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RESUMO

Introducdo: O ferro € um recurso primordial para o crescimento e sobrevivéncia de todas as
células, incluindo bactérias e células eucaridticas. Individuos obesos apresentam alteragcdes na
microbiota e no metabolismo do ferro ¢ a relagdo entre estas condigoes tem sido alvo de
pesquisas atualmente. Estudos em in vitro, em animais e humanos, principalmente criangas,
mostram uma relag@o entre a microbiota e o status de ferro, porém essa condi¢ao ainda ndo foi
investigada em individuos com obesidade morbida. Objetivo: Avaliar o efeito da
suplementagao de fruto-oligossacarideo (FOS) ou simbidtico em marcadores do metabolismo
do ferro em individuos com obesidade moérbida. Métodos: Ensaio clinico randomizado,
placebo-controlado e triplo cego conduzido em 22 individuos adultos com trés bragos paralelos,
um grupo recebeu prebiotico (FOS), um grupo recebeu simbidtico (FOS, trés cepas de
lactobacilos e uma cepa de bifidobactéria) e o outro grupo recebeu placebo (maltodextrina) na
dosagem de 11g/dia fracionados 2 vezes ao dia por 30 dias. Marcadores bioquimicos e de
ingestao alimentar do metabolismo do ferro foram avaliados antes e apds a suplementagao.
Resultados: As andlises ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos apos a
suplementagdo. Nas avaliagdes intragrupo, houve reducao significativa no marcador de reserva
de ferro CLFL no grupo simbiotico (p= 0,018) e nos marcadores funcionais do ferro HCM no
grupo prebidtico (p= 0,019) e CHCM no grupo placebo (p= 0,014). Apenas a saturacao de
transferrina estava abaixo do valor de referéncia no momento basal nos grupos prebidtico e
simbiotico. As concentragdes séricas de ferro apresentaram valores proximos ao limite inferior
para mulheres no momento basal e final. Em relacdo a ingestao dietética, os grupos placebo e
simbiotico apresentaram valores de ingestdo abaixo do recomendado pela EAR no momento
basal. Discussdo: Estudos em in vitro, em animais € humanos, principalmente criancas,
mostram uma relagdo entre a microbiota e o status de ferro, porém essa condi¢ao ainda nao foi
investigada em individuos com obesidade morbida. Em nosso estudo, marcadores do
compartimento funcional e de armazenamento do ferro mostraram reducdo dos seus valores
apos suplementacdo. Contudo, alguns parametros do metabolismo do ferro sdo considerados
proteinas de fase aguda, influenciados pela inflamacdo, condi¢do presente nestes individuos.
Portanto, para averiguar tal relacdo sdo necessarios mais estudos em humanos, com maior
representatividade amostral, que avaliem a microbiota intestinal ¢ a dosagem do hormonio
hepcidina, regulador negativo do metabolismo do ferro estimulado pela inflamagao.

Palavras-chave: Obesidade. Microbiota intestinal. Prebioticos. Simbidticos. Proteinas

Reguladoras do Ferro



ABSTRACT

Introduction:Iron is a prime resource for the growth and survival of all cells, including bacteria
and eukaryotic cells. Obese individuals have changes in microbiota and iron metabolism and
the relationship between these conditions has been the subject of research today. Objective: The
aim of this study was to evaluate the effect of fructooligosaccharide (FOS) or symbiotic
supplementation on markers of iron metabolism in morbidly obese individuals. Methods: This
randomized, placebo-controlled, triple-blind clinical trial was conducted in 22 adult subjects
with three parallel arms, one group received prebiotic (FOS), one group received symbiotic
(FOS, three lactobacilli strains and one bifidobacterium strain) and the other. group received
placebo (maltodextrin) at a dosage of 11g / day for a period of 30 days. Biochemical and food
intake markers of iron metabolism were evaluated before and after supplementation. Results:
The analyzes showed no significant differences between groups after supplementation. In the
intragroup evaluations, there was a significant reduction in the CLFL iron reserve marker in the
symbiotic group (p = 0.018) and in the functional HCM iron markers in the prebiotic group (p
=0.019) and CHCM in the placebo group (p = 0.014). Only transferrin saturation was below
baseline at prebiotic and symbiotic groups. Serum iron concentrations were close to the lower
limit for women at baseline and at the end. Regarding dietary intake, the placebo and symbiotic
groups had intake values below the recommended by EAR at baseline. Discussion: In vitro
studies in animals and humans, especially children, show a relationship between microbiota and
iron status, but this condition has not been investigated in morbidly obese individuals. In our
study, functional compartment and iron storage markers showed a reduction in their values after
supplementation. However, some parameters of iron metabolism are considered acute phase
proteins, influenced by inflammation, a condition present in these individuals. Therefore, to
investigate this relationship, further studies in humans, with greater sample representativeness,
are needed to evaluate the intestinal microbiota and the dosage of hepcidin hormone, a negative
regulator of inflammation-stimulated iron metabolism.

Keywords: Obesity. Intestinal microbiota. Prebiotics. Symbiotics. Iron Regulatory Proteins
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos o avan¢o da obesidade tem se dado de forma acelerada em todo mundo
e, atualmente, ¢ um dos maiores problemas de satide publica que os paises enfrentam, devido
ndo s6 a complexidade da sua etiologia, mas por ser precursora para desenvolvimento de outras
doengas como Diabetes Mellitus, doengas cardiovasculares, cancer de colon, reto ¢ de mama ¢
cirrose (WHO, 2018).

Considerada uma doenca cronica, a obesidade ¢ caracterizada primordialmente pelo
acumulo excessivo de gordura corporal. Sua etiologia é complexa e multifatorial, e envolve a
interagdo entre ambiente inadequado, fatores emocionais, mecanismos neurais, hormonais,
além de fatores genéticos e epigenéticos (ABESO, 2016).

Entre os fatores causais adicionais investigados atualmente, encontra-se a microbiota
intestinal, que consiste em um sistema complexo ¢ dindmico de micro-organismos que quando
em equilibrio participam de processos benéficos ao hospodeiro (BOULANGE et al., 2016). A
falha em manter ou alcancgar o equilibrio entre o hospedeiro e sua microbiota resulta na disbiose,
que pode ser desencadeada por fatores ambientais como uma dieta rica em gordura e acucar,
estresse, uso de medicamentos, infec¢des e inflamacdo, condigcdo presente em individuos
obesos (JOHNSON; MILNER; MAKOWSKI, 2012).

Como consequéncias a essa alteracdo, sdo observadas mudangas ndo apenas na
composi¢ao, mas também na diversidade de espécies e funcdes metabdlicas da microbiota. As
alteracdes de composic¢do relatadas incluem menor diversidade de espécies, com predominio de
géneros bacterianos potencialmente patogénicos como: Bacteroides, Parabacteroides,
Ruminococcus Campylobacter, Dialister, Porphyromonas, Staphylococcus € Anaerostipes (LE
CHATELIER et al., 2013;0OKEKE et al., 2014).

Essas, entre outras bactérias, fazem uso do fornecimento continuo de micronutrientes
para sua replicagao e metabolismo como, por exemplo, o ferro (Fe). Considerado o segundo
metal mais abundante na crosta terrestre, € um metal de transi¢ao e pode assumir varios estados
de oxidagdo. A habilidade do Fe em aceitar e doar elétrons o torna um mineral vital para a
homeostase celular e imprescindivel para diversas reagdes bioldgicas de quase todas as
células procarioticas e eucarioticas (PANTOPOULOS et al., 2012).

Assim como as células eucaridticas, as bactérias intestinais desenvolveram varios
mecanismos para obter ferro de seus hospedeiros para sobrevivéncia e proliferagdo
(YILMAZ, 2018). Sob condi¢des de baixo teor de ferro, a producdo de siderdforos, os

compostos quelantes de ferro de alta afinidade e produc¢do de toxinas pode ser regulada


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/eukaryotic-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/eukaryotic-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/eukaryotic-cell
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positivamente. Por outro lado, estudos in vitro mostraram que o ferro disponivel pode induzir
diretamente a expressdo de genes de viruléncia, especialmente S. Typhimurium, ¢ a adesao
bacteriana as células epiteliais intestinais parece ser estimulada quando o ferro ¢ altamente
disponivel (KORTMAN et al., 2014). Portanto, observa-se que condigdes de alto e baixo teor
de ferro podem ser capazes de estimular diferentes aspectos da viruléncia bacteriana (YILMAZ,
2018).

AlteracOes no metabolismo do ferro também tem sido associada com a obesidade. Os
relatos dessa conexao surgiram ha mais de 40 anos e embora varios fatores, como deficiéncia
na ingestdo alimentar, maiores requerimentos e atividade fisica, tenham sido previamente
propostos para explicd-la, ainda ndo se pode estabelecer uma causa unica para esta condig¢@o
(WENZEL; STULTS; MAYER, 1962, SELTZER; MAYER, 1963). Atualmente o mecanismo
que melhor responde esse paradoxo envolve a descoberta da hepcidina, um hormonio peptidico,
que participa da regulacao sistémica do metabolismo do ferro ao se ligar a ferroportina, o unico
exportador do ferro celular, e bloquear o efluxo de ferro dos tecidos envolvidos no
armazenamento e¢/ou transporte para o plasma. A sintese de hepcidina ¢ inibida pela atividade
eritropoiética e estimulada pelo aumento das concentragdes plasmaticas de ferro e também pela
inflamacao, através do estimulo da citocina pré-inflamatoéria Interleucina-6 (IL-6), que tem sua
expressao aumentada em individuos obesos (RUCHULA; NEMETH, 2014; GANZ, 2013).

A alimentagdo pode influenciar negativamente ou positivamente no equilibrio da
microbiota intestinal. Neste sentido o uso de suplementagdo com prebidticos ou simbidticos
para modulagdo da resposta inflamatdria de baixo grau em individuos com obesidade, pode ser
uma possibilidade para manter e/ou regular a permeabilidade intestinal (GERARD, 2016).

Os prebidticos sdo definidos como ingredientes seletivamente fermentaveis, que
resultam em mudangas especificas na composi¢do e/ou agdo da microbiota gastrointestinal,
conferindo beneficios a saide do hospedeiro, como inulina, oligofrutose, galacto-
oligossacarideos, fruto-oligossacarideos. Ja os simbioticos sao produtos que contém prebiodticos
e probidticos, que sdo micro-organismos vivos que conferem beneficios ao hospedeiro quando
administrado em quantidades adequadas, como os Lactobacillus e Bifidobactérias
(GUARNER. et al., 2012).

Apesar da auséncia de estudos que avaliem o efeito da suplementacao com prebidticos
ou simbidticos nos parametros do metabolismo do ferro em individuos com obesidade morbida,
alguns investigaram o efeito da deficiéncia e suplementacdo de ferro na microbiota intestinal.
Estudo realizados in vitro, em animais e humanos, focados principalmente no microbioma

infantil, apresentaram resultados positivos tanto para diminui¢do dos efeitos da suplementagao
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de ferro e como para diminuicdo da proliferacdo de bactérias potencialmente patogénicas,
evidenciando um possivel caminho terapéutico para a regulacdo desses mecanismos
(MEVISSEN-VERHAGE et al., 1985; ZIMMERMANN et al. 2010).

Dessa forma a justificativa deste trabalho consiste na lacuna no conhecimento tedrico
sobre o efeito de prebiodtico e simbidtico na modulacido da microbiota intestinal e seu possivel
efeito nos marcadores bioquimicos do metabolismo do ferro. Visto que o ferro ¢ um importante
mineral para a proliferagdao de bactérias potencialmente patogénicas e que podem acentuar as
alteragdes presentes na microbiota intestinal desses individuos.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo de
prebidtico ou simbiodtico nos pardmetros do metabolismo do ferro em individuos com obesidade

morbida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE

2.1.1 Epidemiologia

De acordo com a World Health Organization (WHO), a obesidade ¢ considerada um
dos maiores problemas de satide no mundo, e nos ultimos anos o avango desta doenca tem se
dado de forma acelerada. Entre os anos de 1975 e 2016 a prevaléncia mundial da obesidade
triplicou, sendo que mais de 1,9 bilhdes de adultos (> 18 anos) estavam com excesso de peso e
destes 650 milhdes apresentavam obesidade em 2016 (WHO, 2018).

No Brasil, a situagao nao ¢ diferente, dados apontam que a obesidade vem crescendo
exponencialmente. De acordo com a pesquisa Vigilancia de Fatores de Risco e Protegdo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico — VIGITEL em que os individuos auto relatavam
seu peso e altura, houve um aumento de 60% da obesidade nos ultimos 10 anos. No Sul do pais,
os dados se assemelham, informagdes da mesma pesquisa e no mesmo periodo, revelaram que
a prevaléncia de obesidade aumentou em 48% na cidade de Florianépolis, capital do Estado de
Santa Catarina (VIGITEL, 2017).

O aumento desta condi¢ao de satde repercute no desenvolvimento de outras doengas.
Pesquisas do estudo Global Burden of Disease Brasil (GBD), que descreve tanto a prevaléncia
ou fatores de risco para uma determinada doenca, quanto o dano relativo que a mesma causa,
apontam o excesso de peso € a obesidade como o segundo fator de risco mais importante para
um conjunto crescente de doencas, que incluem entre outras: doengas cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo 2, cancer de colon, de reto e de mama e cirrose (SOUZA, FRANCA e
CAVALCANTE, 2017).

Dessa forma, denota-se que a condicao de obesidade tem um grande impacto na vida do
individuo e um importante papel na economia do pais, ja que se mostra como precursora para
outros problemas de saude. E por ser caracterizada como uma doenga multifatorial, o
desenvolvimento de tratamentos e politicas de prevengdo para a obesidade necessita de uma

abordagem multiprofissional e transdisciplinar (GBD, 2017)

2.1.2 Diagnostico
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O padrao utilizado pela WHO e o mais comumente empregado para o diagndstico de
obesidade em individuos adultos é o Indice de Massa Corporal (IMC), que é determinado pela
relagdo entre peso (kg) e altura ao quadrado (m). O individuo ¢ classificado em: eutrofia,
sobrepeso, obesidade grau I, obesidade grau Il e obesidade grau III, conforme quadro 1 (WHO,

2000).

Quadro 1 - Classificagdo do estado nutricional segundo o Indice de Massa Corporal.

Classificacao Indice de Massa Corporal (kg/m?)
Eutrofia 18,50-24,99

Sobrepeso > 25,00

Obesidade grau I 30,00-34,99

Obesidade grau II 35,00-39,99

Obesidade grau III > 40,00

Fonte: WHO (2000).

2.1.3 Etiologia

A obesidade ¢ considerada uma doenca cronica caracterizada primordialmente pelo
acumulo de gordura corporal. Sua etiologia é complexa e multifatorial, e envolve a interacdo
entre ambiente inadequado, fatores emocionais, mecanismos neurais, hormonais, além de
fatores genéticos e epigenéticos (ABESO, 2016).

A epidemia da obesidade ¢ considerada uma das maiores preocupacdes de saude ptblica
que os paises tém enfrentado nas tlltimas décadas. No entanto, as suas causas ndo sao totalmente
compreendidas (DAVIS; PLAISANCE; ALLISON, 2018).

Entre os fatores adicionais atualmente investigados, encontram-se os disruptores
endocrinos (DEs), fatores reprodutivos e intrauterinos, epigenética, idade materna, microbiota
intestinal, reducdo da variabilidade da temperatura ambiente, cessacao do tabagismo, débito do
sono e iatrogenia farmacoldgica. Alguns desses fatores apresentam melhores associagdes com
a obesidade, enquanto outros, ainda sdo objetos de pesquisas para confirmar sua real
contribuicao para desenvolvimento desta doenca (ABESO, 2016).

Em sintese, fatores ambientais como os DEs, que s3o substancias lipofilicas
ambientalmente estaveis, produzidas industrialmente como diclorodifeniltricloroetano, e
também presentes na soja pelos fitoestrogenos podem afetar a fungdao endocrina induzindo a

adipogénese pela simulagao do efeito de alguns hormoénios no organismo. Ja a teoria da
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termoneutralidade, relata que permanecer mais tempo na zona de termoneutralidade (ZTN)
caracterizado pelo intervalo de temperatura ambiente em que o gasto de energia nao ¢
necessario para homeotermia, pode promover adiposidade (DAVIS; PLAISANCE; ALLISON,
2018).

Em relagdo aos fatores comportamentais, a privacao do sono mostra relagdo inversa com
a obesidade devido as alteragdes na liberagdo de hormonios que regulam o apetite como leptina
e grelina. A cessagdo do tabagismo também tem relacdo com o aumento da obesidade,
principalmente em mulheres, ja que a nicotina tem efeitos termogénicos e redutores do apetite
(ABESO, 2016).

No que diz respeito aos fatores reprodutivos, a idade materna também tem sido
relacionada com a obesidade, o risco de obesidade na crianga aumenta em cerca de 15% para
cada incremento de 5 anos na idade materna (ABESO, 2016).

Ainda, varios medicamentos sdo conhecidos por sua influéncia no ganho de peso, como
0s que apresentam propriedades psicotropicas, anti-hipertensivos, antidiabéticos, hormonios
esteroides, contraceptivos, inibidores de protease e anti-histaminicos. E o aumento do uso
destes farmacos nos tltimos anos ¢ concomitante ao aumento na obesidade (DHURANDHAR;
KEITH, 2014).

O fendmeno da relagdo entre a ingestao e o gasto de energia € bem consolidado, e ocorre
quando a ingestao de energia excede o gasto energético. Esse excesso € armazenado em grande
parte na forma de gordura corporal, sendo prejudicial a satide do individuo. Esse fator causal ¢
intensificado pelo ambiente obesogénico presente nas ultimas décadas, que ¢ caracterizado pelo
aumento na disponibilidade de alimentos industrializados, de facil acesso e com alta densidade
energética, aliado a diminuicdo ou falta de atividade fisica. Nesse contexto € importante
salientar que essa transi¢do do consumo alimentar, onde ha o predominio de uma dieta ocidental
rica em gorduras, agtcares e sodio e redugdo da presenca de fibras alimentares pode levar ao
desequilibrio da microbiota intestinal nesses individuos, e assim, relacionar a microbiota
intestinal como um fator ambiental para o desenvolvimento da obesidade (DAVIS;
PLAISANCE; ALLISON, 2018).

Em sintese, alteracdes da microbiota intestinal podem levar ao aumento da captagdo de
energia e as alteracdes nas populacdes microbianas podem aumentar a permeabilidade do
intestino, o que facilita a translocacdo de bactérias ou de componentes de membrana
endotdxicos. Ainda, podem afetar a produgdo de sinais de indugdo de saciedade e produtos
metabolicos bacterianos, tais como acidos graxos de cadeia curta (acetato, butirato, propionato)

e suas propor¢des relativas podem alterar a sinalizagdo imune e metabdlica mudando a fungao
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do tecido adiposo, cérebro, figado, musculo e pancreas e induzindo inflamacao de baixo grau,

resisténcia a insulina e aumento de peso (ABESO, 2016).
2.1.4 Tratamento

Atualmente, identificam-se duas abordagens a serem trabalhadas no tratamento da
obesidade: a mudanga de habitos de vida com ado¢ao de uma alimentagao saudavel associada
a pratica de atividade fisica e o tratamento clinico que envolve o tratamento farmacolédgico e
em casos especificos, a realizagdo de cirurgica bariatrica (ANS, 2017).

A abordagem dietética é o passo inicial para o tratamento. Nao hé controvérsia de que
o balango energético negativo resulte na diminui¢do da massa corporal, mas o que se discute, ¢
a melhor maneira de promover a reducao de consumo de calorias. Embora possam ser usadas
estrategicamente por um periodo, as dietas muito restritivas, artificiais e rigidas ndo sao
sustentaveis. J4 um planejamento focado na reeducagdo alimentar e mais flexivel, onde se leva
em conta além da quantidade de calorias, as preferéncias alimentares, a condigao financeira, o
estilo de vida e o requerimento energético para a manutenc¢ao da saude, aliado a atividade fisica
e modificagdo comportamental, geralmente se obtém resultados mais satisfatorios. Para o
sucesso desta abordagem, essas mudangas devem ser mantidas por toda a vida. Vale salientar
que estes aspectos sdo importantes para o sucesso das demais abordagens clinicas (ABESO,
2016).

Casos onde ocorram a falha na perda de peso, decorrente da mudanca de habitos de vida,
recomenda-se o inicio do tratamento adjuvante, o farmacoldgico. O objetivo do tratamento com
medicamentos ¢ tentar atingir a perda de 10% do peso corporal, o que determina melhora das
complicacdes da obesidade, como diabetes e hipertensado arterial (ANS, 2017).

O individuo deve ser avaliado individualmente sobre a historia do peso e dos problemas
de satide e a motivagdo para atuar contra os ambientes obesogénicos. A escolha do tratamento,
¢ realizada sob supervisdo médica continua e deve basear-se na gravidade do problema e na
presenca de complicacdes associadas, estando indicado quando: IMC maior ou igual a 30
kg/m?; ou IMC maior ou igual a 25 ou 27 kg/m? na presenca de comorbidades (dependendo do
medicamento); além de falha em perder peso com o tratamento nao farmacoldgico. Individuos
com IMC normal e aumento da circunferéncia abdominal sdo considerados obesos viscerais e
devem ser tratados na presenca de comorbidades (associadas a obesidade e sindrome
metabolica). Existem, atualmente, trés medicamentos aprovados para tratamento da obesidade

no Brasil: sibutramina, orlistate e liraglutida (ABESO, 2016).
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A cirurgia bariatrica ¢ indicada para individuos com idade entre 18 a 65 anos, IMC
maior a 40 kg/m? ou 35 kg/m? com uma ou mais comorbidades graves relacionadas com a
obesidades e que ndo apresentaram resposta ao tratamento clinico medicamentoso e mudangas
de estilo de vida apds acompanhamento regular com endocrinologista por, no minimo, dois
anos (ANS, 2017).

