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RESUMO

Introducio: O excesso de tecido adiposo esta associado a niveis aumentados de citocinas
pro-inflamatérias que promovem adaptagdes deletérias, interferindo em oOrgdos e
sistemas, ativando processos inflamatorios e oxidativos ao organismo, aumentando a
formacao de espécies reativas. Outro fator comum em individuos com obesidade mérbida
que estd associado a hiperproducao de espécies reativa € a Disbiose, condi¢do que
compromete a integridade do epitélio intestinal, possibilitando maior passagem de toxinas
para dentro dos tecidos. Quando em equilibrio, o mecanismo de defesa dos antioxidantes
¢ capaz de inibir ou reparar os danos causados por essas lesdes oxidativas. Objetivo:
Avaliar o efeito da modulagdo da microbiota intestinal por meio de suplementacao de
prebidticos ou simbidticos sobre o aumento da atividade de enzimas antioxidantes na
obesidade morbida. Métodos: Trata-se de um ensaio clinico randomizado, placebo-
controlado, triplo cego, no qual 17 individuos adultos com diagndstico de obesidade
morbida, assistidos pelo HU-UFSC (Florian6polis/SC), foram alocados em trés grupos
para intervencao de suplementos por 30 dias: O Grupo Placebo (maltodextrina 12g/dia),
Grupo Prebidtico (12g/dia de FOS), e Grupo Simbiotico [12g/dia: FOS, Lactobacillus
paracasei LPC-37 (2x109 UFC/dia), Lactobacillus rhamnosus HNOO1 (2x109 UFC/dia),
Lactobacillus acidophilus NCFM (2x109 UFC/dia) e Bifidobacterium lactis HNO19
(2x109 UFC/dia)]. Dois momentos do estudo foram considerados para as analises:
momento inicial (M0) e momento ap6s 30 dias de suplementagdo (M2). As atividades das
enzimas Catalase (CAT) e Superdxido dismutase (SOD) foram avaliadas pelo método de
leitura ELISA. A ingestdo alimentar e a Capacidade Antioxidante Total da Dieta foram
avaliadas a partir de Recordatérios alimentares de 24 horas (R24h). Resultados: As
atividades enzimaticas ndo apresentaram aumento estatisticamente significante. A
ingestdo de antioxidantes alimentares apresentou aumento de Vitamina C no Grupo
Placebo no M2 (p=0,04), e diferenga significativa entre os trés grupos para Vitamina E
(p=0,05) e Magnésio (p=0,03) no M0. A avaliagdo intragrupo do estado nutricional nos
Grupos Placebo e Grupo Prebiotico apresentou reducdo significativa de Peso (p=0,024 e
p=0,019, respectivamente) e de IMC (p=0,018 e p=0,014, respectivamente). Conclusao:
A suplementagdo e a ingestdo de antioxidantes ndo tiveram impacto suficiente na agado
enzimdtica desses individuos. Para refutar as hipdteses apresentadas, evidencia-se a
necessidade da realizacao de novos ensaios clinicos.

Palavras chave: Nutri¢ao. Obesidade. Prebiotico. Simbidtico. Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Excess adipose tissue is associated with increased levels of
proinflammatory cytokines that promote deleterious adaptations, interfering with organs
and systems, activating inflammatory and oxidative processes in the body, increasing the
formation of reactive species. Another common factor in individuals with morbid obesity
that is associated with reactive species overproduction is Dysbiosis, a condition that
compromises the integrity of the intestinal epithelium, allowing greater passage of toxins
into the tissues. When in balance, the defense mechanism of antioxidants is able to inhibit
or repair the damage caused by these oxidative lesions. Objective: To evaluate the effect
of modulation of the intestinal microbiota by means of supplementation of prebiotics or
symbiotics on the increase in the activity of antioxidant enzymes in morbid obesity.
Methods: This is a randomized, placebo-controlled, triple blind clinical trial, which 17
adult individuals diagnosed with morbid obesity, assisted by the HU-UFSC
(Florianopolis/SC), were allocated in three groups for intervention by supplements by 30
days: The Placebo Group (maltodextrin 12g/day), Prebiotic Group (12g/day FOS), and
Symbiotic Group [12g/day: FOS, Lactobacillus paracasei LPC-37 (2x109 CFU/day),
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 (2x109 CFU/day), Lactobacillus acidophilus NCFM
(2x109 CFU/day) and Bifidobacterium lactis HNO19 (2x109 CFU/day)]. Two moments
of the study were considered for the analyzes: initial moment (M0) and moment after 30
days of supplementation (M2). The activities of the enzymes Catalase (CAT) and
Superoxide dismutase (SOD) were evaluated by the ELISA reading method. Food intake
and Total Antioxidant Capacity of the Diet were assessed using 24-hour food records
(24hR). Results: Enzymatic activities did not show a statistically significant increase.
The intake of food antioxidants showed an increase in Vitamin C in the Placebo Group
in M2 (p=0.04), and a significant difference between the three groups for Vitamin E
(p=0.05) and Magnesium (p=0.03) in M0. The intragroup assessment of nutritional status
in the Placebo and Prebiotic Groups showed a significant reduction in weight (p=0.024
and p=0.019, respectively) and in BMI (p=0.018 and p=0.014, respectively). Conclusion:
Supplementation and antioxidant intake did not have a sufficient impact on the enzymatic
action of these individuals. To refute the hypotheses presented, the need to conduct new
clinical trials is evident.

