo () Sim
Quantas vezes por semana:
Tipo de atividade:
Duracdo da atividade:

*Somente para 0 sexo feminino:

Periodo menstrual regular: ( ) Sim () Néo

Data da dltima menstruacéo: / /

Menopausa: ( ) Sim ( ) Ndo

Auséncia de ovulacdo por contracepcdo hormonal continua: ( ) Sim
( ) Néo
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APENDICE F — Formulario para registro de ingestdo do suplemento.

FORMULARIO PARA REGISTRO DE INGESTAO DO
SUPLEMENTO

Nome:

Lembre-se de consumir o conteldo de dois (2) sachés por dia. Cada
saché deve ser diluido em 100 mL de agua em temperatura ambiente,
em jejum e no intervalo das refeicdes.
Devem ser consumidos todos os dias, durante trinta (30) dias.
Em caso de problemas com o consumo, entre em contato com o
nutricionista Ricardo Fernandes pelo telefone (48) xxxxxxxxx ou (48)
XXXXXXXX ou ainda pelo e-mail: xxxxxxxxx. A ligacdo pode ser feita a
cobrar.
» Marque um “X” no quadradinho se vocé ndo consumiu o
suplemento no dia.
» Marque “1” no quadradinho se vocé consumiu o contetido de
apenas um suplemento no dia.
» Marque “2” no quadradinho se vocé consumiu o contetido de
dois suplementos no dia.

Dia / /

Dia / /

Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
Dia / / Dia / /
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APENDICE G — Nota de imprensa.

De acordo com a defini¢do do Colegiado Delegado do PPGN-UFSC em
14 de abril de 2015, a nota de imprensa € material obrigatorio para todas
as teses, com texto direcionado para a populacdo em geral para divulgar
os resultados. Esta nota de imprensa sera enviada ao Divulga UFSC, que
é um informativo diario produzido pela Agéncia de Comunicacéo da
UFSC (Agecom) que tem o objetivo de difundir as noticias
institucionais focadas no dia a dia da Universidade e os principais
eventos académicos e culturais. Normalmente os jornalistas da Agecom
solicitam o envio de releases com até 3.000 caracteres (entre 400 e 450
palavras).

NOTA DE IMPRENSA

PREBIOTICO E SIMBIOTICO CONTRIBUEM PARA A PERDA
DE PESO E DA MASSA CORPORAL TOTAL EM INDIVIDUOS
COM OBESIDADE GRAVE

Estudo desenvolvido no Programa de Po6s-Graduagdo em
Nutricdo da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) pelo
Doutor em Nutricdo, Ricardo Fernandes, sob orientacdo do Prof. Dr.
Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade, mostrou que 0 consumo
diario de 11 gramas de prebidtico ou de simbiético durante 30 dias em
individuos com obesidade grave promove maior reducdo do peso, da
massa corporal total e da circunferéncia da cintura comparado aos
individuos que consumiram uma substancia inativa (placebo).

Prebidticos sdo produtos alimentares ndo digeridos pelo corpo e
que estimulam o crescimento de bactérias benéficas no intestino. O
prebidtico utilizado foi o fruto-oligossacarideo, presente em diversos
alimentos, como cebola, aspargos, alcachofra, alho, trigo, banana e
tomate. Simbidticos sdo produtos alimentares que contém tanto
prebidticos quanto probidticos. Probidticos sdo bactérias vivas que,
quando ingeridas em quantidades adequadas, conferem beneficios a
salde do ser humano. Os probitticos que faziam parte do simbidtico
utilizado foram alguns tipos especificos de lactobacilos e
bifidobactérias, micro-organismos que sdo facilmente encontrados no
leite fresco e seus derivados (por exemplo, iogurtes, queijos, leite
fermentado e kefir).
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O estudo é resultado de uma tese de doutorado que envolveu 22
adultos com obesidade grave no Hospital Universitario Polydoro Ernani
de Séo Thiago (HU/UFSC). A obesidade grave foi avaliada por meio do
indice de massa corporal, uma medida internacionalmente usada que
serve para avaliar o peso do individuo em relacdo a sua altura e assim
indicar se esta dentro do peso ideal, acima ou abaixo do peso desejado.
Os individuos com obesidade grave estdo muito acima do peso ideal,
com acuimulo de gordura em todo o corpo, especialmente na regido
abdominal. Este excesso de peso pode causar diversas doengas, como
diabetes, pressdo alta e problemas no coragéo.