Recentemente o conselho federal de medicina aumentou o nimero de doengas
associadas a IMC superior a 35 kg/m?, habilitam paciente ao procedimento cirurgico como:
diabetes, apneia do sono, hipertensao arterial, dislipidemia, doengas cardiovasculares incluindo
doenga arterial coronariana, infarto do miocardio, angina, insuficiéncia cardiaca congestiva,
acidente vascular cerebral, hipertensdo e fibrilagdo atrial, cardiomiopatia dilatada, cor
pulmonale e sindrome da hipoventilagdo da obesidade, asma grave ndo controlada, hérnias
discais, osteoartroses, refluxo gastroesofagico com indicagdo cirlrgica, colecistopatia
calculosa, pancreatites agudas de repeticdo, incontinéncia urindria de esfor¢o na mulher,
infertilidade masculina e feminina, disfuncio erétil, sindrome dos ovarios policisticos, veias
varicosas ¢ doenga hemorroidaria, hipertensao intracraniana idiopatica (pseudotumor cerebri),
estigmatizacdo social e depressdo. Nos idosos, com mais de 65 anos, € necessaria uma avaliagao
especifica, considerando o risco cirurgico e anestésico, a presen¢a de comorbidades a
expectativa de vida, os beneficios da perda de peso e as limitagdes da idade. Adolescentes com
16 anos completos € menores de 18 anos poderdo ser operados, mas além das exigéncias
anteriores, um pediatra deve estar presente na equipe multiprofissional e seja observada a
consolidacdo das cartilagens das epifises de crescimento dos punhos. A cirurgia em menores de
18 anos ¢ considerada experimental. Acrescenta como precaugdes para a indicagdo: a auséncia
de uso de drogas ilicitas ou alcoolismo, a auséncia de quadros psicéticos ou demenciais graves
ou moderados, além da compreensdo, por parte do paciente e dos familiares, dos riscos e das
mudangas de hébitos inerentes a uma cirurgia de grande porte sobre o tubo digestivo e da
necessidade de acompanhamento pds-operatdrio com a equipe multidisciplinar em longo prazo
(CFM, 2015)

Para avaliagdo dos individuos com indicativo cirdrgico, preconiza-se uma equipe
interdisciplinar composta por especialistas: endocrinologia e metabologia, cirurgido bariatrico
ou do aparelho digestivo, nutricionista ou nutrélogo, psiquiatra ou psicologo, anestesista,
enfermeiro, assistente social e eventualmente outros (cardiologista, pneumologista,
fisioterapeuta, odontologista, etc.), com experiéncia em obesidade e cirurgia bariatrica (CFM,

2015).



24

As cirurgias aceitas pelo Conselho Federal de Medicina, consideradas nao
experimentais (além do balao intragéstrico, como procedimento endoscopico), sdo divididas em
nao derivativas (banda gastrica laparoscopica ajustavel e gastrectomia vertical) e derivativas
(derivacao gastrica com reconstitui¢do do transito intestinal em Y de Roux — ou bypass gastrico
— ¢ derivagdes biliopancreaticas a Scopinaro e a duodenal switch). A derivacdo jejunoileal
exclusiva (término-lateral ou latero-lateral ou parcial) estd proscrita em vista da alta incidéncia

de complicagdes metabdlicas e nutricionais em longo prazo (ABESO, 2016).

2.2. MICROBIOTA INTESTINAL

O corpo humano ¢ colonizado por cerca de 100 trilhdes de micro-organismos e estes
valores representam aproximadamente 10 vezes mais células microbianas do que as células
presentes no corpo. O microbioma humano encontra-se distribuido em cinco principais areas
no organismo: vias respiratérias, pele, cavidade oral, trato gastrointestinal e vagina (BLUM,
2017). Dentre essas areas, o microbioma do trato gastrointestinal ¢ considerado o mais
complexo. Seu processo de colonizacdo comeca no periodo pré-natal, através da transmissao
microbiana da mae para o feto, a coloniza¢ao do intestino humano continua ap6s o nascimento
e ¢ modulada por fatores como idade gestacional, tipo de parto (natural ou cesariana), dieta
(amamenta¢do ou formula infantil), higiene e exposicdo a antibidticos. As caracteristicas da
microbiota adulta sdo adquiridas entre 2 e 5 anos, portanto o ambiente e a dieta durante os
primeiros 3 anos de vida sdo cruciais para o estabelecimento de uma simbiose entre bactérias e
hospedeiro, o que influencia no desenvolvimento dos sistemas imunoldgico e neurologico
(BOULANGE et al., 2016).

A microbiota intestinal refere-se as colonias de micro-organismos que residem no
intestino dos animais, sendo composta por espécies nativas que colonizam permanentemente o
trato gastrointestinal e por um namero varidvel de micro-organismos que vivem
temporariamente no trato digestério (KINROSS et al., 2008). A densidade de micro-organismos
aumenta significativamente ao longo do trato gastrointestinal, sendo mais alta no c6lon. A
maioria dos micro-organismos sao anaerdbios estritos, seguidos por anaerdbios facultativos e
espécies aerdbicas. Entre adultos saudaveis, as espécies mais abundantemente encontradas sao
membros dos filos Firmicutes (gram-positivas - por exemplo, géneros Clostridium,
Ruminococcus, Enterococcus e Lactobacillus), Bacteroidetes (gram-negativas - por exemplo,
géneros Bacteroides e Prevotella) e Actinobacteria (gram-positivas), responsaveis por mais de

90% das bactérias (KHANNA, 2018).
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O equilibrio entre as bactérias simbiontes, comensais € patobiontes ¢ caracteristico de
uma microbiota intestinal saudavel, que participa de processos benéficos ao hospedeiro como:
defesa contra patogenos e toxina, desenvolvimento e manutencao do sistema imune intestinal e
participagdo na digestio por fornecimento de capacidade enzimatica (BOULANGE et al.,
2016).

A falha em manter ou alcangar o equilibrio entre o hospedeiro e sua microbiota resulta
na disbiose, que pode ser desencadeada por fatores ambientais como uma dieta rica em gordura
e acgucar, estresse, uso de medicamentos ¢ infec¢des. A disbiose leva ao aumento da
permeabilidade celular e o favorecimento de translocacdo de patogenos, principalmente LPS,
também denominado de endotoxina (MARTINEZ; PIERRE; CHANG, 2016).

O LPS ¢ um componente da membrana celular externa de bactérias gram-negativas. Sua
estrutura contém o lipidio A, que ¢ capaz de atravessar a mucosa gastrointestinal através das
jungdes firmes intercelulares (tight junctions) ou por meio da infiltragdo em quilomicrons,
lipoproteinas responséaveis pela absorcao de triglicerideos e colesterol do intestino ao plasma.
Uma vez na circulagdo, os LPS ligam-se as proteinas de ligacdo ao LPS (LBP), presente no
plasma. A interacdo entre estas duas moléculas ativa a proteina receptora CD14 localizada na
membrana plasmatica dos macréfagos. O complexo gerado se liga ao receptor Toll-like 4
(TLR4) na superficie dos macrofagos, o que desencadeia sinais de transducao que permite a
ativacao de varias vias imunes classicas, incluindo as vias de nucleares de ativagao do fator-kB
(NF-kB) e a proteina ativadora 1 (AP -1), que induz a produg¢do e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-6 e TNF-a. Esse processo, também ¢ conhecido como endotoxemia
metabolica (BOULANGE etal., 2016; COX; WEST; CRIPPS, 2015).

A propria endotoxemia metabolica tem sido associada como um “gatiho” para induzir o
aumento da permeabilidade intestinal e da translocagdo por LPS. Cani et al. (2007) relataram
que em camundongos injetados com LPS houve ganho de peso e maior resisténcia a insulina

sem qualquer alteragdo na ingestdo de energia (CANI et al., 2007).

2.2.1. Microbiota intestinal e obesidade

Evidéncias mostram que a obesidade ¢ uma doenga inflamatoria cronica de baixo grau,
caracterizada pela ativacdo de vias de sinalizagcdo inflamatérias (JOHNSON; MILNER;
MAKOWSKI, 2012) e secrecao aumentada de adipocinas e de mediadores pro-inflamatorios,

como PCR, TNF-q, IL-1p e IL-6 (NIKONOROV et al., 2015).
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Dentre os mecanismos responsaveis pela ativacao dessa resposta, os mais discutidos na
literatura sdo: a expansao e hipoxia do tecido adiposo (TRAYHURN, 2014), a glicotoxicidade
e a lipotoxicidade (JOHNSON; MILNER; MAKOWSKI, 2012), o estresse do reticulo
endoplasmatico (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011) e o desequilibrio da microbiota intestinal
(COX; WEST; CRIPPS, 2015).

Individuos obesos apresentam maiores concentracdes sistémicas de LPS do que
individuos saudaveis e essa relacao entre a obesidade e a endotoxemia metabodlica tem sido
associada com alto consumo de dieta hiperlipidica (rica em gordura), que pode tanto levar a
disbiose intestinal e desencadear o processo da endotoxemia, como favorecer ao aumento dos
quilomicrons no intestino e por conseguinte a infiltragdo do LPS na circulagdo (CANI et al.,
2007; GHOSHAL et al., 2009).

A microbiota intestinal pode ainda ser um fator contribuinte para obesidade por
influenciar o balango energético e os sinais de regulacdo da ingestdo alimentar, periféricos e
centrais. As bactérias produzem enzimas que fermentam os polissacarideos ndo digeriveis
(fibras — provenientes da dieta) em monossacarideos e acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
principalmente acetato, propionato e butirato, estes sdo importantes fontes de energia para os
colonécitos (BOUTER et al., 2017). Porém, alguns estudos mostram que a extracao de energia
pode ser mais eficiente em individuos obesos. Um estudo pioneiro mostrou um aumento de
gordura corporal e maior extracdo de energia quando o microbioma de camundongos
geneticamente obesos (0b/0b), foi transplantado para animais de controle germ-free. O aumento
da extrag¢do de energia também tem sido relacionado com a proporcao do tipo de bactérias, em
camundongos uma alta propor¢ao de Firmicutes em relacdo Bacteriodetes estava associada a
maior captagdo de energia (TURNBAUGH et al., 2006).

Os AGCC ainda podem influenciar a motilidade intestinal e a produgdo de hormonios
intestinais, com papel na regulagdo da saciedade. Eles possuem a capacidade de ligar-se aos
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), Gpr41 e Gpr43 presentes no intestino €, uma vez
ativados aumentam a produg¢do de neuropeptidio Y (NPY). Isso altera a motilidade intestinal,
retardando o tempo de transito intestinal e facilitando a absor¢do de nutrientes no lumen
intestinal (ROSENBAUM; KNIGHT; LEIBEL et al., 2015).

Outro mecanismo envolvido na patogénese da obesidade ¢ a supressao de FIAF (do
inglés - Fasting Induced Adipose Factor) pela microbiota intestinal. O FIAF ¢ produzido pelo
intestino, figado e tecido adiposo e € responsavel por inibir a lipase de lipoproteina (LPL).
Quando ocorre sua supressao, hd aumento da atividade da LPL o que leva a maior absor¢ado de

acidos graxos e acumulo de triglicerideos nos adipdcitos. Outro mecanismo observado € a



27

inibicdo da via da 5’-monofosfato-adenosina proteina quinase (AMP-Q), esta enzima participa
do metabolismo energético celular e age estimulando a oxidacao dos acidos graxos em tecidos
periféricos e quando inibida ativa processos anabdlicos e bloqueia processos catabolicos
(YANG; HUR; LEE, 2017).

Em individuos obesos encontra-se uma baixa riqueza de genes bacterianos ¢ aumento
da presenca de géneros bacterianos potencialmente pro-inflamatérios como: Bacteroides,
Parabacteroides, Ruminococcus Campylobacter, Dialister, Porphyromonas, Staphylococcus €
Anaerostipes, os quais podem favorecer o aparecimento ou intensificar a inflamacgao cronica e
a resisténcia a a¢do da insulina (TURNBAUGH et al., 2006, 2009; LE CHATELIER et al.,
2013).

2.3. METABOLISMO DO FERRO

O ferro (Fe) ¢ o segundo metal mais abundante na crosta terrestre e por ser um metal de
transi¢do pode assumir varios estados de oxidacdo. As formas mais comuns sdo o ferro
divalente (Fe?" - ferroso) e o ferro trivalente (Fe*" - férrico). O potencial redox do Fe pode ser
modulado a depender da substancia com que ele interage, quando recebe elétrons (redugao) se
estabiliza em seu estado ferroso e quando perde elétrons (oxidag¢do) se encontra no estado
férrico (PANTOPOULOS et al., 2012).

A habilidade do Fe em aceitar e doar elétrons o torna um mineral vital para a homeostase
celular e imprescindivel para diversas reagdes biologicas de quase todas as células procaridticas
e eucaridticas. Em humanos, o Fe atua como cofator para varias hemoproteinas e proteinas que
contém ferro ndo heme. As hemoproteinas estdo envolvidas em numerosas fungdes bioldgicas
como: ligagdo e transporte de oxigénio (hemoglobinas), metabolismo de oxigénio (catalases,
peroxidases), respiragdo celular e transporte de elétrons (citocromos). As proteinas que contém
ferro ndo heme sdo importantes para processos celulares fundamentais como: sintese de DNA,
proliferagdo e diferenciacao celular (ribonucleotideo redutase), regulagcao génica, metabolismo
de farmacos ¢ sintese de esteroides (WANG; PANTOPOULOS 2011).

A caracteristica redox do Fe também pode torna-lo um elemento prejudicial ao organismo.
Quando a concentracao de ferro no plasma esté elevada, a transferrina (transportadora de ferro
no plasma) fica saturada e o excesso de ferro liga-se a moléculas de baixo peso molecular, tal
como citrato e acetato, ou a albumina. Esta forma de ferro ¢ referida como ferro nao ligado a
transferrina (NTBI). NTBI tem avidez ao parénquima das células, principalmente hepatdcitos,

mas também midcitos cardiacos e células endocrinas, € pode promover danos aos 6rgaos.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/eukaryotic-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/eukaryotic-cell
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Adicionalmente, o ferro livre na presenga de oxigénio pode formar espécies reativas de oxigénio

(ROS) através da Reagdo de Fenton, com capacidade de danificar DNA, proteinas e organelas,

com prejuizos funcionais aos orgaos atingidos (AREZES, NEMETH, 2015).

Portanto, ¢ necessario equilibrio no metabolismo do ferro, de modo que ndo haja falta

ou excesso do mesmo. Essa homeostase permite a manuten¢ao das fungdes celulares essenciais

€ a0 mesmo tempo evita possiveis danos teciduais (GROTTO, 2010).

O Quadro 2 apresenta as principais proteinas envolvidas na homeostase do ferro e suas

respectivas fungdes.

Quadro 2- Principais proteinas envolvidas no metabolismo e regulagdo do ferro e suas funcdes.

Proteina Acromio | Localizacao Funcao
Transportador de | DMTI1 Enterdcitos, eritroblastos, | fons metalicos bivalentes
metais bivalente 1 macrdofagos, hepatdcitos e | como ferro, zinco, cobre e
células dos rins cobalto
Proteina HCP1 Enterocitos, hepatocitos e
. Transportador do  grupo
Carreadora de células renais
heme pelas membranas
Heme 1
Ferroportina FPN Enterocitos, macréfagos e | Transportador (exportador)
hepatdcitos de Fe?*
Hemeoxigenase HOI1 Enterocitos e macrofagos Libera o ferro do anel
porfirinico
Hefaestina Hp Enterdcitos _
: Ferroxidase
Ceruloplasmina Outras células
Citrocromo B | Dcytb Enterdcitos
duodenal
Seis antigenos | Steap 3 | Eritroblastos )
o Ferrirredutase
epiteliais
transmembranares
da prostata 3
Transferrina Tf Plasma Proteina ligadora de Fe** no

plasma
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Quadro 2- Principais proteinas envolvidas no metabolismo e regulagdo do ferro e suas fungdes.

(continuacdo)
Proteina Acromio | Localizacao Funcao
Ferritina Ft Enterdcitos, eritroblastos,
Proteina de estocagem de
macrofagos, hepatocitos,
ferro intracelular
miocitos e cardiomiocitos
Hemossiderina Macrofagos e hepatocitos Proteina de estocagem de
ferro intracelular, produto
de clivagem da ferritina
quando as concentragdes de
ferro sao altas
Hepcidina Hep Hepatocitos, adipocitos e | Hormonio regulador de
possivelmente enterocitos ferro, liga a ferroportina
para internaliza-la e
degrada-la
Eritropoetina EPO Rins, hepatocitos (pequena | Aumenta a expressdo de
secrecao) ferroportina, TfR1, DMT1 e
hefaestina.  Diminui a
expressdao de Hep
Receptores de | TfR1 Expressos em varios 6rgaos do | Captacdo celular da Tf
transferrina 1 e 2 | TfR2 organismo ligada ao ferro, sensores

para a Tf diférrica,
reguladores da expressdo de

hepcidina

Fonte: Adaptado e traduzido de MISETA et al., 2015.

2.3.1 Absorc¢ao e transporte

O ferro corporal total de um individuo adulto, sexo masculino, com 70 kg ¢ de

aproximadamente 3,5 g (50 mg/kg). A maior parte do ferro no organismo ¢ destinada aos

eritrocitos, alocado na hemoglobina, e at¢ um quarto encontra-se armazenado no figado e em

macrofagos (Quadro 3). O ferro utilizado pelo organismo ¢ obtido de duas fontes principais: da
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dieta e da reciclagem de hemacias senescentes (GKOUVATSOS; PAPANIKOLAOQOU;
PANTOPOULOS, 2012).

Quadro 3. Distribui¢ao de Ferro em individuos adultos

Localizacao Proteina Conteuado de Ferro
Eritrocitos Hemoglobina 1.500 - 2.500 mg
Hepatocitos e macréfagos Ferritina 200 - 1.200 mg
(armazenado)
Plasma Transferrina 3-4mg
Outros tecidos Mioglobina (musculo) e outros 200 mg

Fonte: Adaptado e traduzido de GANZ; NEMETH, 2015.

A dieta fornece cerca de 10 a 20 mg de ferro, destes apenas 1 a 2 mg sdo absorvidos,
essa quantidade ¢ suficiente para compensar as perdas didrias de ferro ndo reguladas,
proveniente da descamacao das células da mucosa e da pele e da menstruacdo. O Fe presente
nos alimentos encontra-se em duas conformagdes diferentes: o Fe heme (Fe 2*) de origem
animal, que esta ligado ao anel porfirinico constituinte da hemoglobina ou mioglobina do
animal e o Fe ndo-heme (Fe **) de origem vegetal, a absor¢io de ambos ocorre principalmente
no epitélio duodenal superior (DAHER; KARIM, 2017).

O Fe heme corresponde a aproximadamente 10% do ferro da alimentagdo, porém em
virtude de sua melhor absor¢do, supde-se que contribua com 40 % do total de ferro absorvido.
O Fe ndo-heme apesar de ser encontrado em uma maior concentracao na alimentagdo (cerca de
90%), ¢ menos absorvido. Porém, a influéncia de alguns fatores pode favorecer sua absorg¢ao,
como acidez e presenca de agentes solubilizantes, como agucares (HENRIQUES, 2013).

A absor¢do do Fe ndo-heme envolve inicialmente sua redugio de Fe*" para Fe** pela
ferriredutase Citrocromo B duodenal (Dcytb). O Fe?* é captado pela transportadora de metais
bivalente 1 (DMT]1), proteina localizada na membrana apical dos enterdcitos composta por 12
segmentos transmembrana que transporta, além do ferro, outros cétions divalentes. Uma vez
internalizado o Fe?" pode seguir dois caminhos, ser retido na célula na molécula de ferritina ou
ser exportado para plasma pela ferroportina (FPN). O mecanismo de internalizagdo do Fe heme
ainda ndo ¢ totalmente esclarecido. Sugere-se que ele seja internalizado pela Proteina
Carreadora de Heme 1 (HCP1), também localizada na membrana apical dos enterdcitos, porém
questiona-se se essa proteina nao seria um transportador bifuncional, j& que transporta folato de

maneira mais eficiente. Depois da sua internalizagdo, no citoplasma do enterocito, o Fe heme
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sofre a agdo da Hemeoxigenase (HO1) para liberar seu anel porfirinico que em seguida fard
parte do mesmo pool de Fe ndo-heme e podera ser armazenado na célula na molécula de
ferritina ou exportado para o plasma pela FPN. Apos ser exportado para o plasma o Fe?" ¢
oxidado para Fe*" pela hefaestina para se ligar a transferrina (Tf) e ser transportado para outras
células (Figura 1). Uma vez dentro da célula do epitélio intestinal, o ferro que nao foi exportado
para o plasma ou armazenado, ¢ perdido quando os enterocitos senescerem, sendo excretado na

luz intestinal (WALLACE, 2016).

Figura 1 — Absorcdo do ferro proveniente da dieta no enterocito.

Ferro ndo-heme - Fe2t

@ Dcytb . eFe”
%Q. n@.ﬂ

Ferro heme - Fe 2+

—

Enterocito

HFE Fel+

:,_MHefaesﬁna
________________ » Fe?

Transferrina + Fe?*

Fonte: Adaptado de GROTTO, 2010. Abreviagdes: Dcytb: Citrocromo B duodenal; DMT-1: transportadora
de metas bivalente; HCP-1: Proteina Carreadora de Heme 1; HFE: proteina da hemocromatose; TfR: receptor

de transferrina; NU: Nucleo.

A maior parte do ferro no organismo esta associada a molécula de hemoglobina e a

degradacdo das hemadcias senescentes representam fonte importante de ferro (25 a 30 mg/dia)
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para o organismo. O ferro reciclado dessas células ¢ suficiente para manter a necessidade diaria
para a producdo de novos eritrocitos na medula 6ssea (COFFEY; GANZ, 2017).

As hemaécias tém um tempo médio de vida de 120 dias, a medida que se tornam
senescentes passam a expressar modificacoes bioquimicas em sua superficie como:
peroxidacdo de lipoproteinas de membrana, perda de residuos de acido sidlico e formacao de
neoantigenos, essas altera¢des sdo reconhecidas pelos macréfagos do bago e da medula ossea
e, em menor quantidade, pelas das células de Kiipffer, que sinalizam a eliminagdo dessas
células, processo conhecido como eriptose ou morte programada. Nesse processo as células
sofrem um “encolhimento” e externalizacdo de fosfadilserina, que ¢ reconhecida pelo seu
receptor (CD36) nos macrofagos. Posteriormente as hemécias sdo internalizadas, com
consequente degradacdo dos seus componentes. Através de um complexo enzimadtico, ocorre o
catabolismo intracelular do Fe heme, onde HO1 atua para liberar o anel porfirinico gerando
mondxido de carbono (CO), biliverdina e Fe?", que serd transportado para o citoplasma pela
DMT]1 e podera ser retido no proprio macréfago nas moléculas de ferritina ou ser exportado
para o plasma pela FPN. Neste caso apds externalizagdio para o plasma, o Fe?" ¢ oxidado para
Fe*" pela acdo da ceruloplasmina, enzima sintetizada no figado, para ser transportado pela Tf
(Figura 2). O ferro proveniente da dieta ou da degradacdo das hemacias senescentes ¢
transportado no plasma pela Tt até os locais onde sera utilizado, sendo predominantemente
relacionados a medula 6ssea, para producdo de eritrocitos (CASSAT; SKAAR, 2013;
WALLACE, 2016).