Key-words: Nutrition. Obesity. Prebiotic. Synbiotic. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

A obesidade ¢ caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal, na qual
existe uma inflamacao crdnica e sistémica de baixo grau e resulta de interagdes complexas
entre genes e fatores ambientais, como dieta, componentes alimentares e estilo de vida
(GREGOR ¢ HOTAMISLIGIL, 2011). E embora a obesidade seja simplificadamente
definida como excesso de gordura corporal (visceral e subcutanea), estudos cientificos
alertam que a obesidade deve ser entendida como uma condigdo patologica acompanhada
por acumulo de alteracdes adaptativas desencadeadoras de comorbidades potencialmente
fatais (BRASIL, 2006; PAPPAS e KARAOULI, 2010; SARNO, CANELLA ¢
BANDONI, 2014). Dentre as patologias associadas, destaca-se principalmente as doengas
cardiovasculares e metabdlicas, em especial as Doengas Cronicas Nao Transmissiveis
(DCNT) como o diabetes tipo 2, hipertensdo, dislipidemia, além de diversos tipos de
cancer (MONTAGUE e O’ RAHILLY, 2000).

Esse problema de saude publica promove um aumento substancial na utilizagao
dos recursos de saude com elevados custos econdmicos, uma vez que contribui para a
carga global de doengas cronicas e a incapacidade dos individuos. A projecdo é que em
2025, 2,3 bilhdes de adultos estardo com sobrepeso e 700 milhdes de adultos serdo obesos
(WHO, 2016). No Brasil, a Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doengas cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), de 2017, apontou que quase 1 em
cada 5 (18,9%) sdo obesos e que mais da metade da populacdo das capitais brasileiras
(54,0%) estao com excesso de peso.

Em relagdo a fisiopatologia da obesidade, durante muito tempo foi atribuido ao
tecido adiposo apenas a func¢ao de armazenador de gordura. Contudo, as crescentes taxas
de sobrepeso e obesidade observadas na populacdo, tém resultado na intensificacdo de
estudos que buscam caracterizar as modificagdes do tecido adiposo durante a instalagdao
e manutencdo da obesidade, apresentando as alteragdes das fungdes metabolicas e
endocrinas desse tecido. Estes estudos permitiram a identificagdo de fatores secretados
pelos adipdcitos que conferem uma fun¢do enddcrina ao 6rgao. A importancia da funcao
endodcrina do tecido adiposo ¢ destacada pelas consequéncias metabolicas do seu excesso
ou deficiéncia (ROSA et al., 2013c; SIPPELA et al., 2014; MACHADO, MONTEIRO e
PINTO, 2015a).

O excesso de massa adiposa esta associado a niveis aumentados de marcadores

pro-inflamatorios. Os efeitos dessas substancias relacionadas ao tecido adiposo sdo
17



mediadores de “reagdes” que promovem adaptagdes deletérias, interferindo em o6rgaos e
sistemas e ativando processos inflamatorios e oxidativos com resultados devastadores
para a homeostase do organismo (SARNO, CANELLA e BANDONI, 2014; LIMA et al.,
2018). O desequilibrio entre as citocinas pré e anti-inflamatorias esta relacionado com a
inflamacdo através de alguns mecanismos como: a hipoxia, infiltragdo e acimulo de
macrofagos e aumento na permeabilidade intestinal. Além disso, o ganho de peso exige
uma maior necessidade metabdlica do miocardio, com consequente aumento de consumo
de oxigénio, resultando em uma peroxidacao lipidica por conta do aumento da formagao
de radicais livres (RL) (AGUILAR-VALLES et al., 2015). Causando, entdo, uma cascata
de lesdes oxidativas em células e membranas e a partir dai, surgem diversos problemas
relacionados a oxidagao celular (HALLIWELL, 2000).