O provavel mecanismo que atribui ao fruto-oligossacarideo o
efeito de reducdo do peso corporal, da massa corporal total e da
circunferéncia da cintura, envolve a fermentacdo deste produto pelas
bactérias que vivem no intestino do ser humano, incluindo os
probidticos, gerando produtos que sdo absorvidos e utilizados por
diversos 6rgdos do nosso corpo. Esses produtos podem aumentar a
atividade metabolica, o gasto de energia e dificultar o armazenamento
de gordura pelo nosso corpo, promovendo os beneficios citados acima.
Perspectivas futuras incluem avaliar o efeito da suplementacdo de
prebidticos e simbidticos nas préprias bactérias que vivem intestino do
ser humano, assim como verificar se os beneficios observados seriam
mantidos ou aumentados utilizando maior tempo de suplementagéo.

Para maiores informacdes das pesquisas realizadas enviar email
para: erasmotrindade@gmail.com ou acesse o site
http://ppgn.ufsc.br
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ANEXOS

ANEXO A - Orientacdo nutricional oferecida aos participantes durante a
pesquisa.

ORIENTACOES NUTRICIONAIS

Retirar/Evitar na alimentacao:
» Embutidos (salsicha, linguica, bacon, mortadela, salame, etc.)
» Enlatados e conservas
» Temperos industrializados (marcas nacionais foram
mencionadas, mas foram omitidas aqui nesta Tese de Doutorado)
» Chocolate
> Bebida alcodlica e refrigerante
» Acucar refinado
» Evitar adocar os alimentos. Em caso de extrema necessidade:
adocante a base de Stévia.

Incluir na alimentacéo:
» 2 litros de agua e consumir chas e sucos naturais ndo adogados
(sugestdo: agua saborizada — acrescente horteld, alecrim, cravo,
canela, gengibre).
» Frutas como: abacaxi, melancia, meldo, goiaba, acerola,
morango (3-4 porgdes/dia)
» Folhosos verde-escuros: couve, horteld, alface e rdcula (2x/dia).
» Alimentos integrais ao invés de refinados (arroz integral, aveia,
pao integral, granola sem agucar, etc.).
» Leguminosas: feijdo (todos os tipos), lentilha, soja, quinoa,
amaranto.
» Carnes magras (de preferéncia brancas): peixe, frutos do mar,
frango sem pele, ovos (de preferéncia caipira e ndo fritos).
> Controlar o consumo de sal, evitar excessos. N&o levar o saleiro
a mesa. Temperar a salada somente com azeite de oliva e limdo.
Pode acrescentar linhaca, gergelim, etc.

DICAS

- Néo pule nenhuma refeicdo. Faca 3 grandes refeicdes (café da manha,
almoco e janta) e 2-3 pequenos lanches entre as grandes refeicdes.

- Prepare todo e qualquer tipo de carne retirando toda a gordura aparente
e/ou peles.
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- Alimentos como: azeite de oliva, sementes de linhaca, de girassol,
peixes, aveia, farinha de mandioca, soja e leite de soja auxiliam no
combate ao colesterol elevado.

- A castanha de caju granulada pode também ser usada para temperar as
saladas, assim como o azeite de oliva, suco de limdo, gergelim ou
linhaga (use 1 colher de sopa).

- Manter horario regular para as refei¢cbes (ndo ultrapassar 3 horas sem
comer).

- Mastigar bem os alimentos (tempo minimo para cada refeicdo de 20
min para as grandes refeicGes e 10 minutos para as pequenas refeigdes,
apreciar e sentir o sabor dos alimentos); a comida deve ser engolida
guando em consisténcia pastosa.

- Evitar liquidos durante as refei¢des. Espere no minimo 40 minutos
para beber agua ou sucos.
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ANEXO B — Escala fecal de Bristol.

TIPO 1

Carogos duros separados, como . . .
nozes. .

TIPO 2

Ma forma de salsicha mas com
aroqos.

TIPO 3

Ma forma de salsicha ou cobra mas
com rachas na superficie,

TIPO 4

Como uma salsicha
ou cobra, regular e macio.

TIPO 5

Caroqos macios com cantos bem
demarcados.

TIPO 6

Carogos macios com cantos
rasgados.

TIPO 7
Totalmente liquido.

Referéncia: Lewis, S.J.; Heaton, K.W. Stool form scale as a useful guide to
intestinal transit time". Scandinavian Journal of Gastroenterology, v. 32, n. 9,
p. 920-924, 1997.
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ANEXO C — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %?oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Efeito da suplementagdo de prebidtico ou simbidtico em individuos com obesidade
morbida
Pesquisador: Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade
Area Tematica:
Versdo: 2
CAAE: 49274715.9.0000.0121

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.340.253

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta adequadamente instrumentalizada e os pesquisadores acataram as orientagoes de ajuste
do TCLE conforme a Resolugdo 466/2012.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

O TCLE foi reajustado adequadamente conforme a Resolugéo 466/2012.

Recomendagées:

sem recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

conclusdo: aprovado.