A Tf é uma glicoproteina monomérica sintetizada e secretada pelo figado de 80 kDa,
que possui dois sitios homologos (denominados N e C). Cada molécula de Tf pode ligar-se a
dois 4tomos de Fe** e ela desempenha o papel de quelante para o ferro e com isso além o manter
em sua forma soluvel sob condicdes fisiologicas, facilita seu transporte e absor¢ao e atenua sua
reatividade impedindo a formacao de radicais livres. A Tf, tem ainda, papel defensivo indireto
contra infec¢des, privando os patdgenos potenciais do ferro extracelular, que ¢ essencial para o
seu crescimento (GKOUVATSOS; PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2012).

As células tém receptores de transferrina (TfR) que medeiam o metabolismo do ferro.
O ferro é importado por endocitose do complexo Tf carregado com Fe* que interage com seus
TfRs (TfR1 e TfR2). A TfR1 ¢é expressa em baixos niveis, porém de maneira presente na
maioria dos tecidos humanos e a TfR2, uma proteina homoéloga a TfR1, tem sua expressao
restrita aos hepatdcitos, as células de criptas do duodeno e aos eritrocitos, o que sugere um

papel mais especializado no metabolismo do ferro (ROCHETTE et al., 2015).
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Figura 2 — Degradacdo das hemdcias senescentes nos macrdfagos.

Hemacias

Ferrtina

Macroéfago

Ceruloplasmin

Fonte: Adaptado e Traduzido de: CASSAT; SKAAR, 2013. Abreviagdes: DMT]1: transportadora de metais
bivalente, HO1: Hemeoxigenase, FPN: Ferroportina, BLV: Biliverdina, CO: Monoéxido de carbono.

Postula-se que a afinidade da Tf ao seu receptor ¢ determinada pela HFE (Human
hemachromatosis protein), proteina produzida pelo gene da hemocromatose. A interagao Tf-
TfR inicia o mecanismo de captagdo de ferro pela célula. O complexo Tf-TfR ¢ internalizado
por endocitose revestido por clatrina. Apods internalizacdo uma bomba de protons promove a
acidificagio do endossomo para pH 5,5 desencadeando a dissociacdo do Fe’" da Tf, que
permanece ligada a TfR. A ferriredutase Steap3 reduz o Fe**para Fe?* que ¢ transportado para
o citosol pela DMT1, que pode ser direcionada diretamente para as mitocondrias nas células
eritroides, ser retida pela ferritina ou exportada pela FPN. Apds a liberagdo do ferro, a afinidade

da Tf com seu receptor diminui, resultando na dissociagdo desse complexo, entdo a apo-Tf
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(Transferrina sem ferro) é secretada na corrente sanguinea para recapturar o Fe 3 * (Figura 3)
(WANG; PANTOPOULOS, 2011)

Figura 3 — Captacao e transporte do ferro nas células.

Tr—Fe(lll) ligada a TfR
CWFE“”} Membrana
TR if Endocitose ;
H

Plasmatica

Endossomo
de
Reciclagem

H+ > DMT]
(pH 5.5) cPF#al[III‘ GFe |} s
ﬁ_l Fe(lll) @ F'E {1
Endossuﬁu

Hemuglohiﬂa Ferritina

Fonte: Adaptado e traduzido de DE DOMENICO et al., 2008. Abreviagoes: Dcytb: Citrocromo B duodenal; DMT-
1: transportadora de metas bivalente; HFE: proteina da hemocromatose; TfR: receptor de transferrina; Tf:

Transferrina.

2.3.2 Homeostase do ferro

A homeostase do ferro no organismo ¢ regulada por dois mecanismos principais sendo
um intracelular e outro sistémico.

Na regulagdo intracelular a quantidade de ferro que entra nas células ¢ utilizada para
regular o metabolismo pos-transcricional de genes moduladores de proteinas envolvidas no
processo de captagdo e estoque do ferro. Os elementos reguladores de ferro (IRE= iron

regulatory elements) no RNA mensageiro (RNAm) de receptores das proteinas ferritina e
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transferrina, sdo ativados ou inibidos de acordo com o pool citoplasmatico de ferro. As proteinas
reguladoras do ferro (IRP1 e IRP2) controlam esse processo. A baixa quantidade de ferro
disponivel provoca ativacao das IRP1 e 2, que consequentemente se ligam aos seus respectivos
receptores IREs na sequéncia do RNAm (5’ e 3”). Assim, ocorre a reducao da codificagdo da
ferritina (estoque do ferro), e ativacao para codificacdo da transferrina (captacao e transporte),
o que leva ao aumento de sua sintese. O contrario ocorre quando a disponibilidade de ferro ¢

elevada no organismo (Figura 4) (EVSTATIEV; GASCHE, 2012).

Figura 4 — Regulacdo intracelular da expressao de proteinas no metabolismo do ferro.

0000000000000000

Pool citoplasmatico de ferro
0000000000000000
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Degradagéo do mRNA bloquelo da tradugéo mRNA estabilizado < prosseque airadu;ao
\ > |captagio I - Tcaptagio Y,

Fonte: Adaptado de GROTTO, 2010. Abreviagdes: TRF: transferrina; IRE: elementos reguladores ferro; IRP:

proteinas reguladoras de ferro.

Quanto a regulagdo sistémica, o organismo nao possui um mecanismo especifico para
eliminar o ferro absorvido ou armazenado em excesso. Para tanto, se faz necessario uma
comunicacdo entre os locais de absor¢do, utilizacdo e armazenamento do ferro e este papel ¢

realizado pelo hormonio hepcidina (RUCHULA; NEMETH, 2014).
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Esse horménio age como um regulador negativo do metabolismo do ferro, e o
mecanismo para tal resulta da ligacdo entre a hepcidina e seu receptor, a molécula da FPN.
Apos a interacao (hepcidina-FPN), ocorre a ubiquitinacdo da FPN e que ¢ degradada por
endocitose, promovendo efetivamente o bloqueio do fluxo de ferro da célula para o plasma
(NEMETH et al., 2004).

A FPN ¢ o tnico exportador do ferro celular proveniente da absor¢dao pela ingestao
dietética nos enterocitos, da degradacao das hemaécias senescentes realizada pelos macrofagos
e da mobilizacao de ferro armazenado no figado. Portanto a perda de sua funcao, pela sua
degradagdo, leva a diminui¢do da concentracdo plasmatica de ferro (Figura 5) (RUCHULA;
NEMETH, 2014).

Assim, casos de superexpressao da hepcidina estdo relacionados a hipoferremia e o
desenvolvimento de anemia. Por outro lado, a deficiéncia de hepcidina ¢ a causa da sobrecarga
de ferro na maioria das hemocromatoses hereditarias e contribui para a sobrecarga de ferro na
B-talassemia e outras anemias de carga de ferro. Portanto, a regulacdo apropriada da hepcidina

¢ essencial para a manuten¢do da homeostase do ferro (GANZ et al., 2008).

Figura 5- Acdo da hepcidina na regulagdo sistémica do metabolismo do ferro.

Hepatocito

Macrofagos ‘e =t

= IHEPCIDINA ‘
\ Ferro da Dieta

1a2mgfdia

"
i > 25 a 30 mg/dia 6Y 6

Hemécias senescentes ™~~~ Transferrina il
'\/
Médula Ossea Perdas diarias

1a 2 mgidia

Fonte: Adaptado e traduzido de EVSTATIEV; GASCHE, 2012.
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2.3.3. Status de ferro e obesidade

A deficiéncia de ferro ¢ uma condicdo na qual a quantidade de ferro corporal ¢
inadequada para manter a funcdo normal dos tecidos corporais. A deficiéncia se inicia com
esgotamento das suas reservas, definido pela baixa concentragdo de ferritina sérica, seguido
pelo transporte de ferro diminuido, caracterizado pelo aumento na capacidade de ligagdo de
ferro e diminui¢do da concentracdo de ferro sérico e, finalmente, a deple¢ao de ferro para
proteinas e enzimas que contém ferro, incluindo a hemoglobina, resultando assim em
concentragdes de hemoglobina abaixo dos valores de referéncia estabelecidos, ou a anemia
ferropriva (TUSSING-HUMPHREYS et al., 2012).

Os primeiros relatos de uma possivel conexdo entre o status de ferro e obesidade
surgiram ha mais de 40 anos. Em 1962, Wenzel et al. descreveram menores concentragdes
séricas de ferro em uma coorte de adolescentes obesos, que no ano seguinte também foi
identificada por Seltzer e Mayer (WENZEL; STULTS; MAYER, 1962, SELTZER; MAYER,
1963). Posteriormente, varios estudos confirmaram uma relagdo entre o excesso de peso e
baixos niveis de ferro em criangas e adolescentes, adultos e mulheres na pds-menopausa
(MOAYERI et al., 2006; AUSK; IOANNOU, 2008; LECUBE et al., 2006).

Para explicar a associacdo entre o status de ferro e a obesidade, varios fatores foram
previamente propostos, uma dieta pobre em nutrientes essenciais (vitaminas € minerais) e rica
em carboidratos e gorduras tem sido considerada hd muito tempo o maior fator causal para essa
relagdo, contudo um estudo que aplicou recordatorio alimentar de sete dias ndo mostrou
diferengas na ingestdo de ferro heme e ndo heme ou outros fatores dietéticos que influenciam
na absor¢ao de ferro entre individuos obesos e nao obesos (MENZIE et al, 2008). Mais
recentemente esse paradoxo tem sido melhor explicado pela inflamacao de baixo grau presente
nos individuos com obesidade e a relacdo com a hepcidina, hormonio regulador sist€émico do
metabolismo do ferro estimulado pela inflamagao (SARAFIDIS et al., 2012; BECKER et al.,
2015).

Estudos realizados em criancas ¢ adultos, bem como revisdes sistematicas, tém
mostrado que o aumento nas concentragoes de hepcidina estdo associados com as concentragdes
aumentadas de citocinas como IL-6 e com as baixas concentragdes séricas de ferro (AEBERLI;
HURRELL; ZIMMERMANN, 2009; CHENG et al., 2013; CHENG et al., 2012; TUSSING-
HUMPHREYS et al., 2012).
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2.3.4. Status de ferro e microbiota intestinal

A comunidade microbiana utiliza carboidratos complexos e proteinas que nao sao
digeridas e absorvidas pelo intestino delgado para sua proliferagdo. Uma comunidade
equilibrada também depende do fornecimento de micronutrientes para o seu metabolismo e
replicagdo e um dos micronutrientes que a grande maioria das espécies necessita ¢ o ferro
(SKRYPNIK; SULIBURSKA, 2018). Apenas um numero limitado de bactérias ¢ reconhecido
por nao depender de ferro para o seu crescimento. O grupo mais conhecido e notavel diz
respeito a Lactobacillaceae, reconhecida por seu efeito benéfico no hospedeiro, porém a
bactéria patogénica Borrelia burgdorferi também nao requer este nutriente para sua
proliferagdo (KORTMAN et al., 2014).

Para impedir o crescimento de invasores patogénicos alguns mecanismos inatos do
corpo humano como especiagao de ferro, presenca potencial de lactoferrina, também conhecida
como lactotransferrina, lipocalina-2 (apenas expressa em nivel baixo em hospedeiro saudavel)
e proteinas de defesa limitam a disponibilidade de ferro. Diferentes espécies bacterianas tém
seus proprios mecanismos e processos para absorver o ferro em sua forma ferrosa Fe** ou
férrica Fe ** (YILMAZ, 2018).

Para adquirir ferro nas condi¢des limitantes criadas pelo hospedeiro, em particular
durante uma resposta inflamatdria, os patdégenos (invasores) podem expressar receptores para
transferrina e lactoferrina do hospedeiro, e aumentar a secrecdo de siderdforos. Esses
compostos tém em geral maior afinidade para o ferro férrico e, portanto, competir com o ferro
ligado as proteinas hospedeiras. Para ilustrar, a transferrina tem uma constante de afinidade
para o ferro férrico de cerca de 10??, enquanto a constante de associagdo do sider6foro
enterobactina para o ferro férrico ¢ 10°! (YILMAZ, 2018).

Os sider6foros sdo compostos organicos de baixo peso molecular geralmente
produzidos por bactérias e fungos em resposta a ambientes com baixo teor de Fe *** Quando
excretados no meio extracelular, quelam ferro com alta afinidade, formando complexos
sideroforo-ferro. Estes complexos sdo captados por receptores especificos presentes na
superficie bacteriana. Os complexos sdo internalizados e quebrados no citoplasma para a
liberacao do ferro. Algumas bactérias ndo somente produzem seus proprios sideroforos como
também possuem receptores de superficie capazes de capturar sideréforos produzidos por
outras bactérias. S3o as estratégias mais prevalentes de familias de bactérias aerdbias e

anaerobias facultativas como Enterobacteriaceae, Streptomycetaceae e Bacillacea

(PARMANAND et al., 2019).
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Em contrapartida, a maior disponibilidade de ferro, advindos da dieta ou administragao
oral de suplementos, pode resultar em ferro disponivel no célon e ¢ um sinal critico para a
expressao de genes virulentos por patdogenos e hospedeiros. Pode promover a replicagao e
viruléncia dos patdégenos entéricos do intestino, incluindo Salmonella, Shigella e
Campylobacter. Em culturas in vitro da microbiota intestinal humana, um aumento no teor de
ferro do meio de cultura em quantidades simulando suplementagdo oral de ferro causa uma
diminui¢do na quantidade de bactérias comensais (KORTMAN et al., 2015). Além do impacto
da disponibilidade de ferro para os patogenos, o sequestro de ferro mediado pela hepcidina
também influencia a resposta imune do hospedeiro, alterando a producdo e a funcio das
citocinas pelos macrofagos. Em geral, a disponibilidade de ferro no intestino pode ter um grande

impacto no ciclo de infec¢ao de um patogeno (PAGANINI et al., 2019).

2.4. PREBIOTICOS, PROBIOTICOS E SIMBIOTICOS

O nuimero de estudos que investigaram o efeito de dietas na composi¢do e metabolismo
da microbiota intestinal de mamiferos aumentou muito nos ultimos anos e revelou que a
microbiota intestinal é claramente influenciada pela dieta hospedeira (POWER et al., 2014).
Atualmente nao estd bem definido se o tipo de dieta pode contribuir significativamente para a
saude ou doenca do hospedeiro via alteragdo da composicao da microbiota intestinal. Neste
sentido o uso de suplementagdo com prebidticos ou simbidticos para modulagdo da resposta
inflamatoria de baixo grau em individuos com obesidade, pode ser uma possibilidade atraente
para manter e/ou regular a permeabilidade intestinal (GERARD, 2016).

Prebidticos sdo ingredientes seletivamente fermentaveis que resultam em mudangas
especificas na composi¢@o e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo beneficios
ao hospedeiro (ROBERFROID et al., 2010). Para ser considerado um prebidtico o alimento
deve ser atender alguns requisitos: ndo ser hidrolisado nem absorvido na parte superior do trato
gastrointestinal; ser um substrato seletivo para um pequeno numero de bactérias benéficas para
o colon, que sdo estimuladas a crescer e/ou sdo metabolicamente ativadas; ser capaz de alterar
a flora colonica em favor de uma composi¢do mais saudavel; induzir efeitos luminais ou
sist€émicos que sdao benéficos a satide do hospedeiro (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Dentre
a varias substancias consideradas prebidticas, apenas os frutanos do tipo inulina (FOS,
oligofrutose e inulina) e galacto-oligossacarideos (GOS) cumprem os requisitos citados acima

(BINDELS et al., 2015).
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Os frutanos do tipo inulina sdo formados por liga¢des glicosidicas B-2-1 entre uma
molécula de glicose e duas ou mais de frutose, conhecida como grau de polimerizagdo. Sao
denominados inulina quando o grau de polimerizacao vai de nove a sessenta monomeros de
frutose, oligofrutose com até oito monomeros de frutose ¢ FOS quando o grau de polimerizacao
se encontra entre dois a quatro mondmoros de frutose (ROBERFROID, 2007).

O FOS ¢ encontrado naturalmente em alimentos de origem vegetal como aspargos,
cebola, alcachofra, chicoria e batata yacon (PEREZ-CORNAGO, 2015). As suas ligacdes
glicosidicas B-2-1 nao sofrem hidrdlise pela agdo das enzimas digestivas na parte superior do
trato gastrintestinal. Assim, quando chegam ao colon s3o parcialmente ou totalmente
fermentados pela microbiota intestinal, principalmente pelas bifidobactérias e assim
apresentam como produtos finais da fermentacao, acidos orgéanicos (lactato e piruvato), AGCC
(acetato, propionato e butirato) e gases (ROBERFROID, 2010). A fermentacdo acidifica o
colon e consequentemente diminui o seu pH, e isso favorece o desenvolvimento de bactérias
potencialmente anti-inflamatorias, como as bifidobactérias e os lactobacilos e ainda evita o
crescimento de bactérias potencialmente patogénicas (SABATER-MOLINA et al., 2009).

Esses compostos, em modelos animais, tém promovido mudangas na atividade e
composi¢ao da microbiota intestinal, estando associados a diminui¢ao do apetite (CANI et al.,
2005), e do peso e melhora do metabolismo da glicose (EVERARD A. et al., 2013) .

A utilizagdo de simbidticos € outra abordagem que vem sendo utilizada para modular a
microbiota intestinal. Os simbidticos sdo produtos que contém em sua composi¢ao prebioticos
e probioticos, os quais sdo micro-organismos vivos que, quando consumidos em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro (GUARNER et al., 2012). Assim como
os prebidticos, os probidticos devem apresentar algumas caracteristicas para serem
considerados como tais, como: tolerancia a secre¢des gastrointestinais (4cido gastrico e bile);
capacidade de aderir a mucosa gastrointestinal; e a inibicdo competitiva de organismos
patogénicos. E ainda, para ser considerado um probiotico eficiente deve responder alguns
critérios como: demonstrar efeito benéfico para o hospedeiro; ser ndo patogénico, nao toxico e
livre de significativos efeitos adversos; ser capaz de sobreviver ao longo do trato
gastrointestinal; conter adequado numero de células viaveis para conferir beneficios a saude;
ser compativel com a matriz do produto, com as condi¢des de processamento € armazenamento
para manter as propriedades desejadas e rotulados com precisao (FONTANA et al., 2013).

Os beneficios que esses micro-organismos podem trazer ao hospedeiro incluem entre
outros o antagonismo a adesdo germes patogénicos, o estimulo da barreira inata, a reducao da

inflamacao induzida por patdégenos, o aumento da fun¢do da barreira e a sobrevida do epitélio
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intestinal. Os lactobacilos e bifidobactérias sdo os géneros dos probidticos mais estudados e
seus beneficios sdo especificos para cada cepa, e decorrentes das dosagens, da administragdo e
das mesclas utilizadas. Os probioticos sdo veiculados principalmente em laticinios, vegetais em
conserva e suplementos nutricionais (HARDY et al., 2013).

Apesar da literatura nao dispor de estudos que avaliassem o efeito da suplementacdo de
prebidtico ou simbiodtico nas parametros do metabolismo do ferro em individuos com obesidade
morbida (FERNANDES et al., 2016). Alguns estudos investigaram o efeito da deficiéncia e da
suplementagdo de ferro na microbiota intestinal humana, principalmente focados no
microbioma infantil. Um dos estudos mais antigos, em 1985, mostrou que as criangas que
receberam  uma  preparagdio de leite de vaca  fortificada com = ferro
tinham Bifidobacterium mais baixas, porém contagens mais elevadas de Bacteroides e E. coli
do que as criangas que recebiam uma preparagao nao fortificada de leite de vaca (MEVISSEN-
VERHAGE et al., 1985). Outro estudo sobre o consumo prolongado de biscoitos com ferro
suplementado por criangas da Costa do Marfim demonstrou uma alta propor¢do de familia
de Enterobacteriaceae fecal e uma baixa proporgao de Lactobacillus, em comparagdo com um
grupo controle que recebeu biscoitos nao suplementados (ZIMMERMANN et al., 2010). Além
disso, a deficiéncia de ferro em mulheres indianas jovens foi associada com baixos niveis
de Lactobacillus acidophilus no intestino (BALAMURUGAN et al., 2010).

Jaum estudo, realizado em roedores germ-free, demonstrou que a auséncia de bactérias
intestinais leva a déficits de Fe nos enterdcitos (DESCHEMIN; NOORDINE; REMOT, 2019).
Um estudo in vitro avaliou o impacto da deficiéncia e aumento da disponibilidade de Fe, através
da fermentagdo colonica da microbiota fecal humana, e demostrou que durante condigdes muito
baixas de Fe, Roseburia, Eubacterium ectale, membros Clostridium Cluster IV e Bacteroide
foram diminuidos, enquanto membros da familia Lactobacillus e Enterobacteriaceae foram
aumentados, consistente com uma diminui¢ao de AGCC, nomeadamente butirato e propionato
(DOSTAL et al., 2013).

Em modelos experimentais a suplementagdo com prebiotico ou probiodtico tem se mostrado
benéfica para eliminar o dano potencial da fortificacdo de ferro na satde intestinal ou aumentar a
absorcao desse mineral (LIN et al, 2018). Em culturas in vitro, a presenca de Lactobacillus
fermentum na microbiota intestinal, devido ao &cido p-hidroxifenilactico, mostrou uma
atividade de reducdo de Fe3+ para Fe 2+, facilitando a absor¢do deste pelos enterdcitos
(GONZALEZ et al., 2017). Em um estudo realizado em animais com nove cepas bacterianas
(Bifidobacterium bifidum, B. lactis, B. lactis, Lactobacillus acidophilus, L. brevis, L.

casei, L. salivarius, Lactococcus lactis e Lc.actis ) em propor¢des iguais, na dose de 2,5 X



42

10 ° UFC, encontrou valores de ferro sérico menores e maiores valores de capacidade total
de ligacao de ferro nos grupos que receberam suplementacdo (SKRYPNIK et al., 2019). Em
humanos, um estudo realizado em mulheres saudaveis, os niveis de absor¢ao de Fe nao-heme

foram aumentados na presenca da cepa Lactobacillus plantarum, quando comparado ao grupo

controle (HOPPE et al., 2015).
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO ESTUDO

Hé uma lacuna do conhecimento tedrico sobre o efeito de prebidtico e simbidtico na
modulagdo da microbiota intestinal, considerando o potencial anti-inflamatério destes produtos
alimentares e seu possivel efeito nos marcadores bioquimicos do metabolismo do ferro. O ferro
¢ um importante mineral para a proliferagdo de bactérias potencialmente patogénicas que
podem acentuar as alteragdes presentes na microbiota intestinal desses individuos. Mudancas
dependentes de ferro na microbiota intestinal poderiam ter um impacto na saude e na resposta

imune da mucosa, que precisam ser investigadas com uma perspectiva maior (Figura 6).