O conceito classico de estresse oxidativo o define como um distarbio no equilibrio
pré oxidante e antioxidante, em favor do primeiro, no qual ocorre a produgdo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) que ndo podem ser eliminadas
pela a¢do dos antioxidantes (SIES, 1985). O conceito mais recente considera que esse
desequilibrio, que ocorre por uma superproducao de RL, por deplecdo de atividade
antioxidante ou ambos o0s casos, leva a uma interrupc¢ao da sinalizacdo redox, e controle
e/ou dano molecular (SIES, 2000). Ou seja, ocorre oxidacdo de biomoléculas, assim,
levando a um desequilibrio na homeostase, o que provoca danos oxidativos contra células
e tecidos (MATSUZAWA-NAGATA, et al., 2008). Os sistemas de defesa antioxidante
existem sob a forma de compostos enzimaticos € ndo enzimaticos, consistem em uma
série de enzimas antioxidantes além de numerosos compostos antioxidantes endogenos e
de origem dietética que reagem com as ERO e ERN, neutralizando-as (BARBOSA, et al.,
2010).

No individuo com obesidade, hé outro fator caracteristico dessa condi¢ao que esta
associado a hiperprodug¢dao de RL, conhecido como disbiose, pois esta relacionado
diretamente a condi¢do de inflamacdo e imunidade do individuo. Compostos bioativos
resultantes do crescimento de bactérias benéficas na microbiota intestinal atuam no
metabolismo do hospedeiro, protegendo o epitélio intestinal, impedindo que patdgenos e
toxinas rompam sua barreira e entrem na circulagdo sistémica, causando danos ao
organismo. Evidéncias sugerem que a modulacao da microbiota intestinal no quadro de
obesidade pode contribuir para aumento na producio de Acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), para redugdo da inflamagao, melhora do metabolismo lipidico, na regulagao dos

niveis de glicose, estimula a imunidade inata e também age na capacidade antioxidante e
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no combate aos RL, tendo um papel importante na homeostase do organismo
(MASHIMA, et al., 2000; BESERRA, et al., 2015; ROSHAN, et al., 2019).

Para promover o equilibrio da populagdo bacteriana no intestino e possibilitar o
desempenho correto dos mecanismos fisioldégicos do hospedeiro, além de uma
alimentac¢do balanceada, ¢ possivel utilizar suplementagdo com Prebidticos e Probioticos.
Os Prebidticos sao ingredientes seletivamente fermentaveis que resultam em mudangas
especificas na composi¢ao e/ou atividade da microbiota intestinal, conferindo beneficios
ao hospedeiro (ROBERFROID, 2010). Ja os Probidticos sdo micro-organismos vivos que
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (HILL, et.al, 2014). O produto que soma ambos em sua suplementagdo ¢
conhecido como Simbiotico, que proporciona a agdo conjunta de prebidticos e probiodticos
(GUARNER, 2012).

Muitos estudos cientificos recentes almejam elaborar medidas eficazes para
controle dos efeitos deletérios e potencialmente prejudiciais a vida humana causados pela
obesidade e outras doencas relacionadas. Porém, os estudos que avaliam a utilizagao de
Prebidticos, Probidticos e/ou Simbidticos para a melhora da condicdo da microbiota
intestinal em individuos com diagnostico de obesidade moérbida sdo escassos. Também
nao foram encontrados na literatura nenhum estudo clinico que tenha avaliado os efeitos
da suplementacao de prebiodticos ou simbioticos na atividade de enzimas antioxidantes
em individuos com obesidade morbida, evidenciando assim a relevancia e originalidade
deste trabalho.

Esse ensaio clinico, randomizado, placebo-controlado, triplo cego, estd vinculado
ao Programa de Pés-Graduacdo em Nutricdo da UFSC, inserido no Grupo de Pesquisa
em Imunonutri¢do e Metabolissmo (GpIM), sob a supervisao do Professor Doutor Erasmo
Benicio Santos de Moraes Trindade, originado a partir do projeto tematico intitulado:
Efeito da suplementagdo de prebidticos ou simbioticos em marcadores inflamatorios e
indicadores do estado nutricional em individuos com obesidade morbida: um ensaio

clinico randomizado, placebo-controlado e triplo cego.
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1.2 OBIJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da ingestdo por trinta dias de suplementacdo com 12 g de
prebidtico ou simbidtico na atividade de enzimas antioxidantes em individuos com

diagnostico de obesidade morbida.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar Capacidade Antioxidante Total da dieta (CATd) por meio do R24h
dos grupos do estudo antes e apds a suplementagao;

e Avaliar a ingestdo alimentar de antioxidantes (Vitamina A, Vitamina C,
Vitamina E, Cobre, Magnésio, Selénio e Zinco) por meio do Recordatério
Alimentar de 24 h (R24h) nos grupos do estudo antes e apos a suplementacao;

e Avaliar atividade das enzimas antioxidantes Superdxido dismutase (SOD) e
Catalase (CAT) nos grupos do estudo antes e apds a suplementagao;

e Avaliar indicadores antropométricos do estado nutricional: peso, indice de
massa corporal (IMC) e circunferéncia da cintura (CC) nos grupos do estudo

antes e apos a suplementacao.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE

A obesidade ¢ definida como distirbio do metabolismo energético, considerada
uma doenca cronica, complexa e de etiologia multifatorial. Esta influenciada por fatores
genéticos, metabolicos e fisioldgicos, no entanto, ¢ também determinada por fatores
como: ambientais, psicoldgicos, comportamentais, entre outros (ABBES, 2011;
PEREIRA, 2011; ROCHA ¢ COSTA, 2012; SILVA, BARBIERI e SILVA, 2014). Os
principais fatores causadores da obesidade apontados pela revisdo de artigos cientificos
sdo: sedentarismo e alimenta¢do inadequada; fatores genéticos; nivel socioecondmico;
fatores psicoldgicos e fatores demograficos (BARBIERI et al., 2012).

Embora seja simplificadamente definida como excesso de gordura corporal,
estudos cientificos alertam que a obesidade deve ser entendida como uma condi¢do
patolégica acompanhada por acimulo de alteracdes adaptativas desencadeadoras de
comorbidades potencialmente fatais, particularmente as doencas cardiovasculares e
metabolicas, em especial as Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT), como
hipertensao, dislipidemia, infarto agudo do miocardio e diabetes tipo II, além de diversos
tipos de cancer em colon, mama, rins, vesicula biliar e endométrio (BRASIL, 2006;
PAPPAS ¢ KARAOULLI, 2010; SARNO, CANELLA e BANDONI, 2014).

Os diferentes depoésitos de gordura, a saber: tecidos adiposos visceral,
subcutaneo abdominal, subcutaneo gluteo-femural e intramuscular, possuem grau
metabolico e enddcrino diferenciados, podendo estar, portanto, interferindo de forma
especifica nos processos inerentes a adiposidade corporal em obesos (HERMSDORFF e
MONTEIRO, 2004). As modificacdes observadas na obesidade sdo fortemente atribuidas
as adipocinas, peptideos que atuam de forma direta na génese do acumulo de tecido
adiposo  (LANDEIRO e QUARANTINI, 2011). Os efeitos dessas substancias
relacionadas ao tecido adiposo (as adipocinas) sdo mediadores de “reagdes” que
promovem adaptagdes deletérias, interferindo em 6rgaos e sistemas e ativando processos
inflamatoérios e oxidativos com resultados devastadores para a homeostase do organismo
(Figura 1) (SARNO, CANELLA e BANDONI, 2014; LIMA et al., 2018). Tendo isso em
vista, mostra-se como uma ameaca para a satide por propiciar o surgimento cada vez mais

precoce de uma diversidade de doengas (BRASIL, 2011; BARBIERI, 2012; NISSEN,
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2012; ROCHA e COSTA, 2012; WESCHENFELDER, 2012; SILVA, BARBIERI e
SILVA, 2014).
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Figura 1. Visdo esquematica dos mecanismos complementares que explicam a mudanga metabolica em
direcdo ao armazenamento de energia e comprometimento da homeostase metabolica. Adaptado de CANI
e DELZENNE, 2009.