Figura 6 — Esquema grafico do problema de pesquisa.

Inflamac&o

Ingestao dietética
Micronutrientes para
Inflamac&o de baixo grau replicacéo

Fonte: Autora.
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4. OBJETIVOS

4.3. GERAL

Avaliar o efeito da suplementagdo de prebidtico ou simbidtico nos marcadores do

metabolismo do ferro em individuos com obesidade morbida.

4.4. ESPECIFICOS

» Avaliar os parametros bioquimicos do metabolismo do ferro: ferro sérico, ferritina,
transferrina, saturagao de transferrina, indices hematimétricos, vitamina B12 e acido
folico antes e apds a suplementagdo com prebidtico ou simbidtico nos grupos
estudados;

» Avaliar as concentragdes dos marcadores inflamatorios IL-6 ¢ Proteina C-reativa
(PCR) antes e apds a suplementacdo com prebidtico ou simbidtico nos grupos
estudados;

» Avaliar indicadores antropométricos do estado nutricional: peso, altura, indice de
massa corporal antes e apos a suplementagdo com prebidtico ou simbidtico nos
grupos estudados;

» Estimar a ingestao dietética usual quanto a: energia, carboidratos, lipidios, proteina

total, proteina total, fibras, C, Bi2, 4cido folico, ferro heme e ndo heme.
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5. METODOS

5.3.  DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado, triplo cego, realizado no
Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU/UFSC), Florianopolis, SC.

O presente projeto de pesquisa esta inserido em um projeto tematico do Grupo de Pesquisa
em Imunonutri¢do e Metabolismo (GpIM), vinculado a linha de pesquisa II (Estudo Dietético
e Bioquimico relacionado com o estado nutricional) do Programa de Pods-Graduacdo em
Nutri¢ao da UFSC, sob supervisao do Professor Dr Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade,
intitulado: Efeito da suplementagdo de prebidtico ou simbiotico em marcadores inflamatorios
e indicadores do estado nutricional em individuos com obesidade morbida: um ensaio clinico

randomizado, placebo-controlado e triplo cego (Figura 7).
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Figura 07 — Fluxograma de inser¢ao do projeto de pesquisa.
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Fonte: Autora

5.4. ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO PLACEBO-CONTROLADO E TRIPLO CEGO

5.4.1 Populacio e amostra do estudo

A populacdo do estudo foi constituida por todos os individuos acompanhados no
ambulatorio de Obesidade e Cirurgia Bariatrica no Servico de Endocrinologia do HU/UFSC e
a amostra do estudo foi representada por individuos adultos com obesidade morbida
encaminhados para primeira consulta neste ambulatério no periodo de janeiro de 2016 a

fevereiro de 2018.
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Os critérios de inclusdo do projeto tematico foram: individuos adultos (18-60 anos) de
ambos os sexos com indice de massa corporal (IMC) > 40kg/m?. Foram excluidos os individuos
com: doengas gastrointestinais prévias (cancer gastrointestinal e doengas inflamatérias
intestinais); intolerancias e/ou alergias alimentares (intolerancia a lactose e doenga celiaca);
dependéncia alcodlica e/ou de drogas ilicitas; uso de farmacos anti-inflamatorios e/ou
antibidticos e/ou imunossupressores até trés meses antes; uso regular de laxativos, analgésicos
narcdéticos opioides e inibidores de apetite; uso atual ou prévio de suplementacao (até um més)
de prebidticos, probidticos, simbiodticos ou produtos enriquecidos com estes ingredientes;
seguimento de uma dieta para perda ou ganho de peso nos ultimos trés meses; gravidas ou
lactantes; seguimento atual de dietas ndo usuais (vegetariana, macrobidtica, paleolitico) e
fumantes. Neste estudo ndo foram incluidos os individuos que seguem dietas ndo usuais,
apresentam intolerancias e/ou alergias alimentares ou fazem uso de fAirmacos, pois sdo fatores
confundidores ou modificadores de efeito neste tipo de intervencdo, ja que podem alterar
diretamente a microbiota, o sistema imunoldgico e o apetite.

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 apresentada a proposta de pesquisa e feito o convite para participagdo. Nesse
momento, apos a leitura em conjunto, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
foi assinado para o inicio do protocolo do estudo (Apéndice B).

Caso os individuos ndo estivessem em jejum e atendessem aos critérios de inclusdo foram

convidados a retornar em outro momento.

5.4.4.1. Calculo do tamanho amostral

O tamanho da amostra deste estudo, teve como base a amostra obtida pelo projeto
tematico, porém optou-se por realizar o calculo do tamanho amostral para verificar o nimero
de individuos que seriam necessarios para atingir um poder de estudo 80% e um intervalo de
confianca de 95%. Para tanto, optou-se por utilizar a IL-6 como parametro para este calculo,
dada sua importancia na relacdo a inflamagcdo em obesidade e conexdo com o0s outros
parametros avaliados. Ainda ¢ importante salientar, que o estudo com a IL-6 utilizado para o
calculo, foi realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa em individuos submetidos a
cirurgia bariatrica no proprio HU/UFSC.

Para o calculo do tamanho da amostra considerou-se: a) dados do estudo realizado em

2013 e 2014 que avaliou como desfecho primario, dentre outros parametros, a IL-6;
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(FERNANDES et al., 2016); b) poder do estudo de 80%; c) intervalo de confianca de 95%; d)
acréscimo de 10% referentes a possiveis perdas de seguimento; e e) céalculos executados no
software online OpenEpi® Os resultados obtidos indicaram um tamanho amostral minimo de

56 individuos.
5.4.2 Caracteristicas das intervencoes

Neste estudo os suplementos e o placebo utilizados foram doados pela empresa Invictus
Farmanutri¢io®, sem nenhum conflito de interesse com os pesquisadores. Os suplementos estio
registrados na Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria na categoria de alimentos com
alegagdo de propriedades funcionais e/ou de saide (BRASIL, 2012, 2013a).

Os suplementos prebidtico (FiberFOS® - Invictus FarmaNutri¢do, Grupo FQM, Rio de
Janeiro, Brasil) e simbidtico (Simbioflora®- Invictus FarmaNutri¢io, Grupo FQM, Rio de

Janeiro, Brasil), apresentam as seguintes informagdes nutricionais e de composicao:

Quadro 4 - Informagdes da composi¢do Placebo, FiberFOS® e Simbioflora®

Intervengoes Composicao Quantidade
Placebo — 2 sachés Maltodextrina 11 gramas
FiberFOS® - 2 sachés Fruto-oligossacarideos 11 gramas
Lactobacillus paracasei LPC-37 2x10° UFC
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 2x10° UFC
Simbioflora® - 2 sachés | Lactobacillus acidophilus NCFM 2x10° UFC
Bifidobacterium lactis HNO19 2x10° UFC
Fruto-oligossacarideos (FOS) 11 gramas

Registro no Ministério da Satde: FiberFOS®- 6.6637.0006 ¢ Simbioflora®-6.6637.0001.

Fonte: Invictus, 2015a.
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Simbioflora® - 2
Placebo FiberFOS® - 2 sachés
sachés
Quantidade Quantidade Quantidade
Porcaode 11 g VD* VD* VD*
por por¢ao por por¢ao por por¢ao
19 kcal ou 40 19 kcal ou
Valor Energético 48 kcal 2,4% 1% 1%
kJ 40 kJ
0,2
Carboidratos 12¢g 4% 0,6 g 0,2% 0,6 g o
0
Proteinas Og 0% Og 0% Og 0%
Gorduras Totais Og 0% Og 0% Og 0%
Gorduras Saturadas | 0 g 0% Og 0% Og 0%
Gorduras Trans 0Og 0% Og 0% Og 0%
Fibra  Alimentar
(Fruto- 0Og 0% 11g 44% I1g 44%
oligossacarideos)
Sodio 0 mg 0% 0 mg 0% 0 mg 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 nao

estabelecida.

Registro no Ministério da Satde: FiberFOS® - 6.6637.0006 e Simbioflora®-6.6637.0001.

Fonte: Invictus, 2015a.

A definicdo do tempo e a dose das interveng¢des para o projeto tematico foram baseadas
em revisdes sistematicas e estudos desenvolvidos pelo GpIM que verificaram que o inicio do
efeito da suplementagdo se dava apods 15 dias e que a média de 11g/dia ja se observava efeito

sobre os desfechos avaliados (FERNANDES et al., 2016; FERNANDES et al., 2017).

5.4.3. Desfechos

Os desfechos primarios foram as alteragdes dos marcadores bioquimicos do
metabolismo do ferro (ferro sérico, transferrina, saturacdo de transferrina, ferritina, indices
hematimétricos, acido folico e vitamina B12) e os secundarios foram as alteragdes da ingestao

dietética quanto a: ferro total, heme e nao heme, vitamina B12, acido f6élico. Ainda foram
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utilizados como subsidios os desfechos primérios utilizados em trabalhos anteriores de
marcadores inflamatérios (IL-6 e PCR), parametros clinicos, alteragdes dos indicadores
antropométricos do estado nutricional e estimativa da ingestdo dietética quanto a: energia,

carboidratos, proteinas e lipideos.

5.4.4 Protocolo do estudo

5.4.4.1 Momentos do estudo

Os individuos que aceitaram participar do estudo foram distribuidos em trés grupos: G1
— grupo controle que recebeu placebo, G2 — grupo que recebeu prebiodtico e G3 — grupo que

recebeu simbiotico. O estudo decorreu em dois momentos experimentais:

o Momento 1 (M) - primeira consulta ambulatorial onde ocorreu a caracterizagdo dos
individuos (Apéndice C), inicio da suplementagdo com prebiotico, simbiodtico ou placebo,
entrega da ficha de frequéncia de consumo dos suplementos (Apéndice F), orientagdes do
que evitar durante o periodo de suplementagdao (Apéndice A) e orientagdes nutricionais
padronizadas para todos os participantes (Apéndice G);

o Momento 2 (M2) — momento ap06s trinta dias da primeira consulta ambulatorial, término da
suplementag@o com prebiotico, simbiodtico ou placebo e entrega dos participantes da ficha

de frequéncia de consumo.

Nos momentos propostos nesse estudo foram realizadas a coleta de sangue para
avalia¢do de indicadores bioquimicos e antropométricos do estado nutricional (Apéndice D) e
coleta de dados clinicos (Apéndice E), conforme figura 11.

Os pesquisadores e colaboradores mantiveram contato presencial com os individuos que
estavam em analise (quando eles se dirigiram ao HU/UFSC) ou via ligagdo telefonica uma vez
por semana, visando o registro da adesdo ao tratamento e suporte assistencial adequado, se

necessario.
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Figura 08 - Delineamento do estudo com os momentos experimentais.
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Fonte: Autora.

5.4.4.2 Randomizagdo e cegamento

Os participantes foram distribuidos aleatoriamente a um dos grupos de tratamento, por
meio de uma lista de randomizacao gerada por um programa de computador, consistindo em
blocos permutados de forma aleatdria com trés pacientes cada. Posteriormente os grupos de
tratamento foram substituidos por codigos numéricos aleatérios com trés digitos também
gerados por um programa de computador, para garantir a ocultagdo da alocagdo. Esta etapa foi
realizada por um pesquisador nao envolvido com a pesquisa. O pesquisador que recrutou e
acompanhou os participantes teve acesso apenas a lista contendo os blocos e os codigos
numeéricos de randomizagdo. Os participantes do estudo e os pesquisadores foram mascarados,
em relacdo ao consumo ¢ a distribui¢do da suplementagdo. Os suplementos e o placebo foram
pré-embalados em sachés opacos e fechados pelo fornecedor com os coédigos de randomizagao,
sendo idénticos em aparéncia fisica, sabor e cor. Os codigos de identificagdo dos suplementos
sO serdo revelados pela empresa fornecedora apds a analise estatistica dos dados do estudo,

caracterizando o estudo como triplo cego.
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5.4.4.3 Instrumentos e técnicas de coleta de dado

5.4.4.3.1. Caracterizacdo dos individuos

Os participantes do estudo foram caracterizados no momento basal por meio de dados
pessoais e clinicos (Apéndices C e E). Estas informag¢des foram coletadas diretamente com o
paciente e/ou no prontuario do mesmo no HU/UFSC mediante autorizagao dos mesmos.

Foram coletadas informagdes de: sexo, idade, peso, altura, IMC, comorbidades e
farmacos utilizados dos individuos elegiveis, dos que se recusaram participar do estudo ou que

por algum motivo, abandonaram o estudo, visando a validade externa dos resultados.

5.4.4.3.2. Coleta e preparo do material biologico

O sangue venoso periférico foi coletado de todos os individuos participantes do estudo
apos concordancia e assinatura do TCLE (Apéndice B).

Apds um jejum prévio de 8 a 10 horas, um total de 20 mL de sangue foi coletado em
cada momento do estudo (totalizando 40 mL nos doisqq momentos) por profissional capacitado
de acordo com técnica padronizada (WHO, 2010) na regido cubital do antebrago. Foram
utilizados tubos contendo heparina (sistema Vacutainer® BD Biosciences - Abingdon, UK) ou
gel separador (sistema Vacutainer® BD Biosciences - Abingdon, UK).

Ressalta-se que com exce¢do da citocina IL-6, os outros parametros fazem parte do
protocolo de assisténcia dos individuos do ambulatorio de Obesidade e Cirurgia Bariatrica do
Servig¢o de Endocrinologia do HU/UFSC, sendo analisados por este hospital, assim, estes dados
foram coletados do prontudrio do paciente. Os tubos com heparina onde foram coletadas as
amostras de sangue para avaliacdo da citocina IL-6 e da hepcidina e foram fornecidos pelos
pesquisadores, sem 6nus ao HU/UFSC.

O tubo de sangue com heparina foi acondicionado em caixa térmica e transportado até
o Laboratdrio de Investigagdo em Doengas Cronicas do Departamento de Ciéncias Fisiologicas
da UFSC para preparacdo e armazenamento do plasma. As amostras foram centrifugadas no
proprio tubo de coleta a 2500 rpm por 5 minutos a uma temperatura de 4°C para separagao do
plasma. Aliquotas de 500 pL foram transferidas para quatro criotubos com capacidade de 2 mL
cada, devidamente identificados e armazenados a -80°C. Ao final do estudo, foi realizada a
determinagdo de citocinas plasmaticas (IL-6) no Laboratério de Pesquisa em Imunologia do

Departamento de Analises Clinicas da UFSC.
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O tubo de sangue com gel separador ficou retido no laboratdrio de Analises Clinicas do
HU/UFSC. O sangue foi deixado em repouso por 10 minutos até completa coagulagdo. Em
seguida, foi centrifugado por um periodo de cinco minutos a 2500 rpm para a separagao do

soro. Os parametros foram determinados conforme quadro 6.
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Quadro 6 - Determinagdo dos pardmetros do metabolismo do ferro e marcadores inflamatorios.

Parametro Medid | Referéncia*® Método - Equipamento
a
*Ferro sérico mg/dL. | M: 50— 170 Ferene (IMMULITE 2000 Siemens®, Siemens
H: 65-175 Healthcare Diagnostics Inc., Newark, DE, USA)
*CLFT pg/dL | 250 - 450
*CLFL pg/dL | 110-370 Formula: CLFT — ferro
*Transferrina mg/dL | 160 - 356 Formula: CLFT x 100 /918) -63
*Saturacdo  de | % Formula: Ferro x 100 / CLFT
. 20a50
Transferrina
*Ferritina ng/mL | M:22-322
H: 10 - 291
S— Quimioluminescéncia por Microparticulas
*Vitamina B12 | pg/mL | 211-911 ‘ . _
_ : (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark,
*Acido folico ng/mL | Normal: >5,38

Deficiente: 0,35 a
3,37

DE, USA)

*Hemoglobina L M:11,5-16,5 Lauril sulfato de sodio livre de cianeto (SYSMEX
s H:13,2-18,0 XE-2100)
*Hematocrito Deteccao individual do volume de cada eritrocito
M: 36,0 — 48,0 . _ _ ‘ ‘
% pelo método impedancia e foco hidrodindmico
H:39,0-51,0
(SYSMEX XE-2100)
*VCM u2 fl 80a 100 Formula: hematodcrito x 10 / hemacias (em milhdes)
Formula: hemoglobina (g/dL) x 10 /hemacias (em
*HCM pg 27,3a32,6
milhdes)
*CHCM g/dL 31,6 a34,9 Formula: hemoglobina x100/ hematdcrito.
*PCR mg/L Ate 3,0 Turbidimetria (Dimension RXL)
Citocina IL-6 pg/mL Kit Elisa

(BD OptEIATM®, BD Biosciences, San Jose,
California, EUA)

Fonte: Autora. Abreviagdes: VCM: Volume Corpuscular médio; HCM: Hemoglobina corpuscular

média; CHCM: Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; PCR: proteina C reativa. IL-6:

interleucina 6: H: homen: M: mulher Legenda: *(dosagem e valores de referéncia do HU/UFSC).
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5.4.4.3.3. Determinagdo de indicadores antropométricos do estado nutricional

Para a avaliagdo do estado nutricional foram realizadas aferi¢des antropométricas de
peso e estatura pelos pesquisadores nos dois momentos do estudo, seguindo técnicas propostas
pela World Health Organization (WHO, 1995).

O peso foi mensurado utilizando uma balanca eletronica (Welmy®, Santa Béarbara do
Oeste, SP), com capacidade de 300 kg e precisao de 50 g. Os individuos foram pesados com o
minimo de indumentéria, descalcos, na posi¢ao ereta no centro da plataforma da balanga e com
os bragos soltos ao longo do tronco (WHO, 1995) e a estatura foi medida por estadidmetro
acoplado a plataforma com capacidade de 2,00 m e precisao de 0,5 cm. Aferida com o individuo
descalco ou com meias finas. Os participantes ficaram sobre uma superficie plana, com o peso
distribuido uniformemente em ambos os pés em posigao ereta, bragos 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 posicdo da cabega foi orientada de modo que a linha de
visdo permaneca perpendicular ao corpo e paralela ao solo. Os individuos foram orientados a
inspirar profundamente e manter-se numa posi¢ao totalmente ereta. A referéncia para a
mensuracao foi o ponto mais alto da cabega com pressao suficiente para comprimir o cabelo
(WHO, 1995).

A classificagao do estado nutricional foi realizada pelo IMC utilizando-se os pontos de
corte definidos pela World Health Organization (2000), conforme descrito no quadro 7. O IMC
¢ definido como uma relagdo do peso em quilogramas com o valor da estatura em metros ao

quadrado (kg/m?) (WHO, 1995).

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

Classificacao Indice de Massa Corporal (kg/m>)
Eutrofia 18,50-24,99

Pré-obesidade 25,00-29,99

Obesidade grau | 30,00-34,99

Obesidade grau I1 35,00-39,99

Obesidade grau III > 40,00

Fonte: WHO (2000).
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5.4.4.3.4. Estimativa da ingestdo dietética atual

Técnica para coleta da ingestao dietética atual

Para estimativa do consumo dietético atual dos individuos foram aplicados dois
recordatdrios de 24 horas (um em cada momento do estudo). Seguindo a técnica dos multiplos
passos, onde os individuos foram encorajados a relatar, com o maximo de detalhes (tipo, forma
de preparo, ingredientes, quantidades em medidas caseiras), todos os alimentos e bebidas
consumidos no dia anterior, em cada refei¢ao. Ao final da entrevista, o pesquisador procedeu
com a revisdo dos alimentos e das quantidades relatadas e registradas com o entrevistado

(CONWAY; INGWERSEN; MOSHFEGH, 2004).

Técnica para andlise da ingestdo dietética atual

Para estimativa do quantitativo de energia e nutrientes da ingestdo alimentar dos
participantes do estudo, seguiu-se uma padroniza¢do 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
R24h foram listados e seus respectivos valores de energia e nutrientes (carboidratos, proteinas,
gorduras: totais, saturadas, monoinsaturadas, poli-insaturadas, fibra alimentar, ferro, acido
folico, vitamina D, C e B12) foram determinados com base nos valores apresentados na Tabela
de composicao de alimentos do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United
States Department of Agriculture - USDA, 2018) e da Tabela Brasileira de Composi¢ao
Brasileira da USP (TBCA, 2017). Na auséncia dos itens alimentares nas tabelas de dados
citadas, para determinacdo dos valores de energia de nutrientes procedeu-se a elaboracao de
fichas técnicas de preparagdes (FTP) ou consulta em rétulos de embalagens.

Ainda, para maior fidedignidade do consumo relatado, foram elaboradas FTP para as
preparagdes alimentares que estavam disponiveis nas bases de dados consultadas, mas que nao
consideraram em sua descricdo o uso de sal ou 6leo de adicdo. As quantidades adicionadas
destes ingredientes nas FTP foram calculadas de acordo com o grupo alimentar e técnica de
preparo e de acordo com as recomendagdes preconizadas pela 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®, versao 2016.

Apos a conclusdo da entrada de dados dos relatos de consumo para cada momento do
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estudo, realizou-se uma andlise de consisténcia das informacdes digitadas e a presenca de
valores extremos de ingestao diaria (<500 ou > 4000 kcal). O que permitiu verificar possiveis
erros de digitagdo ou a ocorréncia de sub ou super-relatos da ingestdo diaria relatada pelos
individuos. A partir destes dados ainda serao determinadas as estimativas de ingestdao de ferro
heme e ndo heme, bem como as proteinas provenientes de fontes animais e vegetais.

Foram calculadas as médias de consumo de energia e nutrientes, em seguida, serd
realizado o ajuste para a variabilidade interindividual utilizando a estimativa das médias
quadraticas. Para obter esses componentes ¢ necessario utilizar a analise de variancia
(ANOVA). A partir destes dados pode-se calcular a variancia total e, posteriormente, a média
e o desvio padrao ajustados (IOM, 2001).

Posteriormente ao ajuste para variabilidade interpessoal foi realizado ajuste para
calorias pelo método dos residuos a fim de corrigir as estimativas de nutrientes pela ingestao

de energia total, conforme metodologia descrita por Willett, Howe e Kushi (1997).