As substancias sintetizadas pelos adipdcitos sdo bastante diversificadas, atuando
em alcas metabolicas complexas e desenvolvendo agdes fisiologicas necessarias ao
balango energético. As adipocinas (leptina, resistina, adiponectina, apelina, vaspina,
omentina, proteina estimuladora de acilacdo etc.) sdo enfatizadas como “vilas” da
obesidade, capazes de desenvolver diversos mecanismos e estimular outras tantas vias
metabolicas. Em excesso, essas substdncias promovem desarmonia da homeostase,
desencadeando um processo de inflamacdo continuo e controlado, caracteristico da
obesidade, interferindo em todos os sistemas do organismo (SOUZA e OLIVEIRA, 2010;
FRANCA etal., 2013)

No contexto da obesidade, algumas adipocinas tém seus mecanismos de acao
desajustados, como por exemplo a grelina, sintetizada no estomago e diretamente
relacionada a ingestdo alimentar, pois atua no hipotdlamo lateral e no nucleo arqueado

gerando a sensacdo de fome, que tem seus mecanismos potencializados. Antagonista
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natural da grelina, a leptina ¢ conhecida como controladora da fome, atua no hipotdlamo
e estimula a saciedade (CHAVES e NAVARRO et al., 2011; YOUSSEEF et al., 2013). No
entanto, o obeso cursa com altas concentracdes de grelina, e para reduzir os efeitos desse
excesso, a leptina, ao ativar varias vias metabolicas, gera um misto de radicais livres (RL),
produtos intermediarios das multiplas vias energéticas estimuladas, que progressivamente
levam a oxidagdo do tecido nervoso no hipotdlamo, desencadeando um processo
inflamatério hipotalamico irreversivel com perda do controle dos mecanismos de fome e
saciedade, promovendo ainda mais acimulo de tecido adiposo (AREES e MAYER, 2010;
HUKSHORN e PLATENGA, 2013; YOUSSEF et al., 2013).

Existem varias maneiras para realizar a avaliacdo da obesidade, dependendo dos
recursos disponiveis, finalidade e precisd@o. O método mais util para rastrear a obesidade
¢ a antropometria por ser de baixo custo, ndo invasiva, universalmente aplicavel, e com
boa aceitacao pela populacao (FIGUEIREDO et al., 2008).

Frequentemente, tanto na clinica quanto em pesquisa, ¢ usada a relagdo entre o
peso em quilograma e altura em metros quadrado para avaliacdo do indice de massa
corporal [IMC = peso (kg)/altura(m?)]; sendo considerada a forma mais objetiva para
classificar a obesidade. Segundo a World Health Organization (WHO), 2008, ¢
necessario um IMC > 30 kg/m? para considerar uma pessoa obesa (ROCHA e COSTA,
2012). Entretanto, como a relacdo entre o IMC e o risco de morbidades pode ser afetada
pela distribui¢do da gordura corpdrea, independentemente do peso corporal, estudos tém
recomendado que esse indice seja combinado a outras medidas de adiposidade abdominal,
com destaque para a Circunferéncia da Cintura (CC). Essa medida tem mostrado um
melhor diagnostico do excesso de peso e associagdo mais forte com fatores de risco para
doengas cardiovasculares (DCV) do que o IMC (FIGUEIREDO et al., 2008; ROCHA e
COSTA, 2012; CORREA et al., 2018). A WHO (2000) preconiza o uso da CC como
medida de risco aumentado para doengas metabolicas tendo o ponto de corte de 94 cm
para homens e 80 cm para mulheres.

Existem inimeros métodos de tratamento para a obesidade. A mudanca do estilo
de vida envolve dietas, sendo aquela com restrigdo caldrica a mais consagrada, e
exercicios fisicos, tanto aerdbicos como de resisténcia. O método farmacoldgico que
atualmente estd em maior evidéncia € a Sibutramina, sendo que as anfetaminas foram
proibidas de serem comercializadas no Brasil em outubro de 2011 (ANVISA, 2011). As
técnicas cirurgicas mais conhecidas sdo as restritivas, disabsortivas e as mistas, que

envolvem os dois métodos (ABESO, 2012; WHO, 2018).
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Embora seja possivel utilizar medicamentos e fazer o uso de técnicas cirtrgicas,
as mudangas de estilo de vida e técnicas cognitivo-comportamentais sdo fundamentais
para a perda e manuten¢ao de peso. A escolha do tratamento deve basear-se na gravidade
do problema e na presen¢a de complicagdes associadas. Considera-se uma perda de peso
eficaz quando a reducdo de peso ¢ maior ou igual a 1% do peso corporal por més,
atingindo ao menos 5% entre 3 e 6 meses de tratamento (PAPPAS e KARAOULI, 2010).

O pleno conhecimento e controle da obesidade demanda muitos estudos no campo
das ciéncias da satude. Esse problema de satde publica promove um aumento substancial
na utilizagdo dos recursos de satide com elevados custos econdmicos, uma vez que
contribui para a carga global de doengas cronicas e incapacidade (GRIEF e MIRANDA,
2010). Os custos da obesidade e suas consequéncias negativas para a saide foram
estimados entre 0,7% e 7,0% dos gastos nacionais com satide em todo o mundo (ABESO,

2012).

2.1.1 Obesidade e microbiota

Devido a problematica da doenga, novas investigagdes sobre a fisiopatologia e
estratégias de controle da obesidade tém surgido. Considerando a influéncia de padrdes
alimentares no desenvolvimento dessa doenga, tem sido mostrado que a quantidade e tipo
de nutrientes da dieta sdo fatores que influenciam na rapida alteragdo da comunidade
bacteriana intestinal (KOLOTKIN et al., 2001; JUMPERTZ et al., 2011).

A obesidade, sendo uma desordem metabolica, desencadeia uma resposta
inflamatoria persistente e de baixa intensidade que afeta diversos 6rgdos e sistemas no
corpo humano. Especificamente no trato gastrointestinal, a obesidade se relaciona a
varios fatores: reducdo dos movimentos intestinais, supercrescimento bacteriano,
disbiose, perda de integridade da barreira intestinal, translocagdo bacteriana, refluxo
gastroesofagico e alteracdes no eixo cérebro-intestino (TEIXEIRA et al., 2012).

A parede intestinal abriga tanto bactérias benéficas quanto patogénicas, e para que
o intestino tenha um funcionamento 6timo ¢ preciso que haja um equilibrio entre estas
populagdes (ROCHA, 2011). Os filos que colonizam o trato gastrointestinal humano sao
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria € Actinobacteria, os quais representam 98%
da microbiota intestinal (LOPETUSO et al., 2014). Estima-se que 30 a 40 espécies de

bactérias dominam o ecossistema da microbiota intestinal, nas quais compreendem os
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géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Fusobacterium, Clostridium e
Lactobacillus MCLOUGHLIN e MILLS, 2011).

Fatores internos ou externos ao hospedeiro dessas bactérias, incluindo o tipo de
parto, a alimentacdo, o uso de antibidticos, de prebidticos e de probioticos, fatores
genéticos, idade, estresse, entre outros se reflete em um desequilibrio na modificagdo
desta microbiota, ocorrendo diminui¢ao de bactérias benéficas e aumento de patogenos,

caracterizando um quadro de disbiose (ZHANG et al., 2015). (Figura 2)
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Figura 2. Relagdo entre dieta e microbiota intestinal em doengas metabolicas. Os escritos na cor azul
representam como a ingestao de fibras dietéticas pode proporcionar o crescimento bacteriano benéfico no
hospedeiro. Por outro lado, os escritos em vermelham representam como uma dieta rica em lipideos pode
favorecer o crescimento de bactérias patdgenas no hospedeiro. Adaptado de WOTING e BLAUT, 2016.

Estudos recentes tém associado a disbiose da microbiota intestinal ao estado
inflamatorio que ocorre na obesidade. A microbiota atualmente ¢ considerada um 6rgao
microbidtico e a evidéncia de que sua composi¢ao pode ser diferente em humanos magros
e obesos refor¢ou a hipdtese da influéncia da microbiota na fisiopatologia da obesidade

(SANTOS e RICCI, 2016; SILVA JR et al., 2017).
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Sabe-se que mais de 90% da composi¢ao bacteriana intestinal sdo representados
por Bacteroidetes e Firmicutes (PENDERS et al., 2006). As Bacteroidetes sdo um dos
filos predominantes no intestino humano e consistem principalmente de bactérias gram
negativas, ou seja, possuem uma parede celular menos espessa. Possuem caracteristicas
fermentativas e que modulam o sistema imune intestinal de forma benéfica. Por outro
lado, a grande maioria das Firmicutes possui como caracteristica uma parede celular, ou
seja, sao gram positivas. Compreendem 274 géneros de bactérias, tanto com atividade
imunomodulatoria benéfica (tais como Clostridium e Lactobacillus), como também
espécies relacionadas a induc¢do da inflamagdo, que estdo diretamente associados a
algumas doencas cronicas (FURUHASHI et al., 2007). Na situagdo de obesidade ¢
associada uma diminui¢do na proporc¢ao de Bacteroidetes € aumento proporcional de
Firmicutes, sendo a perda de peso o resultado da inversao dessa razdo (LAU et al., 2016).