5.4.4.3.5. Parametros clinicos

Parametros clinicos como farmacos utilizados, alteragdes gastrointestinais, presenca de
constipacdo, consisténcia e formato das fezes, uso de suplementos vitaminicos e minerais e
caracteristicas sobre o periodo menstrual foram verificados (Apéndice E). Para a determinagdo
da presenca de constipacdo foram utilizados os critérios diagndsticos do ROMA III
(DROSSMAN et al., 2006), um sistema internacional desenvolvido para classificar desordens
gastrointestinais funcionais. Para a determina¢do da consisténcia e do formato das fezes foram
utilizados os critérios da Escala Fecal de Bristol (LEWIS; HEATON, 1997), a qual classifica a
forma e a consisténcia das fezes humanas em sete categorias. Pacientes que foram acometidos
por infeccdes ao longo do estudo ou que ficarem por dois dias ou mais sem consumir o

suplemento foram descontinuados do estudo.

5.5. PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA
Todos os individuos convidados a participar do estudo receberam todas as explicacdes
necessarias para o entendimento do protocolo experimental, assim como dos riscos e possiveis

beneficios. Quando concordaram em participar, foi realizada a leitura do Termo de
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consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice B) e sanadas duvidas, que existiam. Em
seguida, o TCLE foi assinado pelo participante.

Destaca-se que nenhum individuo foi obrigado a participar do estudo, assim como, pode
se retirar do mesmo a qualquer momento. Além disso, todas as informagdes coletadas sao
sigilosas, mas foram disponiveis para o participante, caso haja interesse do mesmo. Os
formulérios preenchidos com as informacgdes coletadas dos participantes ficardo 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 Nutri¢do, Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Santa Catarina.

O protocolo deste estudo seguiu os preceitos estabelecidos na declaragdo de Helsinki
(RICKHAM, 1964) e na Resolucao do Conselho Nacional de Satde n® 466 de 2012 (BRASIL,
2013Db).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC
sob parecer nimero 1.340.253 (Anexo B) e pela plataforma de registro de ensaios clinicos
ClinicalTrials.gov (http://www.clinicaltrials.gov/) sob o identificador NCT02660333 (Anexo
C). Ressalta-se que houve a inclusdo da dosagem das concentragdes séricas de hepcidina no

registro.

5.5. RISCOS

Os riscos para os participantes que aceitaram participar desta pesquisa estdo relacionados
efeitos adversos da suplementagdo e o acesso venoso para coleta de material biologico. Porém,
de acordo com revisdes sistematicas da literatura realizadas pelo nosso grupo de pesquisa sobre
os efeitos de prebidticos ou simbidticos em pardmetros metabolicos e marcadores inflamatdrios,
ndo houve desisténcia dos participantes nos estudos que relataram a ocorréncia de reacdes
adversas, independentemente da dose (1,08 a 21 g/dia) ou tempo de suplementacdo (28 a 198
dias). Essas reag¢des foram: flatuléncia, diarreia, constipacao, inchaco e dor abdominal e foram
relatadas apenas nos primeiros dias e de baixa intensidade (BESERRA et al., 2015;
FERNANDES et al., 2017). O presente estudo utilizou a dose de 11 g/dia durante 30 dias e
acredita-se que as possiveis reagdes adversas tenham sido de baixa intensidade. Em relagdo a
coleta de sangue, esta foi realizada com material estéril e descartavel, evitando a transmissdo
de contaminantes quimicos e biologicos, além de ser feito por profissional capacitado do

Laboratorio de Analises Clinicas do HU/UFSC.
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5.6.1. Variaveis de exposicio, desfecho, controle e de caracterizacio

No quadro a seguir estdo descritas as variaveis de exposi¢ao, desfecho, além daquelas

que foram utilizadas para controle e caracterizagao da amostra.

Quadro 8 - Variaveis de exposicao, desfecho, controle e de caracterizagdo da amostra, unidades

de medida e respectiva classificagdo tedrica que sera utilizada para as analises estatisticas.

e B1 e acido f6lico)

Variaveis Unidades de

Categoria medida/ Classificacio teorica
categorias
Ingestdo de prebiodtico Sim/Nao
S : Independente,
Exposi¢io Ingestdo de simbiotico Sim/Nao _ _ _
nominal, dicotdmica

Ingestdo de placebo Sim/Nao

Ferro sérico pg/mL

Transferrina mg/dL

Ferritina ng/dL

Saturagao de transferrina %

CLFL e CLFT pg/dL

Hemoglobina g/dL

Hematdcrito % Dependente,
Desfechos L

VCM u2 fl quantitativa continua

HCM pg

CHCM g/dL

Acido folico ng/mL

Vitamina B> pg/mL

Ingestdo dietética (fibra, ferro

heme e ndo-heme, vitamina C | g, mg, pug

Fonte: autora
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Quadro 8 - Variaveis de exposicao, desfecho, controle e de caracterizagdo da amostra, unidades

de medida e respectiva classificagcdo teérica que serd utilizada para as andlises estatisticas.

(continuagdo)
IL-6 pg/mL
; Dependente,
Proteina C reativa mg/dL o
quantitativa continua
Peso corporal kg
Indice de Massa Corporal | kg/m?
Consisténcia e formato a7 Dependente, nominal
a
das fezes categorica
Constipacao Sim/Nao
Alteragdes _
. o Sim/Nao
gastrointestinais Dependente,
Pratica de atividade fisica | Sim/Nao qualitativa  nominal,
Uso de suplementos Sim/Nao dicotomica
L Ciclo menstrual regular* | Sim/Nao
Caracterizacao
Menopausa* Sim/Nao
o Dependente,
Ingestdo dietética (macro o
) ) Kcal, g, mg, ug quantitativa continua
€ micronutrientes)
Idade Anos
: __| Dependente,
Masculino/Femini ' _
Sexo categorica nominal
no
Cirurgia anterior no trato |
. ‘ Sim/Nao
gastrointestinal
Comorbidades prévias Sim/Nao
Uso prévio de |
. Sim/Nao
medicagdes

Fonte: autora

5.6.2. Analises estatisticas
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Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no programa Microsoft
Office Excel 2016®. As analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico STATA®
versdo 13.0 para Windows®.

As varidveis continuas foram descritas em média e desvio padrao para distribuigao
simétrica, ou mediana e intervalo interquartil para assimétrica. Para as varidveis continuas, as
comparagdes entre os grupos (controle e suplementados) foram realizadas utilizando o teste de
T de Student para amostras simétricas ¢ Wilcoxon para amostras assimétricas

As variaveis categoricas foram descritas em categorias e frequéncia a partir do
aparecimento nos grupos estabelecidos. Foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk
para avaliagdo da distribuicdo dos dados, sendo que se o resultado foi <0,05, rejeitou-se a
normalidade dos dados. Para comparagdes entre os grupos (controle e suplementados) foram
utilizados o Teste de Qui-Quadrado (ou teste de Fisher quando o valor esperado em uma casela
for menor que 5).

Para todos os testes, foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).



62

6. RESULTADOS

Como resposta aos objetivos desse projeto de pesquisa, foi elaborado um artigo
intitulado “Efeito da suplementacdo de fruto-oligossacarideos e simbiotico em marcadores do
metabolismo do ferro em individuos com obesidade moérbida: um ensaio clinico randomizado,
placebo-controlado e triplo cego” que sera enviado e avaliado pela periddico na area de nutricao
clinica com QUALIS Al para area da nutricio e fator de impacto 5.496

(https://www.journals.elsevier.com/clinical-nutrition-espen) conforme prévia a seguir:

TITULO: EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE FRUTO-
OLIGOSSACARIDEOS E SIMBIOTICO EM MARCADORES DO METABOLISMO
DO FERRO EM INDIVIDUOS COM OBESIDADE MORBIDA: UM ENSAIO

CLiNICO RANDOMIZADO, PLACEBO-CONTROLADO E TRIPLO CEGO.

Autores: Luana Pucci de Lima?® Julia Pessini  Victoria Silva e Jonck®, Ricardo

Fernandes?, Lote Miguel Manuel?, Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade®.

Afiliacao:

*Programa de Po6s-Graduagdo em Nutricdo, Universidade Federal de Santa Catarina,
Brasil. CEP: 88040-900.

"Curso de Graduagdo em Nutricdo, Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil.
CEP: 88040-900.

‘Departamento de Nutricdo e Programa de P6s-Graduagdo em Nutricdo, Universidade

Federal de Santa Catarina, Brasil. CEP: 88040-900.

Email de cada autor:
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Luana Pucci de Lima — luanapucci@hotmail.com
Julia Pessini — juliapessini@gmail.com

Victoria Silva e Jonck — jonckvictoria@gmail.com
Ricardo Fernandes — ricardontr@gmail.com

Lote Miguel Manuel — lotemiguel 14@gmail.com

Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade — erasmotrindade@gmail.com

Autor correspondente:

Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade.

Campus Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima, Trindade, Florian6polis — Santa
Catarina — Brasil — CEP: 88040-900.

Departamento de Nutrigao.

Fone: +55 48 3721-4158.

Fax: +55 48 3721-9542.

Email: erasmotrindade(@gmail.com

Abreviacoes utilizadas neste estudo:

FOS — Fruto-oligossacarideo; IL — Interleucina; IMC — Indice de Massa Corporal; LPS —
Lipopolissacarideo; PCR — Proteina C-reativa; UFC — Unidades Formadoras de Colonia; UIBC:
do inglés unsaturated iron binding capacity (Capacidade de ligagdo do ferro livre)

HCM: Hemoglobina corpuscular média; CHCM: Concentragdo de hemoglobina corpuscular
média; EAR: do inglés Estimated Average Requirement (Necessidade média estimada)

CLFL: Capacidade de ligacdao do ferro livre; CLFT: Capacidade de ligagdo do ferro total.

HU/UFSC: Hospital Universitario/Universidade Federal de Santa Catarina; USDA: do inglés



64

United States Department of Agriculture (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos);

DRI: do inglés Dietary Reference Intakes (Ingestao Dietética de Referéncia)

RESUMO

Introducdo/Objetivos: O ferro ¢ um recurso primordial para o crescimento e sobrevivéncia de

todas as células procaridticas e eucaridticas. Individuos obesos apresentam alteragdes na
microbiota e no metabolismo do ferro e a relagdo entre essas condi¢des tem sido investigada.
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementag¢ao de fruto-oligossacarideo (FOS)
ou simbidtico em marcadores do metabolismo do ferro em individuos com obesidade morbida.
Meétodos: Ensaio clinico randomizado, placebo-controlado e triplo cego conduzido em 22
individuos adultos com trés bragos paralelos, sendo: prebidtico (FOS), simbidtico (FOS, trés
cepas de lactobacilos e uma cepa de bifidobactéria) e placebo (maltodextrina) na dosagem de
11g/dia por 30 dias. Marcadores bioquimicos e de ingestdo alimentar do metabolismo do ferro
foram avaliados antes e apos a suplementagdo. Resultados: As analises ndao mostraram
diferencas significativas entre os grupos apds a suplementagdo. Nas avaliagdes intragrupo,
houve reducdo significativa no marcador de reserva de ferro CLFL no grupo simbidtico (p=
0,018) e nos marcadores funcionais de ferro HCM no grupo prebiotico (p=0,019) e CHCM no
grupo placebo (p= 0,014). Apenas a saturacdo de transferrina estava abaixo do valor de
referéncia no momento basal nos grupos prebidtico e simbidtico. Em relagdo a ingestdo
dietética, os grupos placebo e simbidtico apresentaram valores de ingestdo abaixo do
recomendado pela EAR no momento basal para vitamina C. Conclusdes: A relacdo entre
relacdo entre a microbiota e o status de ferro, ainda ndo foi investigado em individuos com
obesidade moérbida. Alguns pardmetros do metabolismo do ferro sdo considerados proteinas de
fase aguda e, portanto, influenciados pela inflamacao, presente nestes individuos. Portanto para

averiguar tal relacdo sdo necessarios mais estudos em humanos, com maior representatividade
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amostral, que avaliem a microbiota intestinal e concentracdo de hepcidina, como regulador
negativo do metabolismo do ferro estimulado pela inflamagao.

Palavras-chave: Obesidade. Microbiota intestinal. Prebioticos. Simbiodticos. Proteinas

Reguladoras do ferro

INTRODUCAO

Atualmente, a obesidade ¢ um dos maiores problemas de saude publica que os paises
enfrentam'. Sua etiologia é complexa e multifatorial, e envolve a interagdo entre ambiente
inadequado, fatores emocionais, mecanismos neurais, hormonais, além de fatores genéticos e
epigenéticos’.

A obesidade tem sido associada a microbiota intestinal, que consiste em um sistema
complexo e dindmico de micro-organismos que quando em equilibrio participa de processos
benéficos ao hospedeiro®. Porém, em casos de disbiose, observa-se alteragdes em sua
composicdo, com menor diversidade de espécies e predominio de géneros bacterianos
potencialmente  patogénicos como: Bacteroides, Parabacteroides, — Ruminococcus
Campylobacter, Dialister, Porphyromonas, Staphylococcus e Anaerostipes.*> Essas entre
outras bactérias fazem uso do fornecimento continuo de micronutrientes para sua replicagdo e
metabolismo como, por exemplo, o ferro. Um mineral vital para a homeostase celular e
imprescindivel para diversas reagdes bioldgicas de quase todas as células procaridticas e
eucaridticas®. As bactérias desenvolveram mecanismos para obtencio de ferro do hospedeiro e
observa-se que tanto a condi¢do de alto ou de baixo teor de ferro pode ser capazes de estimular
diferentes aspectos da viruléncia bacteriana’.

O metabolismo do ferro também tem sido associado a obesidade. Essa conexdo surgiu
ha mais de 40 anos e embora véarios fatores tenham sido previamente propostos para explica-la,

ainda ndo se pode estabelecer uma causa tinica para esta condi¢o®’. Atualmente o mecanismo
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que melhor responde esse paradoxo envolve a descoberta da hepcidina, um hormdnio peptidico,
que participa da regulagdo sistémica do metabolismo do ferro. Ela ¢ inibida pela atividade
eritropoiética e estimulada pelo aumento das concentragdes plasmaticas de ferro e também pela
inflamagdo, caracteristica dos individuos obesos'®!!.

Neste sentido o uso de suplementagcdo com prebidticos ou simbiodticos para modulagao
da resposta inflamatoéria de baixo grau, pode ser uma possivel estratégia para manter e/ou
regular a permeabilidade intestinal bem como atuar na disponibilidade ou ndo de ferro para
células bacterianas'?”’.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de FOS

ou simbidtico contendo FOS em marcadores bioquimicos do metabolismo do ferro em

individuos com obesidade moérbida.

MATERIAIS E METODOS

Participantes do estudo

Ensaio clinico randomizado, placebo controlado e triple cego, realizado na cidade de
Floriandpolis, Santa Catarina — Brasil, no periodo entre janeiro de 2016 a fevereiro 2018. A
amostra ndo probabilistica deste estudo foi atingida por saturagdo temporal e com individuos
adultos com obesidade morbida assistidos em sua primeira consulta em um ambulatério do
Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina, Floriandpolis, Brasil.

Os critérios de inclusdo foram: individuos adultos (18-60 anos) de ambos os sexos com
IMC > 40kg/m?. Os critérios de exclusio foram: individuos com doengas gastrointestinais
prévias (ex: cancer e doencas inflamatdrias intestinais); intolerancias e/ou alergias alimentares

(ex: intolerancia a lactose e doenca celiaca); dependéncia alcoolica e/ou de drogas ilicitas; uso
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de farmacos anti-inflamatorios e/ou antibidticos 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 prebiodticos e/ou probiodticos e/ou simbiodticos; 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.

Foram descontinuados os participantes que ficaram por dois dias consecutivos ou mais
sem consumir a dosagem esperada do suplemento. O ponto de corte de dois dias foi baseado
em uma pesquisa com seres humanos que mostrou uma mudanga estrutural significativa da
comunidade microbiana apés dois dias de uma intervencio dietética'®.

Todos os participantes receberam esclarecimento padronizado sobre o tratamento
nutricional para perda de peso, visando respeitar critérios éticos quanto a participagdo no estudo
sem impossibilitar acesso ao tratamento nutricional (Material suplementar S1). Ainda, foi
orientado aos individuos que durante o periodo de suplementagdo evitassem praticar atividade
fisica intensa, consumir bebida alcodlica e alimentos enriquecidos com prebioticos, probidticos
ou simbidticos (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 numero 1.340.253, seguindo orientacdes 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 individuos elegiveis e que aceitaram participar do estudo foram alocados randomicamente

em trés grupos de tratamento: placebo, prebidtico ou simbidtico e avaliados em dois momentos.
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Em ambos foram realizadas a coleta de dados clinicos, antropométricos € amostras sanguineas.
No momento basal ainda ocorreu a caracterizagdo dos individuos, inicio da suplementagdo,
entrega da ficha de frequéncia de consumo dos suplemento, orientagcdes do que evitar durante
o periodo de suplementacdo (Material Suplementar 3 e 4) e orientagdes nutricionais
padronizadas para todos os participantes e no momento final, apds trinta dias, ocorreu o término
da suplementacdo com e entrega da ficha de frequéncia de consumo dos suplementos. Os
pesquisadores e colaboradores mantiveram contato presencial com os individuos que estavam
em analise (quando eles se dirigiram ao HU/UFSC) ou via ligagdo telefonica uma vez por
semana, visando o registro da adesdo ao tratamento e suporte assistencial adequado, se
necessario. Aqueles que receberam placebo foram orientados a consumir 11 gramas didrias de
maltodextrina; aqueles que receberam prebiotico foram orientados a consumir 11 gramas
diarias de FOS (FiberFOS®, Invictus Farmanutricio, 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 Farmanutricio, Brasil) durante 30 dias. Cada individuo foi
orientado a ingerir diariamente o contetido de dois sachés, em horérios distintos, misturando o
contetdo de cada saché em 100 mL de 4gua em temperatura ambiente.

Os desfechos primarios foram as alteragdes dos marcadores bioquimicos do
metabolismo do ferro (ferro sérico, transferrina, saturacdo de transferrina, ferritina, indices
hematimétricos, 4cido folico e vitamina B12) e os secundarios foram as alteracdes da ingestao
dietética quanto a: ferro total, heme e ndo heme, vitamina B12, 4cido f6lico e vitamina C. Ainda
foram utilizados como subsidios os desfechos primarios utilizados em trabalhos anteriores de

marcadores inflamatérios (IL-6 e PCR), parametros clinicos, alteragdes dos indicadores
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antropométricos do estado nutricional e estimativa da ingestdo dietética quanto a: energia,
carboidratos, proteinas e lipideos.
Randomizacdo, ocultamento da alocacdo e mascaramento

Os participantes foram distribuidos aleatoriamente a um dos grupos de tratamento por
meio de uma lista de randomizagdo gerada pelo software estatistico Stata® v.13.1 para Windows
(StataCorp, Texas, EUA), consistindo em blocos permutados de forma aleatéria com trés
pacientes cada. Apds os grupos de tratamento foram substituidos por cddigos numéricos
aleatorios com trés digitos, gerados por meio de uma tabela de nimeros aleatdrios, para que
houvesse o ocultamento da alocagdo. Esta etapa foi realizada por um pesquisador nao envolvido
com a pesquisa. Os pesquisadores que recrutaram e acompanharam os participantes apenas
tiveram acesso a lista contendo os blocos e os codigos numéricos de randomizacdo, nao
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 suplementagdo, respectivamente. Os técnicos de laboratorio 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 cddigos de randomizacao, sendo idénticos em aparéncia fisica, sabor e cor. Os codigos
de identifica¢do dos suplementos sé foram revelados pela empresa fornecedora apos a anélise

estatistica dos dados do estudo, caracterizando o estudo como triplo cego.

Coleta e preparo do material biologico

Aproximadamente 15 mL de sangue venoso foram coletados em cada momento do
estudo por técnico de laboratorio capacitado de acordo com técnica padronizada'* na regido
cubital do antebrago, utilizando tubos contendo heparina sddica ou gel separador, em jejum

prévio de 8 a 10 horas. As amostras de sangue nos tubos com heparina foram centrifugadas a
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400g por sete minutos a temperatura ambiente e aliquotas de plasma (500 pL) foram
transferidas para criotubos e armazenadas a -80°C. As amostras de sangue nos tubos com gel
separador foram deixadas em repouso por 10 minutos até completa coagulacdo. Em seguida, os
tubos foram centrifugados por um periodo de cinco minutos a 400g para a separagdo do soro.
As concentragdes de IL-6 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 instru¢des do fabricante e 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), baseado em uma técnica de imunoensaio
turbidimétrico de particulas melhoradas. Os valores foram expressos em mg/L, sendo o valor
desejavel até 3,0 mg/L. O método Ferene (IMMULITE 2000 Siemens®, Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Newark, DE, USA) foi utilizado para concentragdes de ferro, desejaveis
valores entre 50-170 mg/dL para mulheres, 65 — 175 mg/dL para homens e para Capacidade de
ligacdo de ferro total (CLFT) e com valores entre 250-450 pg/dL. O método de

Quimioluminescéncia por Microparticulas (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark, DE,
USA) foi utilizado para concentragdes de ferritina, com valores desejaveis entre 22 —322 ng/mL
para mulheres e 10 — 291 para homens ng/mL; para vitamina B12 com valores desejaveis entre
211—-911 pg/mL; e Acido Félico com valores considerados normais >5,38 ng/mL e deficientes
entre 0,35 a 3,37 ng/mL. O método Lauril sulfato de sdédio livre de cianeto (SYSMEX XE-
2100), foi utilizado para concentragdes de hemoglobina, sendo valores desejaveis entre 11,5 —
16,5 g/dL para mulheres e 13,2 — 18,0 g/dL para homens. Para percentual de hematocrito foi
utilizado a deteccdo individual do volume de cada eritrocito pelo método impedancia e foco

hidrodinamico (SYSMEX XE-2100), com valores desejaveis de percentuais entre 36,0 — 48,0
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% para mulheres ¢ 39,0 — 51,0 % para homens. Foram utilizadas férmulas para determinagao
de transferrina (CLFT x 100 /918 -63), valores desejaveis entre 160 — 356 mg/dL; saturagdo de
transferrina (ferro x 100 / CLFT), desejaveis percentuais entre 20 — 50 %; capacidade ligacao
do ferro livre (CLFT — ferro sérico), com valores entre 110 — 370 pg/dL; volume corpuslar
médio (hematdcerito x 10/hemécias em milhdes), valores entre 80 a 100 u2 fl; hemoglobina
corpuscular média (hemoglobina g/dL x 10 /hemacias em milhdes), valores entre 27,3 a 32,6
pg; e para concentragdo de hemoglobina corpuscular média ( hemoglobina x100/ hematdcrito)

valores entre 31,6 a 34,9 g/dL.