Béckhed e colaboradores (2004) foram pioneiros na investigacao da participagao
da microbiota intestinal no armazenamento de gordura, devido ao seu papel essencial no
processamento de polissacarideos alimentares. Desde entdo, investigacdes que apontam
a modulacdo da microbiota em resposta a fatores dietéticos e disturbios metabolicos t€ém

sido alvo de diversos estudos, incluindo os que avaliam a correlagdo entre microbiota

intestinal e obesidade (TURNBAUGH et al., 2009b; DE FELIPPO et al., 2010).

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL

A colonizagao intestinal por microrganismos se inicia no momento do nascimento
e tem continuidade nas primeiras fases da vida (SALMINEN e ISOLAURI, 2006).
Diversos sdo os fatores que influenciam a essa colonizagdo, como o tipo de parto, idade
gestacional, hospitalizag@o, uso de antibioticos, aleitamento e alimentagdo, assim como
diferencas regionais geograficas e culturais (BENNO et al., 1984; TANNOCK et al.,
1990; GROLUND et al., 1999; FANARO et al., 2003; HOPKINS et al., 2005; PENDERS
etal., 2006; ADLERBERTH e WOLD, 2009). Dessa forma, ha uma grande variabilidade
da microbiota intestinal entre individuos, incluindo diferengas nas proporg¢des relativas
de filos dominantes e variagdo de géneros e espécies (NICHOLSON et al., 2012; DE
MORAES et al., 2014).
Quando a crianca tem aproximadamente dois anos de idade, a microbiota torna-se
relativamente estadvel, e semelhante a de um individuo adulto, compreendendo

principalmente bactérias anaerobias, adquiridas durante o nascimento € na primeira
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infancia. Apds o estabelecimento da coloniza¢do, a quantidade e tipo de nutrientes
ingeridos na dieta sdo fatores importantes que interferem na composi¢ao da comunidade
bacteriana intestinal, e possuem relevancia na modulagdo metabdlica e balango energético
(LEY etal., 2005; DE MORAES et al., 2014).

As diversas fungdes do epitélio intestinal no organismo humano correspondem,
desde a colonizacdo inicial, a respostas imunologicas, antibacterianas e
metabolicas/nutricionais (DE MORAES et al, 2014). Dentre essas, destacam-se a
protecao do hospedeiro contra a colonizagdo por bactérias patogénicas, fungao
denominada resisténcia a colonizagdo; modulacdo da resposta imunologica, producdo de
vitaminas do complexo B e K e extragdo de energia de polissacarideos provenientes da
dieta (TANNOCK, 2001; PENNA e NICOLI, 2001; LEY et al., 2005; HOOPER, 2009;
TADDEI et al., 2011; ROSENBAUM et al., 2015).

A microbiota pode promover o fortalecimento da barreira intestinal e a prote¢ao
contra patdgenos por meio da exclusdo competitiva na ocupagao de locais de fixa¢do. Por
outro lado, a quebra da integridade da barreira intestinal promove a entrada de moléculas
potencialmente envolvidas no inicio de resposta inflamatoria (LUOTO et al., 2013).

A interacdo entre microbiota e permeabilidade intestinal tem sido relacionada ao
desenvolvimento ndo apenas da obesidade, mas também de suas comorbidades
(BISCHOFF et al., 2014; PERPETUO et al., 2015). A evidéncia de que a composigdo da
microbiota pode ser diferente em humanos eutréficos e obesos reforcou a hipotese da sua
influéncia na fisiopatologia da obesidade (LEY et al., 2006; TSUKUMO et al., 2009).
Neste contexto, a microbiota intestinal tem sido alvo de diversos estudos que apontam a
participagdo de bactérias intestinais no metabolismo energético e, consequentemente, no
desenvolvimento de obesidade e outros disturbios metabdlicos (DELZENNE et al., 2011;
JUMPERTZ et al., 2011; ZHANG et al., 2015).