Determinagdo dos indicadores antropométricos do estado nutricional

Para a avaliagdo do estado nutricional foram realizadas aferigdes antropométricas de
peso e estatura, seguindo técnicas propostas pela World Health Organization'®. O peso atual
foi aferido em balanga mecanica de plataforma calibrada com capacidade maxima de 150 kg e
escala de 100 g, da marca Toledo® (Empresa Toledo do Brasil, Sdo Bernardo do Campo, SP,
Brasil). A estatura foi medida por estadidmetro acoplado a plataforma com capacidade de 2 m
e precisao de 0,5 cm. A classificagdo do estado nutricional foi realizada pelo IMC utilizando-

se os pontos de corte definidos pela World Health Organization".

Estimativa da ingestdo dietética atual

Para coleta da estimativa da ingestdo dietética foram aplicados dois recordatérios de 24
horas (um em cada momento do estudo). Seguindo a técnica dos multiplos passos, onde os
individuos foram encorajados a relatar, com o maximo de detalhes (tipo, forma de preparo,
ingredientes, quantidades em medidas caseiras), todos os alimentos e bebidas consumidos no
dia anterior, em cada refeicdo. Ao final da entrevista, o pesquisador procedeu com a revisao

dos alimentos e das quantidades relatadas e registradas com o entrevistado'®.
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Para andlises da estimativa da ingestao dietética, inicialmente, todos os alimentos,
bebidas e preparagdes relatados pelos individuos foram listados e seus respectivos valores de
energia e nutrientes (carboidratos total, proteinas, gorduras totais, saturadas, monoinsaturadas,
poli-insaturadas, gorduras trans, colesterol, vitaminas D, C e B12, acido folico, ferro total, fibra
alimentar) foram determinados com base nos valores apresentados na Tabela de composi¢ao de
alimentos do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of
Agriculture)'’ e na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos da Universidade de Sdo

1'%, Na auséncia dos itens alimentares nas tabelas de base de dados citadas,

Paulo, Brasi
procedeu-se a elaboracdo de fichas técnicas de preparacdes ou consulta em rotulos de
embalagens para determinagdo dos valores de energia e nutrientes.

Ainda, para maior fidedignidade do consumo relatado, foram elaboradas fichas técnicas
de preparagdes para as preparagdes alimentares que estavam disponiveis nas bases de dados
consultadas, mas que ndo consideraram em sua descri¢cdo o uso de sal ou dleo 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'®. Para estimativa da ingestio de ferro heme e ndo heme foram considerados os
valores de ferro de acordo com grupo de alimentos de origem vegetal ou animal, ainda para
alimentos processados, sem possibilidade de elaboracdo de fichas técnicas, considerou-se o
grupo de maior propor¢do no alimento de acordo com lista de ingredientes presentes na tabela
de USDA ou no rétulo da embalagem, tendo como base a descri¢ao do produto apresentada nas
tabelas consultadas.

Posteriormente, as medidas caseiras foram padronizadas e transformadas em
gramas/mililitros de alimentos/bebidas tendo como referéncia os valores disponiveis nas tabelas

120

de equivaléncias de Pinheiro et al.?° e Fisberg et al.>!. Para estimativa do quantitativo de energia

e nutrientes da ingestdo alimentar dos participantes do estudo, seguiu-se uma padronizagado
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adaptada da proposta do Manual de Avaliagio do Consumo Alimentar em estudos
populacionais 2. Todas as etapas descritas foram realizadas em planilhas do software Office
Excel®, versdo 2016.

Ap6s a conclusdo da entrada de dados dos relatos de consumo para cada momento do
estudo, realizou-se uma analise para avaliar a consisténcia das informacdes digitadas e a
presenca de valores extremos de ingestdo didria (<500 ou > 4000 kcal). Essa etapa permitiu
verificar possiveis erros de digitagdo ou a ocorréncia de sub ou super-relatos da ingestdo diaria

relatada pelos individuos®.

Pardmetros clinicos

Parametros clinicos como comorbidades associadas, farmacos utilizados e uso de
suplementos vitaminicos e de minerais, alteragdes gastrointestinais, presenca de constipagao,
consisténcia ¢ formato das fezes ¢ dados sobre o ciclo menstrual foram verificados. Para a
determinagdo da presenca de constipagdo foram utilizados os critérios diagnésticos do ROMA
IV?*, Para a determinacdo da consisténcia e do formato das fezes foram utilizados os critérios

da Escala Fecal de Bristol?’.

Andlise 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® versio
13.1 para Windows®.

As varidveis continuas foram sintetizadas em duas tinicas medidas por grupo: média e
desvio padrao se a distribuigdo foi simétrica, ou mediana e intervalo interquartil se foi
assimétrica. Em contrapartida, as varidveis categoricas foram descritas em frequéncia a partir

do aparecimento nos grupos estabelecidos. Para avaliacdo da distribuicdo, os dados foram



74

avaliados a partir da descricdo das varidveis, considerando média, desvio padrao, mediana e
medidas de assimetria (skewness) e curtose (kurtosis). Para confirmagdo da avaliagdo de
simetria, também 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 os 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 comparagdes intragrupo foi aplicado o teste T
pareado ou o teste de Wilcoxon para dados pareados, quando as variaveis fossem simétricas e
nao simétricas, respectivamente.

Para varidveis categoricas, as comparagdes entre os grupos (controle e suplementados)
foram realizadas utilizando o Teste exato de Fisher.

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

RESULTADOS
Recrutamento, randomizagdo e caracteristicas basais dos participantes

Todos os individuos encaminhados para primeira consulta ambulatorial foram avaliados
quanto aos critérios de elegibilidade. Do total de 64 individuos avaliados, 41 eram elegiveis e
38 individuos aceitaram participar da pesquisa. No final, 22 individuos participaram das
analises. Os motivos de descontinuacdo e perdas durante o seguimento estdo apresentados na
figura 1. Infec¢des do trato respiratorio e uso de anti-inflamatoérios para dor em membros
inferiores ou regido lombar foram as causas de descontinuagdo de seis individuos. Os
participantes que nao 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. Nenhum destes participantes relatou efeitos adversos ou que tinham

deixado de ingerir o suplemento por motivo de desisténcia.
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As caracteristicas basais dos individuos estdo descritas na tabela 1. Os dados
demogréficos, antropométricos e clinicos ndo foram significativamente diferentes entre os
grupos de tratamento. A maioria dos participantes tinha entre 35 ¢ 50 anos de idade (minimo-
maximo: 20-57 anos), era do sexo feminino representando 72,7% da amostra (n=16), porém no
grupo prebiodtico ndo houveram participantes do sexo masculino. Apesar do peso ndo apresentar
valores estatisticamente significativo entre os grupos, o grupo placebo apresentou uma
diferenga positiva de 15,4 kg em relagdo ao grupo prebiotico. Em relagdo as doengas cronicas
associadas a obesidade, dos participantes desse estudo, 59,1% (n=13), apresentaram alguma
doenca e utilizava ao menos um tipo de medicamento para tratamento. E 31,8% (n=7)
apresentavam diagndstico de depressao e ansiedade e faziam uso de antidepressivo, com maior
predominancia no grupo placebo. A maioria dos individuos relatou fezes endurecidas no
momento basal, embora apenas dois cumprissem os critérios para constipa¢do funcional. E a
maioria relatou consisténcia do tipo 3 a 7 de acordo com escala de Bristol. Quanto as mulheres
que apresentavam menopausa, nenhuma estava em terapia de reposi¢cdo hormonal. Nenhuma
mulher relatou auséncia de ovulagdo por contracep¢do hormonal continua, apesar de quatro
relatarem ciclo menstrual irregular, sendo duas do grupo prebiodtico, uma do grupo simbidtico

e uma do grupo placebo.
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Figura 1 — Fluxograma dos participantes do estudo.
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Fonte: Do autor. Legenda: AINE — Anti-inflamatérios ndo esteroidais. IMC — Indice de Massa

Corporal.



Tabela 1 — Caracteristicas basais dos participantes do estudo. Continua.
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Caracteristicas Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbidtico (n=7) Valor-p
Idade (anos) 43,9 (10,0) 40,5 (10,3) 41,3(4,9) 0,753
Sexo (n masculino/ n feminino) 2/5 0/8 4/3 0,057 2
Peso (kg) 135,3 (28,4) 119,9 (17,9) 129,0(25,4) 0,473
IMC (kg/m?) 50,9 (9,4) 46,7 (5,3) 45,9 (5,2) 0,363
Constipagao funciona™® n (%) 0(0) 2 (25) 0 (0) 0,582 2
Escala de Bristol n (%) 0,928 2

Tipos 1-2 1(14) 3(38) 2(29)

Tipos 3-4 3 (43) 3 (38) 3 (43)

Tipos 5-7 3 (43) 2 (25) 2 (25)
Menopausa (n/%) 2 (28,6) 2 (25,0) 0 (0) 0,582°

Legenda: IMC — Indice de Massa Corporal. As variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrio. ! Teste de ANOVA. 2 Teste exato

de Fisher. *De acordo com os critérios de ROMA 1V (Lacy et al.23). **Psoriase, hipotireoidismo, refluxo gastroesofagico, apneia do sono,

sindrome do panico, insuficiéncia cardiaca congestiva e varizes nos membros inferiores. ***Antidcidos, hormodnio tireoidiano e venotdnicos
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Tabela 1 — Caracteristicas basais dos participantes do estudo. Continua

Caracteristicas Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p

Comorbidades associadas (n%)

Hipertensao arterial 4(57,1) 1(12,5) 2 (28,6) 0,119
Diabetes mellitus tipo 2 1(14,3) 0(0) 1(14,3) 0,303 !
Dislipidemia 1(14,3) 3(37,5) 4 (51,7) 0,500*
Ansiedade/depressao 1(14,3) 0(0) 2 (28,6) 0,2821
Outros** 0(0) 2 (25,0) 0(0) 0,266 !

Medicamentos de uso continuo (n/%)

Anti-hipertensivos 4 (57,1) 1(12,5) 3(42,9) 0,119
Antidepressivos 4(57,1) 1(12,5) 2 (28,6) 0,282 2
Hipoglicemiantes orais 1(14,3) 0(0) 2 (28,6) 0,303 2
Estatinas 0(0) 0(0) 1(14,3) 1,000 2

Legenda: IMC — Indice de Massa Corporal. As variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrio. ! Teste de ANOVA. 2 Teste exato
de Fisher. *De acordo com os critérios de ROMA 1V (Lacy et al.23). **Psoriase, hipotireoidismo, refluxo gastroesofagico, apneia do sono,

sindrome do panico, insuficiéncia cardiaca congestiva e varizes nos membros inferiores. ***Antidcidos, hormodnio tireoidiano e venotdnicos
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Tabela 1 — Caracteristicas basais dos participantes do estudo.

Caracteristicas Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p

Outros*** 1 (14,3) 2 (25,0 1 (14,3) 1,000 2

Legenda: IMC — Indice de Massa Corporal. As variaveis continuas foram expressas em média e desvio padrdo. ' Teste de ANOVA.
2 Teste exato de Fisher. *De acordo com os critérios de ROMA IV (Lacy et al.23). **Psoriase, hipotireoidismo, refluxo
gastroesofagico, apneia do sono, sindrome do panico, insuficiéncia cardiaca congestiva e varizes nos membros inferiores.

*** Antidcidos, hormonio tireoidiano e venotonicos
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Adesdo a suplementagdo e presencga de efeitos adversos

No que concerne a adesdo a suplementagdo, 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 prebiodtico, um dos oito participantes consumiu 58 sachés, o restante consumiu todos
os sachés. No grupo simbiotico, todos consumiram os 60 sachés. Nao houve diferenca
significativa na adesdo a suplementacao 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 prebidtico relatou cédlica e um individuo do grupo simbidtico
relatou fezes endurecidas. No grupo placebo, ndo houve relato de efeitos adversos. Ninguém na

pesquisa desistiu por efeitos adversos da suplementagao.

Ingestdo dietética

As estimativas de ingestdo dietética dos participantes antes e apos a suplementagao estdo
apresentadas na tabela 2. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
Em relagdo ao aporte energético, apesar de auséncia de significincia estatistica na avaliacdo
intragrupo, todos os grupos apresentaram mediana de consumo reduzido apdés 30 dias de
acompanhamento. Em relagdo aos macronutrientes, o grupo simbiotico apresentou uma maior
mediana para o consumo de carboidratos no momento basal e também uma maior reducdo apds
30 dias de pesquisa (-134,8 g/dia). As proteinas apresentaram maior consumo no momento
basal pelo grupo placebo e menor no grupo prebiotico e todos os grupos tiveram reducdo do
consumo apods suplementacao, sem significancia estatistica. A mediana de ingestao de gordura
total foi reduzida apds 30 dias de pesquisa em todos os grupos Tanto as gorduras

monoinsaturadas, poli-insaturadas e trans obtiveram consumo final menor quando comparado
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com o momento basal. Ja a ingestdo de fibras, apresentou relevancia estatistica intragrupo do
momento basal para o final nos individuos que receberam prebiotico (p=0,011) e no grupo que
recebeu simbidtico (p= 0,028) sendo significativamente maior comparado com grupo placebo
(p=0,030). A ingestao de vitamina C no momento final foi maior para todos os grupos, com
relevancia estatistica significativa intragrupo apenas para o placebo (p=0,043). Ja a ingestao de
vitaminas B12 se mostrou reduzida em todos os grupos apo6s 30 dias de pesquisa. A mediana
de consumo de acido folico foi maior no momento inicial no grupo simbidtico e este grupo
também foi o que apresentou maior reducdo de consumo no momento final (-266,0 pg). Em
relacdo ao consumo de ferro total, os grupos placebo e simbiodtico apresentaram reducao
mediana de consumo de ferro total ap6s 30 dias de pesquisa, sem relevancia estatistica
significativa. E, ao analisarmos a diferenca da ingestdo do ferro total entre heme e ndo heme
antes e ap6s 30 dias, o grupo prebidtico apresentou reducdo da mediana de consumo discreta
para ferro heme e aumento de consumo para ferro ndo-heme, o grupo placebo reduzido seu
consumo de ferro ndo-heme e o grupo simbidtico reduziu consumo mediano de ambos (heme e

nao-heme) Todos os dados sem relevancia estatistica significativa (tabela 2).
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Desfechos

Placebo (n=7)

Prebiotico (n=8)

Simbiotico (n=7)

Valor-p?

Energia (kcal/dia)
Basal
30 dias
Valor-p (teste pareado)®
Diferenca
Carboidratos disponiveis (g/dia)
Basal
30 dias
Valor-p (teste pareado)®

Diferencga

1.845,3 (1.163,3; 2.083,7)
1.103,8 (1.016,1; 2.846,2)
0,311

-573,21 (-741,5; 306,9)

157.,4 (27.,9; 250,9)
118,6 (65,7; 160,4)
0,237

70,8 (-134,5; 37,7)

1.939,9 (990,6; 1.993,1)
1.640,5 (983,5; 1.940,7)
0,327

-33,8 (-234,3; 53,3)

193,9 (109,3; 276,0)
170,8 (132,7; 297,5)
0,799

19,8 (-69,3; 72.,2)

1.701,2 (1.238,7; 2.041,5)
1.573,7 (1.172,2; 2.042,7)
0,237

-282,5 (-529,0; -34,7)

213,8 (126,7; 247,6)
92,6 (73,7; 174.,9)
0,176

~134,8 (-160,1; 19,2)

0,830

0,758

0,292

0,760

0,214

0,216

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagdo ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Desfechos Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p?
Proteinas (g/dia)
Basal 110,8 (42,7; 168,0) 50,8 (33,8; 72,9) 85,7 (64,8; 88,0) 0,098
30 dias 98,3 (36,7; 118,5) 48,2 (30,3; 75,0) 78,2 (42,2;92,9) 0,341
Valor-p (teste pareado)® 0,499 0,483 0,311
Diferenga -25,0 (-49,5; 47,3) -10,9 (-20,3; 10,5) -9,8 (-38,6; 7,2) 0,893
Gordura total (g/dia)
Basal 56,0 (39,9; 102,5) 43,5 (41,3, 77,4) 50,8 (42,9; 60,7) 0,732
30 dias 29,0 (14,0; 118,2) 33,6 (19,05 53,2) 66,3 (27,3; 76,1) 0,422
Valor-p (teste pareado)® 0,398 0,093 0,866
Diferenca -6,0 (-32,4; 5,6) -19,9 (-36,9; 8,3) -7,8 (-23,6; 21,3) 0,448

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagdo ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Desfechos

Placebo (n=7)

Prebiotico (n=8)

Simbiotico (n=7)

Valor-p?*

Gordura saturada (g/dia)
Basal
30 dias
Valor-p (teste pareado)®
Diferencga
Gordura monoinsaturada (g/dia)
Basal
30 dias
Valor-p (teste pareado)®

Diferenca

18,0 (12,0; 34.2)
11,7 (4,7; 41,1)
0,128

11,6 (-13,2; 3.,2)

15,0 (13.4; 29,0)
8,6 (4,2;34,3)
0,866

2,1(-10,7; 5.,3)

15,0 (9,5; 25,1)
11,0 (5,6; 18,1)
0,161

4.6 (-15,1; 2,0)

16,6 (8.,9; 20.9)
10,8 (6,8; 20,8)
0,575

-1,7 (-9,6; 6,7)

12,9 (8,7; 31,4)
16,2 (8,7; 25.3)
0,499

-2,7(-15,2; 11,0)

18,7 (17.,8; 22.5)
15,5 (9,8; 48,1)
1,000

3,9 (-12,6; 29,5)

0,799

0,620

0,925

0,364

0,381

0,983

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagdo ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Desfechos Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p?
Gordura poli-insaturada (g/dia)
Basal 7,6 (5,0; 8,8) 5,6 (3,5; 7,4) 9,7 (5,1; 12,6) 0,201
30 dias 6,8 (2,1; 10,8) 4,2 (3,4;5,1) 5,4 (4,5;27,4) 0,382
Valor-p (teste pareado)® 0,866 0,327 0,735
Diferenga -0,8 (-1,7; 2,0) -1,4 (-3,4; 0,3) 0,1 (-3,7; 12,9) 0,477
Gordura trans (g/dia)
Basal 0,8 (0,6; 1,5) 0,7 (0,4; 0,9) 0,7 (0,5; 0,8) 0,212
30 dias 0,4 (0,2;1,7) 0,2 (0,1; 0,7) 0,6 (0,4; 0,7) 0,529
Valor-p (teste pareado)® 0,612 0,050 0,866
Diferenga -0,6 (-1,2; 1,1) -0,5 (-0,8; -0,2) 0,0 (-0,2; 0,3) 0,133

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagdo ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Desfechos

Placebo (n=7)

Prebiotico (n=8)

Simbiotico (n=7)

Valor-p?*

Colesterol (mg/dia)
Basal
30 dias
Valor-p (teste pareado)®
Diferenca
Fibra dietética (g/dia)
Basal
30 dias
Valor-p (teste pareado)®

Diferenca

212,1 (101,5; 358,6)
311,4 (178,3; 663,9)
0,237

76,8 (-40,0; 266.9)

19,2 (11,6; 30,3)
16,8 (11,0; 43,1)
0,311

-5,0 (-6,3; 4,5)

136,4 (78,3; 199,7)
175,7 (92,2; 175,7)
1,000

-58,3 (-94,0; 115,4)

12,9 (10,1; 17,2)
27,2 (24,4; 35,9)*
0,011

16,3 (6,1; 22,1)*

168,8 (146,6; 245.7)
246,1 (52,0; 333,8)
0,735

-8,4 (-98,3; 164,9)

17,0 (14,5; 18,5)
25,1 (23,9; 44,0)*
0,028

10,6 (6,4; 21,9)*

0,378

0,181

0,513

0,368

0,113

0,030

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagao ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Desfechos Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p?
Vitamina C (mg)
Basal 41,6 (29,2; 92,8) 70,6 (20,2; 205,4) 27,4 (8,9; 48,7) 0,243
30 dias 169,2 (14,1; 320,8) 142,0 (88,7; 182,8) 40,7 (25,4; 151,1) 0,315
Valor-p 2 0,043 0,401 0,128
Diferenga 127,6 (11,2; 219,2) 11,4 (-50,0; 117,7) 16,4 (-8,0; 62,0) 0,232
Vitamina B12 (ug)
Basal 3,0(1,2; 6,1) 1,9 (0,5;2,9) 1,8 (0,9; 2,6) 0,222
30 dias 1,2 (0,5;5,2) 0,9 (0,5;1,9) 1,5 (0,6; 6,5) 0,495
Valor-p 2 0,735 0,208 0,499
Diferenca -0,7 (-5,4; 3,5) -0,8 (-1,4; 0,0) -0,3 (-0,9; 4,0) 0,423

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagao ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Desfechos

Placebo (n=7)

Prebiotico (n=8)

Simbiotico (n=7)

Valor-p?*

Acido félico (ug)
Basal
30 dias
Valor-p 2
Diferencga
Ferro total (mg)
Basal
30 dias
Valor-p 2

Diferenca

161,1 (56,5; 360,1)
206,6 (108,7; 451,4)
1,000

~13,1 (-200,3; 2017,2)

10,7 (8,0; 16,3)
9,5 (4,9; 12,7)
0,499

2,9 (-7,6; 1,5)

161,6 (111,5; 321,7)
201,4 (156,9; 311,7)
0,889

33,5 (-161,0; 111,7)

8,1 (5,0; 13,7)
8,7 (7,2; 11,1)
0,779

1,3 (-2,7; 3,4)

468,5(440,3; 593,3)
222.3 (148,0; 450,7)
0,237

-266,0 (-452,2; -86,3)

9,8 (8,2; 15,3)
9,6 (5,9; 10,8)
0,398

-454 (_754a 057)

0,061

0,928

0,253

0,463

0,998

0,283

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagao ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Tabela 2 — Ingestao dietética dos participantes antes e apos a suplementacao. Continuagao.
Desfechos Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p?
Ferro heme (mg)
Basal 2,6 (0,9; 4,2) 2,7(0,2; 3,4) 2,6 (2,0;2,9) 0,820
30 dias 3,6 (0,6; 6,4) 1,7 (1,1;2,9) 1,6 (1,0; 5,8) 0,804
Valor-p 2 0,398 0,674 1,000
Diferenga 0,6 (-2,0; 5,0) -0,5 (-2,4; 1,7) -1,3(-1,4; 3,2) 0,686
Ferro ndo-heme (mg)
Basal 9,2 (5,4;12,1) 5,7(3,5;9,1) 9,3 (5,4;12,7) 0,206
30 dias 6,6 (1,7; 8,8) 6,9 (5,7; 8,3) 6,2 (5,0; 9,5) 0,845
Valor-p 2 0,237 0,575 0,237
Diferenga -4,0 (-8,0; 3,4) 2,1(-2,4;3,7) -6,0 (-7,6; 2,3) 0,409

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagao ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Tabela 2 — Ingestao dietética dos participantes antes e apos a suplementacdo. Continuagao.

Desfechos Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p?
Agua (mL)
Basal 438,1 (267,8; 823,0) 509,4 (360,0; 607,2) 725,5 (571,8; 953,4) 0,144
30 dias 794,0 (450,3; 1262,6) 571,1 (413,5; 720,2) 684,8 (527,1; 895,5) 0,311
Valor-p (teste pareado)® 0,063 0,483 0,735
Diferenca 209,7 (-28,9; 393.,9) 79,4 (-100,6; 246,5) -61,6 (-258,2; 323,7) 0,243

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervelo interquartil. *Teste de Kruskal Wallis. "Teste de Wilcoxon para dados pareados.

*Considerando 11g de fibra proveniente da suplementagdo ofertada. Diferenga: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Marcadores inflamatorios e indicadores do estado nutricional

Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada para os marcadores
inflamatérios avaliados na comparacdo entre os grupos, tanto antes quanto apds a
suplementagdo. As concentragdes de PCR foram reduzidas entre os trés os grupos avaliados
apos suplementacgdo (-2.0 vs -1.5 vs -1.2 mg/L). Em relag¢do aos indicadores antropométricos,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na avaliagdo entre os grupos
para nenhum desfecho avaliado (Tabela 3). Contudo, na avaliagdo intragrupo, houve redugao
estatisticamente significativa no peso corporal ¢ IMC nos grupos placebo (p=0,028 e p=0,022,

respectivamente) e prebiodtico (p=0,009 e p=0,006, respectivamente).



Tabela 3 — Marcadores inflamatodrios e indicadores antropométricos do estado nutricional antes e ap6s a suplementagao.

Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Interleucina-6 (pg/mL) **
Basal 8,7(6,3; 11,2) 10,8 (8,6; 12,4) 6,6 (4,5; 10,6) 0,103 2
30 dias 9,8 (5,7;12,2) 11,3 (6,7; 12,0) 7,7 (4,65 9,1) 0,496 2
Valor-p * 0,499 0,483 0,612
Diferenca 1,1 (-1,1; 2,6) -0,7 (-1,8; 1,3) 0,1(-1,5;2,5) 0,5102
Proteina C-reativa (mg/L) **
Basal 8,9 (3,5; 10,5) 11,3 (8,0; 19,8) 9,0 (2,6; 10,8) 0,963 2
30 dias 5,8 (5,5; 22,8) 8,6 (4,2; 13,5) 6,7 (4,1; 10,5) 0,928 2
Valor-p * 0,672 0,208 0,735
Diferencga -1,2 (-3,2;2,9) -2,0 (-5,6; 1,4) -1,5(-3,1; 1,6) 0,645 2
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Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervalo interquartil. **variaveis expressas em média e desvio padrdo. ' Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Tabela 3 — Marcadores inflamatoérios e indicadores antropométricos do estado nutricional antes e ap6s a suplementacdo. Continuagao

Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Peso corporal (kg)
Basal 135,3 (28,4) 119,9 (17,9) 129,0 (25.,4) 0,473
30 dias 132,6 (27,5) 117,6 (18,5) 126,3 (23,2) 0,465
Valor-p 3 0,028 0,009 0,057
Diferenga ** -2,6 (-5,7; -0,4) -2,0 (-3,2; -1,4) -2,9 (-6,5; 0,1) 0,803 2
Indice de Massa Corporal (kg/m?)
Basal 50,9 (9,4) 46,7 (5,3) 45,9 (5,2) 0,358
30 dias 49,9 (9,2) 45,8 (5,8) 45,1 (5,0) 0,375
Valor-p 3 0,018 0,007 0,068
Diferenga ** -1,1 (-1,7; -0,1) -0,8 (-1,3; -0,6) -1,0 (-2,1; 0,0) 0,803 2

Legenda: As variaveis foram expressas em mediana e intervalo interquartil. **variaveis expressas em média e desvio padrdo. ' Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Marcadores do metabolismo do ferro

Nenhum marcador bioquimico apresentou valores estatisticamente significativos na avaliagao
entre os grupos. Na avaliagdo intragrupo, as concentragdes médias da capacidade de ligacao de
ferro livre apresentaram redugdo significativa apés 30 dias de suplementagdo para o grupo
simbiotico (p=0,018), esse marcador se mostrou reduzido em todos os grupos no momento
final. A hemoglobina corpuscular média apresentou reducao de suas concentragdes médias no
momento final para o grupo prebidtico (p= 0,019). E a concentragdo da hemoglobina
corpuscular média também apresentou reducdo significativa no momento final para o grupo
placebo (p=0,014) e também estava reduzida nos grupos prebiodtico e simbidtico, mesmo sem
significancia. A saturagdo de transferrina apresentou aumento de seus valores mediano apos os
30 dias de suplementag¢do em todos os grupos. Em contraste, os valores de transferrina estavam
reduzidos apds suplementacdo em todos os grupos. O ferro sérico ndo apresentou valores
estatisticamente significativos na avaliagdo intragrupo, porém houve aumento dos valores
médios para o grupo simbidtico. As concentracdes medianas de ferritina se mostraram
reduzidas nos grupos simbidticos e placebo apos suplementacdo. Os outros parametros
(hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, vitamina B12 e acido folico) se

mostraram homogéneos antes e apos suplementagdo, conforme apresentado na tabela 4.



Tabela 4 — Parametros bioquimicos do metabolismo do ferro antes e ap6s a suplementagao.
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Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Ferro sérico (mg/dL)
Basal 64,1 (14,9) 68,8 (17,7) 63,6 (17,5) 0,806!
30 dias 74,1 (30,5) 67,4 (20,8) 79,7 (20,7) 0,623!
Valor-p 3 0,396 0,765 0,094
Diferenca ** -1 (-8;13) -3 (-6,5; 5,5) 22 (-8; 36) 0,426 2
Ferritina (ng/mL) **
Basal 235,8 (117,9 - 353,3) 83,3 (42,6 — 119,3) 161,8 (50,1 — 599,6) 0,086 2
30 dias 205,2 (168,8 — 285,8) 73,0 (46,9 — 136,1) 142,2 (35,7 — 559,8) 0,085 2
Valor-p * 0,917 0,091 0,237
Diferenca -7,2 (-40,2; 50,9) 16,4 (2,9 — 25,6) -14,4 (-19,6; 0,1) 0,181 2

Legenda: As varidveis foram expressas em média e desvio padrao. **varidveis expressas em mediana ¢ intervalo interquartil ! Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.



Tabela 4 — Parametros bioquimicos do metabolismo do ferro antes e apos a suplementagdo. Continuacao

Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Transferrina (mg/dL)
Basal 301,1 (49,8) 318,8 (58,1) 297,3 (43,5) 0,689!
30 dias 285,6 (55,1) 298,6 (43.5) 284,1 (73,1) 0,866 !
Valor-p 3 0,057 0,239 0,374
Diferenca ** -22,0 (-23,0; 6) -16,5 (-29,0; 6,5) -27,0 (-49;17) 0,994 °
Saturagdo de transferrina (%) **
Basal 21,0 (15,0-22,0) 18,0 (17,0-22,5) 19,0 (16,0-20,0) 0,987 2
30 dias 23,0 (17,0-29,0) 20,5 (16,0-25,0) 25,0 (18,0-35,0) 0,462 2
Valor-p * 0,352 0,888 0,051
Diferenca 2,0 (-3,0; 6,0) 0,5 (-2,0; 2,5) 5,0 (0,0; 9,0) 0,206 2
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Legenda: As varidveis foram expressas em média e desvio padrao. **varidveis expressas em mediana ¢ intervalo interquartil ! Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Capacidade de liga¢do do ferro total (ug/dL)
Basal 331,7 (49,0) 350,5 (53,5) 330,7 (39,7) 0,669 !
30 dias 320,0 (50,6) 331,9 (40,0) 318,7 (66,8) 0,868 !
Valor-p 3 0,180 0,238 0,374
Diferenca ** -20,0 (-21,0; 10,0) -15,0 (-27,0; 6,0) -25,0 (-42,0; 15,0) 0,959 2
Capacidade de liga¢do com ferro livre (ug/dL)
Basal 267,6 (52.5) 278,0 (44.,4) 267,1 (51,1) 0,888!
30 dias 258,1 (41,2) 264,5 (37.5) 239,0 (63,4) 0,584
Valor-p 3 0,615 0,249 0,018
Diferenga ** -33,0 (-34,0; 31,0) -7,0 (-20,5; 2,5) -21,0 (-45,0; -8,0) 0,489 2

97

Legenda: As varidveis foram expressas em média e desvio padrao. **varidveis expressas em mediana ¢ intervalo interquartil ! Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.



Tabela 4 — Parametros bioquimicos do metabolismo do ferro antes e apos a suplementagdo. Continuacao

Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Hemoglobina (g/dL)**
Basal 13,3 (13,0; 14,6) 12,7 (12,4; 13,6) 13,9 (10,6; 14,7) 0,4302
30 dias 13,2 (12,5; 13,8) 12,8 (12,2; 13,5) 13,8 (10,6; 15,1) 0,389 2
Valor-p * 0,150 0,361 0,932
Diferenga -0,3 (-0,8; 0,2) -0,1(-0,5; 0,3) 0,0 (-0,3; 0,4) 0,493 2
Hematocrito (%)
Basal 41,6 (3,3) 38,9 (1,9) 41,5 (5,1) 0,295
30 dias 41,6 (1,7) 38,9 (1,9) 41,5 (5,2) 0,224!
Valor-p 3 0,985 1,000 0,958
Diferenga ** 0,1 (-1,9; 1,1) 0,2 (-1,0; 0,8) 0,2 (-1,7; 1,4) 0,914 2

Legenda: As varidveis foram expressas em média e desvio padrao. **varidveis expressas em mediana ¢ intervalo interquartil ! Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.
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Tabela 4 — Parametros bioquimicos do metabolismo do ferro antes e apos a suplementagdo. Continuacao

Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Volume corpuscular médio (u2 fl)
Basal 85,7 (9,0) 86,2 (3,6) 85,2 (3,3) 0,956
30 dias 86,0 (8,5) 86,1 (3,8) 86,2 (3,4) 0,996 !
Valor-p 3 0,379 0,850 0,185
Diferenga ** 0,3 (-0,4; 1,0) 0,2 (-1,2; 0,95) 0,4 (-0,1; 1,1) 0,593 2
Hemoglobina corpuscular média (pg)
Basal 28,1 (3,4) 28,5 (1,8) 28,1 (1,5) 0,930
30 dias 27,8 (3,3) 28,2 (1,6) 28,3 (1,3) 0911'!
Valor-p 3 0,094 0,019 0,917
Diferenga ** -0,3 (-0,7; 0,0) -0,4 (-0,6; -0,1) 0,3 (-0,8; 0,5) 0,549 2
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Legenda: As varidveis foram expressas em média e desvio padrao. **varidveis expressas em mediana ¢ intervalo interquartil ! Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.



Tabela 4 — Parametros bioquimicos do metabolismo do ferro antes e apos a suplementagdo. Continuagao.

Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Concentragdo da hemoglobina corpuscular média (g/dL)
Basal 32,8 (0,7) 33,1 (1,3) 33,0 (0,8) 0,850
30 dias 32,3 (1,0) 32,8 (1,2) 32,8 (0,6) 0,567
Valor-p 3 0,014 0,165 0,472
Diferenca ** -0,4 (-0,9; -0,2) -0,2 (-0,8; 0,2) -0,4 (-0,9; 0,3) 0,709 2
Vitamina B12 (pg/mL)
Basal 436,9 (159,9) 389,6 (134,6) 496,0 (151,2) 0,399!
30 dias 438,9 (178,2) 385,1 (144,3) 486,3 (123,4) 0,442 1
Valor-p * 0,957 0,928 0,772
Diferenca ** 8,0 (-76,0; 105,0) 4,0 (-93,5; 57.5) 28,0 (-30,0; 48,0) 0,9192
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Legenda: As varidveis foram expressas em média e desvio padrao. **varidveis expressas em mediana ¢ intervalo interquartil ! Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.



Tabela 4 — Parametros bioquimicos do metabolismo do ferro antes e apos a suplementagdo. Continuagao.
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Desfecho Placebo (n=7) Prebiotico (n=8) Simbiotico (n=7) Valor-p
Acido félico (ng/mL)
Basal 14,4 (6,4) 12,2 (2,7) 17,0 (5,7) 0,222'!
30 dias 12,7 (5,8) 13,4 (6,0) 13,8 (3,0) 0,918
Valor-p * 0,548 0,625 0,122
Diferenga ** -1,8 (-8,6; 5,2) 1,0 (-3,0; 5,0) -3,1(-7,7; 2,0) 0,409 2

Legenda: As variaveis foram expressas em média e desvio padriao. **varidveis expressas em mediana e intervalo interquartil ' Teste de ANOVA.

2 Teste de Kruskal Wallis *Teste T pareado; * Teste de Wilcoxon para dados pareados. Diferenca: Valor final (30 dias) — valor basal.
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DISCUSSAO

Os beneficios da suplementagdo de prebidticos e simbioticos ja foram demonstrados em
varias condig¢des fisiopatoldgicas, porém seu impacto nos marcadores do metabolismo do ferro
em individuos com obesidade morbida ainda ¢ desconhecido. A propria relagdo entre a
microbiota intestinal e o metabolismo do ferro tem sido pouco investigada. Tanto que alguns
marcadores importantes para avaliagdo do metabolismo do ferro ainda ndo aparecem nos
estudos. Além disso, a maior parte das pesquisas s3o realizados in vitro, em ensaios
experimentais em animais e alguns em criangas?®.

Porém, a relagdo da obesidade com o metabolismo do ferro, vem sendo investigada ha
40 anos e um numero crescente de estudos sugere uma ligagao potencial entre ambos. Uma das
possiveis causas investigadas envolve a ingestio dietética deficiente de ferro?’. Em nosso
estudo a ingestao de ferro total estava de acordo com a Necessidade Média Estimada (Estimated
Average Requirement - EAR), preconizado pela Ingestdo Dietética de Referéncia (Dietary
Reference Intakes - DRI), que indica uma ingestao de 8,1 mg/dia de ferro para uma populacao

saudavel?®

. Em relagdo a distingdo entre os tipos de ferro heme e ndo-heme, nossos resultados
revelaram maiores valores medianos de ferro ndo-heme, provenientes de alimentos de origem
vegetal, em relacdo ao ferro heme, de origem animal (Tabela 2). Esses dados vao ao encontro
dos achados do estudo de Menzie 2008, que encontrou em individuos obesos valores médios
de ingestdo 3,6 mg/dia e 14 mg/dia para ferro heme e nio heme, respectivamente®.

E importante mencionar que as taxas de absor¢do destes nutrientes sdo diferenciadas em
humanos, sendo aproximadamente 10 a 20 % para ferro ndo-heme e 90 % para o ferro heme’.
Porém, a literatura aborda que alguns fatores dietéticos, como presenca de 4cido ascorbico, que

podem facilitar a absor¢do do ferro ndo-heme proveniente da dieta. Em nossa populagdo a

mediana de ingestdo da vitamina C no momento basal estava abaixo do valor preconizado pela
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EAR (60 mg/dia), nos grupos placebo e simbiotico?®. Apos 30 dias de suplementagio todos os
grupos apresentaram aumento da mediana de ingestdo deste nutriente, sendo estatisticamente
significativa para o grupo placebo (p= 0,04). Porém, apesar do aumento significativo desta
vitamina, os valores médios de ferro sérico se mostraram reduzidos no momento final para esse
grupo. Consistente com a falta de impacto clinico na ingestao de vitamina C sobre o ferro sérico,
investigado em um estudo anterior, que demonstrou que a adi¢do de 2.000 mg / dia de vitamina
C a dieta por 2 anos nio alteraram significativamente as reservas de ferro®’.

Ainda, em relagdo entre as concentracdes de ferro sérico ¢ a ingestdo dietética,
encontramos que no grupo simbiotico a ingestdo de ferro total, heme e ndo heme estavam
reduzidas no momento final, porém as concentracdes séricas de ferro apresentaram maiores
valores médios apos 30 dias de suplementacdo. Em culturas in vitro, foi demostrado que a
microbiota intestinal ¢ capaz de aumentar a disponibilidade de ferro na dieta, diminuindo a
quantidade de compostos ligantes de ferro no intestino pela conversdao do acido elagico em
urolitina A, que nfio se liga ao Fe 3" e permanece biologicamente ativo na sua presenca’!. Ainda,
em culturas in vitro, a presenga de Lactobacillus fermentum na microbiota intestinal, devido ao
4cido p-hidroxifenilactico, mostrou uma atividade de reducdo de Fe*" para Fe**, facilitando a
sua absor¢do pelos enterdcitos®?. Ja um estudo, realizado em roedores germ-fiee, demonstrou
que a auséncia de bactérias intestinais leva a déficits de Fe nos enterdcitos*>. Em humanos, um
estudo realizado em mulheres saudaveis, os niveis de absorcdo de Fe nao-heme foram
aumentados na presenga da cepa Lactobacillus plantarum, quando comparado ao grupo
controle®*,

J& o grupo prebidtico apresentou redugdo das concentracdes médias de ferro sérico e
maiores valores medianos de ingestdo dietética de ferro total e ndo-heme, apos 30 dias de

suplementagdo. Contudo, um estudo realizado em animais anémicos, encontrou que o uso de
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suplementagdo com inulina e oligofrutose ¢ capaz de promover o aumento da expressdo de
proteinas que participam do metabolismo do ferro como proteina transportadora de metal
bivalente 1 no ceco e a da citocromo b-redutase duodenal no célon®.

Nos trés grupos avaliados as concentragdes médias de ferro sérico estavam de acordo
com dos valores desejaveis antes e apOs a suplementacdo, vale salientar que estes valores
estavam proximos ao limite inferior para mulheres, maior predominancia neste estudo, nos dois
momentos. Contudo, a avaliagdo do ferro sérico isoladamente apresenta limitacdes para
identificacdo de deficiéncia de ferro, devendo ser analisado em combina¢do com os outros
pardmetros como a satura¢io da transferrina e ferritina sérica’®.

A saturagdo de transferrina ¢ determinada pela relagdo entre ferro sérico e a capacidade
total de ligagdo do ferro (CLFT), sendo reportado em porcentagem. Normalmente, a transferrina
esta saturada com 30% de ferro. Seus valores aumentam na sobrecarga de ferro e diminuem na
deficiéncia do mesmo. Ainda, um aumento do ferro sérico devido a ingestao de ferro pode levar
a maior saturacdo de transferrina’®. Em nossos resultados houve um aumento no indice de
saturacao apos a suplementacao em todos os grupos. E, mesmo que sem significancia (p=0,051)
0 grupo simbidtico apresentou um maior aumento desse marcador no momento final (5,0 %).
Porém, nesse mesmo grupo ndo houve aumento da ingestao de ferro. A especificidade do teste
¢ limitada, porque tanto o ferro como a CLFT tém seus valores reduzidos na inflamagao*’.

Ja a transferrina, principal proteina transportadora de ferro no plasma, aumenta na
deficiéncia de ferro para maximizar a utilizacdo de ferro disponivel. A capacidade total de
ligagdo de ferro ¢ um teste alternativo para medir a transferrina. A CLFT reflete a
disponibilidade de sitios de ligacdo de ferro com a transferrina. Valores aumentam em
deficiéncia de ferro e diminuem em sobrecarga de ferro ou inflamagdo®®*°. Nossos resultados

revelaram valores reduzido em todos os grupos apos a suplementagao.
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Para este parametro ainda € possivel avaliar capacidade de liga¢ao de ferro livre (CLFL),
pelo método Ferene, e calcular o CLFT, somando o ferro sério a CLFL. Nosso estudo encontrou
valores reduzidos deste marcador em todos os grupos no momento final, sendo estatisticamente
significativo para o grupo simbiodtico. Um estudo realizado em animais, que avaliou a
suplementagdo com multiplas cepas de probidticos, encontrou uma correlagdo positiva entre o
nivel de CLFL e o contetido de ferro no pancreas, indicando que a diminui¢do na concentracao
sérica de ferro esta relacionada ao aumento do nivel deste marcador. Dados ndo encontrados
em nosso estudo®’.

Os valores séricos de ferritina estavam diminuidos no momento final nos grupos placebo
e simbidtico. Estudo realizado em animais, que avaliou marcadores de armazenamento e
transporte do ferro na presenca ou auséncia de microbiota intestinal, identificou que com a
coloniza¢do em animais germ-free, houve uma maior inducdo da expressao de ferritina no
colon®. Contudo, este marcador também ¢é uma proteina de fase aguda e pode estar aumentada
em condicdes de inflamacdo®®. Assim, a ferritina pode ser um marcador impreciso de reservas
de ferro no corpo em pessoas com inflamagdo sistémica®®. Um estudo transversal que avaliou
parametros do metabolismo do ferro em mulheres obesas e ndo obesas em idade reprodutiva
mostrou uma correlacdo positiva entre ferritina sérica ¢ PCR, marcador de inflamagdo
sistémica, indicando que o marcador ferritina ndo ¢ um bom indicador das reservas de ferro em
populagdes de obesos™’.

Nesse contexto, em nosso estudo os parametros inflamatoérios avaliados, IL-6 e PCR,
ndo mostraram modificagdes significativas na avaliacdo entre os grupos. Contudo, todos os
grupos apresentaram reducdo dos valores medianos de PCR e apenas o grupo prebidtico
apresentou reducdo de IL-6, no momento final, indo ao encontro da maior redu¢do de PCR entre

os grupos (2,0).
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Ao analisarmos os marcadores bioquimicos de compartimento funcional do ferro nesta
populagdo podemos verificar que no grupo prebidtico e placebo houve uma reducao
estatisticamente significativa para os marcadores de HCM e CHCM, respectivamente, apos
suplementagdo. Estes parametros avaliam a quantidade média e a concentragdo de hemoglobina
presentes nas hemacias e fazem parte dos marcadores que sinalizam para uma possivel alteracao
no estado do ferro, que ndo se mostrou deficiente de acordo com os outros parametros
avaliados*®’. Porém, o baixo numero de individuos avaliados e variabilidade dos dados nio
foram suficientes para detectar uma mudanga significativa nos parametros avaliados.

E importante mencionar que, em individuos com inflamagdes cronicas, os marcadores
do metabolismo do ferro podem ser influenciados pela inflamagao e sdo considerados proteinas
de fase aguda. A deficiéncia de ferro pode ser funcional, existindo reservas de ferro suficientes
que, ndo sdo utilizadas de forma adequada. As citocinas inflamatérias expressas podem levar
ao aumento da sintese de hepcidina, a qual regula negativamente o metabolismo do ferro, sendo
necessario sua avaliacdo nesses individuos para melhor compreensdo do mecanismo de
homeostase de ferro na obesidade*®.

Algumas limitagdes podem ser identificadas em nosso estudo, incluindo: a) os participantes nao
estavam em um ambiente controlado durante o periodo da pesquisa, tornando-os susceptiveis a
mudangas no habito de vida; b) o tamanho da amostra; c) duragdo relativamente curta da
intervencdo; d) auséncia de avaliacdo dos niveis séricos de hepcidina; e) ndo avaliamos a
composicdo da microbiota fecal basal e final; f) estudo ndo foi desenhado para avaliar o
metabolismo do ferro, apesar disso foi possivel controlar possiveis fatores de confusdo
relacionados a microbiota intestinal de acordo com rigorosos critérios de sele¢do da amostra.
Apesar dessas limitagdes, ¢ o primeiro estudo triplo-cego a investigar o efeito do fruto-

oligossacarideo e simbidtico de multiplas cepas no metabolismo do ferro em pacientes com
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obesidade moérbida. Destacando-se a originalidade e o desenho metodologico, especialmente

no que se refere a reducdo de possiveis fonte de viés, como viés de sele¢do e informagao.

CONCLUSAO

A suplementacdo de prebidtico e simbidtico por 30 dias nos individuos com obesidade
moérbida ndo resultaram em mudangas estatisticamente significativas nos marcadores do
metabolismo do ferro entre os grupos avaliados. Apesar de resultados significativos na reducao
dos parametros de reserva de ferro no grupo simbiotico, ndo € possivel fazer inferéncia do uso
dessa suplementacdo, ja que este parametro se encontrava adequado no momento basal. Alguns
parametros do metabolismo do ferro sdo considerados proteinas de fase aguda e, portanto,
influenciados pela inflamacao, presente nestes individuos. Assim, para averiguar a relagdo entre
a obesidade, microbiota e status de ferro sdo necessarios mais estudos em humanos, com maior
representatividade amostral, que avaliem a microbiota intestinal e o marcador inflamatério do

metabolismo do ferro, a hepcidina.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

TITULO: EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE FRUTO-
OLIGOSSACARIDEOS E SIMBIOTICO EM MARCADORES DO METABOLISMO
DO FERRO EM INDIVIDUOS COM OBESIDADE MORBIDA: UM ENSAIO

CLINICO RANDOMIZADO, PLACEBO-CONTROLADO E TRIPLO CEGO.

Autores: Luana Pucci de Lima?® , Julia Pessini ?, Victoria Silva e Jonck®, Ricardo

Fernandes®, Lote Miguel Manuel?, Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade®.

Afiliacao:
*Programa de Po6s-Graduagdo em Nutricdo, Universidade Federal de Santa Catarina,
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®Curso de Graduagdo em Nutri¢do, Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil.
CEP: 88040-900.
“Departamento de Nutricdo e Programa de P6s-Graduagdo em Nutrigdo, Universidade

Federal de Santa Catarina, Brasil. CEP: 88040-900.

Material suplementar S1 - Orientacdo nutricional oferecida aos participantes

durante a pesquisa.

ORIENTACOES NUTRICIONAIS

Retirar/Evitar na alimentacao:

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

» Enlatados e conservas

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

Chocolate

Bebida alcoolica e refrigerante

Acucar refinado

YV VvV VYV V¥V

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 hortela,
alecrim, cravo, canela, gengibre).

» Frutas como: abacaxi, melancia, meldo, goiaba, acerola, morango (3-4 por¢des/dia)
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» Folhosos verde-escuros: couve, horteld, alface e rucula (2x/dia).

» Alimentos integrais ao invés de refinados (arroz integral, aveia, pdo integral, granola sem
agucar, 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. Nao levar o saleiro a mesa. Temperar a salada

somente com azeite de oliva e limao. Pode acrescentar linhaca, gergelim, etc.

DICAS

- Nao pule nenhuma refeicdo. Faga 3 grandes refeicdes (café da manha, almogo e janta) e 2-3
pequenos lanches entre as grandes refeigdes.

- Prepare todo e qualquer tipo de carne retirando toda a gordura aparente e/ou peles.

- Alimentos como: azeite de oliva, sementes de linhaga, 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 linhaga (use 1 colher de sopa).

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

- Mastigar bem os alimentos (tempo minimo para cada refeicdo de 20 min para as grandes
refeicdes e 10 minutos para as pequenas refeigdes, 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 - Orientacées aos participantes durante o periodo da

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 rapida, ginéstica aerdbica, natagdo rapida,
carregar cargas pesadas (> 20 kg).
- Consumir bebida alcodlica.
- Consumir alimentos enriquecidos com prebioticos, probidticos ou simbidticos, tais como:

o Kefir

e Kimchii

e Missoshiro

e Chucrute

e (Coalhada

e Molho shoyu (ou molho de soja)

e Alguns tipos de iogurtes (Marcas de iogurtes nacionais enriquecidos com probioticos

foram mencionadas, mas serdo omitidas aqui no artigo)

Leite fermentado (Marcas de leite fermentado nacional foram mencionadas, mas serdo
omitidas aqui no artigo).

IMPORTANTE: Sempre olhar o rotulo para se certificar de que o produto ndo contenha

prebidtico e probiotico. Palavras como “fibras” na embalagem sdo sindnimos para prebiodticos
e palavras como “cultura viva” e “cultura ativa” na embalagem também sdo sindnimos para

probioticos.
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Observacio: Ao uso de qualquer medicamento ou suplemento nutricional, anotar o nome,

dose e tempo utilizado.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo buscou compreender o efeito da suplementagao de prebidtico e simbidtico
nos marcadores do metabolismo do ferro em individuos com obesidade moérbida. E averiguar a
relacdo entre obesidade, microbiota intestinal e metabolismo do ferro.

Apesar de nossos resultados ndo mostrarem mudangas significativas nos marcadores do
metabolismo do ferro entre os grupos avaliados, podemos observar que, existe uma relacao
entre a obesidade, microbiota e status do ferro, ainda que pouco estudada. E que a influéncia
da inflamag¢ao nos marcadores do metabolismo do ferro pode mascarar uma possivel deficiéncia
de ferro nesses individuos.

Portanto, para averiguar a relagdo entre a obesidade, microbiota e status de ferro e uma
possivel influéncia benéfica do uso de prebiotico e simbidtico, se faz necessario: mais estudos
em individuos com obesidade, com maior representatividade amostral, que avaliem a

microbiota intestinal e o marcador de inflama¢ao do metabolismo do ferro, hepcidina.
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Apéndice A — Orientacdes aos pacientes durante o periodo da suplementacio

Durante o periodo da pesquisa (60 dias), evitar:

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

- Consumir bebida alcodlica.

- Consumir alimentos enriquecidos com prebidticos, probidticos ou simbidticos, tais como:

o Kefir

e Kimchii

e Missoshiro

e Chucrute

e (Coalhada

e Molho shoyu (ou molho de soja)

e Alguns tipos de iogurtes (Activia®, Actimel®, Pense Bio Fibras®, Sofyl®, Pid Essence®,
Biociclos®, entre outros)

e Leite fermentado (Yakult® Chamyto®, Danito®, Batavito®, entre outros).

IMPORTANTE: Sempre olhar o rétulo para se certificar de que o produto ndo contenha

prebidtico e probiotico. Palavras como “fibras” na embalagem sdo sindnimos para prebiodticos
e palavras como “cultura viva” e “cultura ativa” na embalagem também sdo sindnimos para

probidticos.

Observacao: Ao uso de qualquer medicamento ou suplemento nutricional, anotar o nome,

dose e tempo utilizado.
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O(A) Senhor(a) esta 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 Sao Thiago (HU). Por favor, leia com aten¢do e cuidado as
informacgdes 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 € sua e a outra do pesquisador responsavel.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

1. Instituico sede da pesquisa: Departamento de Nutrigdo (NTR) do Centro de Ciéncias da
Satde (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 suplementagdo de prebidtico e simbidtico sobre a resposta
inflamatoria e indicadores do estado nutricional em individuos com obesidade morbida: um
ensaio clinico, randomizado, placebo-controlado e triplo cego.

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

4. Garantia de informacio e desisténcia: O(A) Senhor(a) serd esclarecido(a) sobre a pesquisa
em qualquer ponto que desejar. Vocé ¢ livre para recusar-se a participar, retirar seu
consentimento ou interromper a participagdo, a qualquer momento. Mesmo que o(a) Senhor(a)
nao queira participar do estudo, ndo haverd nenhuma desvantagem, inclusive em relagdo ao seu
tratamento e aos cuidados que tenha direito a receber.

5. Descricao do estudo: A pesquisa acontecerd no Hospital Universitario Polydoro Ernani de
Sao Thiago, localizado no Campus Universitario, municipio de Florianopolis, estado de Santa
Catarina. Serdo convidados a participar do estudo pessoas com diagnostico de obesidade
morbida. Neste estudo, pretende-se avaliar se a suplementacdo de prebidtico ou simbiodtico
apresenta beneficios a saide humana. Prebioticos sdo produtos alimentares ndo digeridos pelo
corpo e que estimulam o crescimento de bactérias benéficas no intestino. Probioticos sao
microbios vivos (ou bactérias vivas) que, quando ingeridos em quantidades adequadas,
produzem beneficios a saude humana. Essas bactérias sdo consideradas seguras para o

consumo, desde que consumidas na dose correta. Ja os simbidticos sdo produtos que contém
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tanto prebidticos quanto probidticos. Entre os beneficios que estes suplementos podem trazer,
destaca-se a melhora da satude 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 informagdes importantes para individuos que tem esta
condi¢do de saude (obesidade).

Caso aceite participar, serao coletados: dados do prontudrio; peso, altura e
circunferéncia da cintura; amostras de sangue para avaliacdo em laboratorio.

As avaliagdes serdo realizadas em quatro momentos: na primeira consulta, 15, 30 ¢ 60
dias ap6s a primeira consulta. O Senhor(a) receberd um tipo especifico de suplemento (placebo
OU prebiotico OU simbidtico) na quantidade de 12 gramas por dia. A ingestdo dos suplementos
tera duracao de 30 dias, e serd iniciada logo apos a primeira consulta no respectivo ambulatorio.
Ap6s este periodo a suplementacdo sera encerrada, mas o Senhor(a) sera acompanhado por mais
30 dias, totalizando 60 dias de pesquisa. Em todos os momentos da pesquisa (0, 15, 30 ¢ 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, o
placebo que sera utilizado ¢ a maltodextrina, um produto alimentar proveniente do amido de
milho. A suplementa¢do com placebo ¢ necessaria para verificar se a suplementagdo de
prebidtico ou simbidtico traz beneficios a satide de individuos obesos comparado aos individuos

que sao 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 os 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 serad
necessario que o(a) Senhor(a) fornega 20 mL de sangue (totalizando 80 mL na soma dos quatro
momentos) que serdo coletados 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 prebiodtico e simbiodtico. Além disso, havera contatos

telefonicos uma vez por semana, a fim de acompanhar o andamento do estudo.
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Caso o(a) Senhor(a) ndo aceite a suplementacgdo, solicito a utilizacdo dos dados do seu

prontuério. Reafirmo o compromisso €tico da ndo violagao destas informacgdes.

6. Riscos e desconfortos: Os efeitos prejudiciais decorrentes da suplementagdo de prebiotico e
simbidtico ndo sdo frequentes, entretanto, pode ocorrer aumento de gases, nauseas e dor na
barriga. Estudos em individuos sem obesidade ou que realizaram cirurgia de redugdo do
estdmago ndo apresentaram efeitos prejudiciais a saide humana apds a suplementacio dessas
substancias. Caso o(a) Senhor(a) aceite participar do estudo e ocorra algum desconforto apds o
inicio da suplementagdo, favor interromper o consumo e entrar em contato com o0s
pesquisadores. Importante: Se vocé for alérgico a prebidtico e/ou simbidtico e/ou
maltodextrina, NAO aceite participar do estudo. No que diz respeito a coleta de sangue, pode
existir desconforto decorrente da entrada da agulha e retirada do sangue. Com relagdo a coleta
de peso, altura e circunferéncia da cintura, o estudo ndo prevé riscos. Ainda assim, se houver
qualquer dano a sua satde decorrente da sua participagdo 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 instituigdo envolvida nas diferentes fases da pesquisa.

7. Beneficios: Ao participar desta pesquisa voc€ nao terd nenhum beneficio direto (financeiro,
por exemplo). Entretanto, esperamos que este estudo contribua com informagdes importantes a
ciéncia. Os resultados podem trazer beneficios a todos os seres humanos com obesidade

morbida.

8. Custos: O(a) Senhor(a) ndo tera nenhum gasto com a pesquisa, uma vez que O0S
procedimentos serdo feitos na propria instituicao onde ¢ realizado o tratamento da obesidade e

os suplementos serao doados pelo pesquisador.

9. Esclarecimentos e dividas: Se o(a) Senhor(a) tiver alguma duvida em relagao ao estudo ou
nao 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
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seguinte endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias da Saude,
Departamento de Nutri¢do, 3° andar, sala 214, Rua Delfino Conti, s/n, Trindade, Florianopolis,

Santa Catarina.

Se o(a) Senhor(a) estiver de acordo em participar do estudo, garantimos que as
informacdes fornecidas serao confidenciais e so serdo utilizadas neste trabalho com a finalidade
de gerar conhecimento em saude. Os pesquisadores t€ém 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 orientagdes e recomendacgdes da Resolugdo do Conselho

Nacional de Saiude 466/2012 e suas complementares.

Se tiver duvidas 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
proprio Comité que fica localizado no prédio Reitoria II, 4° andar, sala 401, Rua Desembargador

Vitor Lima, n® 222, Trindade, Florianopolis, Santa Catarina.

CONSENTIMENTO DO SUJEITO DA PESQUISA

2 USRS , portador do RG:
............................................ Fone para contato..................cc0eeeeuveenneeen.... concordo de maneira
livre e esclarecida em participar da pesquisa: Efeito da suplementa¢io de prebidtico e
simbiodtico sobre a resposta inflamatoria e indicadores do estado nutricional em individuos
com obesidade morbida: um ensaio clinico, randomizado, placebo-controlado e triplo
cego. Além de ter lido e entendido todas as informacdes fornecidas sobre minha participagao
na pesquisa, tive oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas davidas foram

esclarecidas satisfatoriamente. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
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qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢do de meu

acompanhamento, assisténcia e/ou tratamento.

Floriandpolis, de de 201 .

Nome e assinatura do paciente

Prof. Dr. Erasmo B. S. M. Trindade Ricardo Fernande



Apéndice C — Caracterizacao dos individuos

N° prontuario HU/UFSC: N°da randomizacgao:
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Nome:

E-mail:

Telefones:

Procedéncia/Endereco:

Sexo: ( ) Masculino () Feminino
Intervencao cirrgica anterior no trato gastrointestinal: ( ) Nao () Sim

Se sim, qual:

Comorbidades:

Medicamentos previamente utilizados (antes da inclusao no estudo):

Data de nascimento: / /

Data de inicio da suplementagao: / /

Data do término da suplementagao: / /

Numero de suplementos ingeridos:
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Apéndice D — Avaliacao antropométrica e laboratorial

AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Nome:

N° Prontuério:

Estatura:

Marcador Mo (Basal) | M1 (15 dias) | M2 (30 dias) | M3 (60 dias)

Peso atual (kg)
IMC (kg/m?)

Circunferéncia da cintura (cm)

AVALIACAO LABORATORIAL

Marcador Mo (Basal) | M1 (15 dias) | M2 (30 dias) | M3 (60 dias)
PCR (mg/L)
Albumina (g/dL)
Sédio (mEq/L)
Potéssio (mEq/L)
Fosforo (mg/dL)
Vitamina D (ng/mL)

Vitamina B2 (pg/mL)
Acido folico (ng/mL)

Ferro sérico (ng/dL)

Célcio sérico (mg/dL)

Hormoénio do crescimento
(ng/mL)
Insulina (IU/mL)

Glicemia de jejum (mg/dL)

Hemoglobina glicada (%)

Colesterol total (mg/dL)
HDL-c (mg/dL)
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LDL-c (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

Hemaceas (milhoes/mm3)

Hemoglobina (g/dL)

Hematocrito (%)

Vol. Glob. Média (u2 1)

Hem. Glob. Média (pg)

C. H. Glob. Média (g/dL)

Leucécitos (p/mm?)

Segmentados (nimero

absoluto)

Linfécitos (nimero absoluto)

Monocitos (nimero absoluto)

Eosinofilos (nimero

absoluto)

Basofilos (numero absoluto)

Contagem de  plaquetas

(p/mm?)

AST (U/L)

ALT (U/L)

Gama-GT (U/L)

Fosfatase alcalina (U/L)

TSH (uIU/mL)

Paratormoénio (pg/mL)

Transferrina (mg/dL)

Ferritina (ng/mL)

CLFL (ug/dL)

CLFT (ng/dL)

Indice de saturacio (%)
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Apéndice E — Parametros clinicos

Farmacos utilizados:

Alteragdes gastrointestinais:

Mo - ( ) Nao () Sim Quais:
M - ( ) Nao () Sim Quais:
M; - ( ) Nao () Sim Quais:
M; - () Nao () Sim Quais:

Presenca de constipagao (segundo critérios do ROMA III, 2006):

Consisténcia e formato das fezes (segundo critérios da Escala de Bristol, 1997):
Mo— ()1 ()2 ()3 ()4 ()5 ()6 ()7

Mi-()1T ()2 ()3 (OH4 ()5 ()6 ()7

M— ()T ()2 ()3 (H4 ()5 ()6 ()7

Mi—()1 ()2 ()3 ()4 ()5 ()6 ()7

Uso de suplementos vitaminicos e minerais: () Nao () Sim

Qual:

Dose:

Pratica de atividade fisica:
( ) Nao () Sim
Quantas vezes por semana:
Tipo de atividade:

Duracao da atividade:

*Somente para o sexo feminino:
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Periodo menstrual regular: ( ) Sim () Nao

Data da ultima menstruagao: / /

Menopausa: ( ) Sim ( ) Nao

Auséncia de ovulacao por contracep¢ao hormonal continua: ( ) Sim ( ) Nao
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Apéndice F — Formulario para registro de ingestao do suplemento

FORMULARIO PARA REGISTRO DE INGESTAO DO SUPLEMENTO

Nome:

Lembre-se de consumir o contetido de dois (2) sachés por dia. Cada saché deve ser diluido em
100 mL de 4gua em temperatura ambiente, preferencialmente em jejum e no intervalo das
refeigoes.

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) 9997-9941 ou (48) 9681-0452 ou ainda pelo e-mail: ricardontr@gmail.com.

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 contetdo de apenas um suplemento no
dia.

» Marque “2” no quadradinho se vocé consumiu o conteudo de dois suplementos no dia.

Dia / / | | Dia / / L]
Dia / / | | Dia / / [ ]
Dia / / | | Dia / / L]
Dia / / | ] Dia / / ]
Dia / / | | Dia / / L]
Dia / / | | Dia / / [ ]
Dia /[ ] Dia_ / [ ]
Dia / / | | Dia / / [ ]
Dia / / | ] Dia / / [ ]
Dia / / | | Dia / / [ ]
Dia / / | | Dia / / L]
Dia / / | | Dia / / [ ]
Dia / / | | Dia / / L]
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Dia / / | | Dia / /
Dia / / | | Dia / /

HEN
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Anexo A - Orientac¢do nutricional oferecida aos pacientes durante a pesquisa.

ORIENTACOES NUTRICIONAIS

Retirar/Evitar na alimentacao:

YV V V V V V VY

Embutidos (salsicha, linguica, bacon, mortadela, salame, etc.)
Enlatados e conservas

Temperos industrializados (caldo Knorr, Sazon, Ajinomoto e similares)
Chocolate

Bebida alcodlica e refrigerante

Acucar refinado

Evitar adogar os alimentos. Em caso de extrema necessidade: adogante a base de Stévia.

Incluir na alimentacao:

>

A\

2 litros de 4gua e consumir chés e sucos (sugestdo: dgua saborizada — acrescente hortela,
alecrim, cravo, canela, gengibre).

Frutas como: abacaxi, melancia, meldo, goiaba, acerola, morango (3-4 porcdes/dia)
Folhosos verde-escuros: couve, hortela, alface e ricula (2x/dia).

Alimentos integrais ao invés de refinados (arroz integral, aveia, pao integral, granola sem
agucar, 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 nao fritos).

Controlar o consumo de sal, evitar excessos. Nao levar o saleiro a mesa. Temperar a salada

somente com azeite de oliva e limao. Pode acrescentar linhaga, gergelim, etc.

DICAS
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- Nao pule nenhuma refeicao. Faga 3 grandes refeicdes (café da manha, almogo e janta) e 2-3
pequenos lanches entre as grandes refei¢des.

- Prepare todo e qualquer tipo de carne retirando toda a gordura aparente e/ou peles.

- Alimentos como: azeite de oliva, sementes de linhaga, 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 linhaga (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 refeicdo de 20 min para as grandes
refeicdes e 10 minutos para as pequenas refeigdes, 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 4gua ou sucos.
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Anexo B — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE = Plabaforma
SANTA CATARINA - UFSC \zymﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da suplementacdo de prebidtico ou simbidtico em individuos com obesidade
moérbida

Pesquisador: Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 49274715.9.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.340.253

Comentarios e Consideractes sobre a Pesquisa:
A pesquisa esta adequadamente instrumentalizada e os pesquisadores acataram as orientagdes de ajuste
do TCLE conforme a Resolugéo 466/2012.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

O TCLE foi reajustado adequadamente conforme a Resolugao 466/2012.
Recomendagdes:

sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias ¢ Lista de Inadequagdes:
concluséo: aprovado.



144

1nicos.

r

Anexo C — Registro do estudo na plataforma de registro de ensaios cl
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Anexo D — Comprovante de submissiao do projeto ao edital Universal CNPq 2016.

Clatizc o Tacraidigies
RECIBO DE ENVIO DE FORMULARIOS ELETRONICOS

Numero do protocolo 9397955986218238

Solicitante Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade

CPF/CGC 24035076368

Formulario Formulario de Propostas Web (1.0.0)

Edital / Chamada Universal 01/2016 - Faixa B - até R$ 60.000,00

O sistema de recepc¢ao de formularios eletrénicos do CNPq registra que em 19/02/2016, as 20:08:36 horas, o
formulario identificado acima foi recebido e reconhecido no CNPq, recebendo o nimero de protocolo
9397955986218238

Acompanhe o andamento de sua solicitagdo no site do CNPq (http://www.cnpq.br) em 'PLATAFORMA CARLOS
CHAGAS'.
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