2.2.1 Disbiose

O equilibrio entre os fatores internos e externos ao hospedeiro, capazes de
modificar a composi¢do da microbiota, ¢ atribuido a um estado de saude adequado. Por
outro lado, desequilibrios provocam modificagdo na colonizagdo intestinal com
diminuicdo de bactérias protetoras ou benéficas e aumento de microrganismos
patogénicos, estabelecendo um quadro de disbiose (PENDERS et al., 2006; ZHANG et

al., 2015).
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A disbiose além de provocar sintomas como gases, diarreia ou constipagdo
também estd relacionada com doengas cardiovasculares, sindromes metabolicas e
desordens do sistema nervoso central (MILLION et al., 2012; PALAU-RODRIGUES et
al., 2015).

Avangos significativos sobre a participacdo da microbiota no desenvolvimento de
doengas foram obtidos a partir de estudos realizados em modelos animais (LEY et al.,
2005; HILDEBRANDT et al., 2009; TURNBAUGH et al., 2009b), que possibilitaram a
identificacdo de desequilibrios da comunidade microbiana intestinal em doengas
inflamatorias, infecciosas e cronicas.

Zhang e colaboradores (2015) demonstraram que a disbiose estd presente em
individuos com diversas patologias. Dentre elas, a colite ulcerativa (KAMADA et al.,
2005; MACHIELS et al., 2014), a doenca de Crohn (SEKSIK et al., 2003), o cancer
colorretal (WEIR et al., 2013), o diabetes mellitus tipo I (MURRI et al., 2013), o diabetes
mellitus tipo IT (LARSEN et al., 2010) e a obesidade (THUNY et al., 2010; MILLION et
al., 2013b). No entanto, embora esteja bem estabelecido que ocorram variacdes na
microbiota intestinal de individuos acometidos por essas doencas, ainda permanecem
desconhecidas se a disbiose seria a origem ou consequéncias das mesmas (ZHANG et al.,
2015).

Novas estratégias tém surgido com o objetivo de identificar, diagnosticar e tratar
essas doencas. Notoriamente, a dieta se torna uns dos fatores primordiais para manter o
equilibrio microbiano, podendo trazer beneficios para o hospedeiro ou piorando a fungdo
intestinal, pois as bactérias intestinais utilizam principalmente processos fermentativos
para gerar energia produzindo, consequentemente, acidos graxos de cadeia curta
(AGCC). Por isso, a nutricdo funcional enfatiza a utilizacdo de alimentos probidticos e
prebiodticos como forma promissora de prevencao de doengas relacionadas ao intestino,
pois ha uma interag@o benéfica em relacao a sobrevivéncia e crescimento da microbiota
intestinal (CUUMMINGS e MACFARLANE, 2002; QUIN et al., 2010; RODRIGUES,
2015; RAMIREZ, 2017).

2.2.2 Modulagdo da microbiota intestinal

E crescente a busca por uma alimentagdo equilibrada, baseada em componentes
naturais biologicamente ativos, capazes de promover qualidade de vida em seres humanos

(THAMER e PENNA, 2006). A preocupagdo dos consumidores com a incidéncia de
28



doengas do século XXI, como obesidade e diabetes, aumentou a sua conscientizagdo ¢ a
busca por alimentos com propriedades funcionais que, além de oferecerem o beneficio da
nutri¢ao basica, promovem a saude humana, prevenindo o desenvolvimento de doengas.
Os probidticos e prebidticos sdo reconhecidos como alimentos funcionais, capazes de
promover beneficios de uma microbiota intestinal (MADIGAN et al., 2010).

Assim sendo, ¢ importante destacar as defini¢des de:

a) Probioticos

Sdo micro-organismos vivos e viaveis, consumidos em nimero suficiente para
alterar a microbiota, que afetam beneficamente e promovem o equilibrio da microbiota
intestinal dos individuos que os consomem (BIELECKA et al., 2002; SAAD, 2006;
AMAR et al., 2011; ZAMBON, 2013; FERNANDES, 2018).

Os principais micro-organismos utilizados como suplementos probiodticos sao
provenientes de mono ou multiculturas representadas principalmente por bactérias
pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (SAAD, 2006; STEFE et al.,
2008; RAIZEL et al., 2011). Os probidticos atuam no organismo principalmente ao inibir
a colonizacdo intestinal por bactérias patégenas. Destaca-se o estimulo ao sistema imune,
que ocorre por meio do aumento dos niveis de anticorpos e da ativagdo dos macrofagos,
proliferacdo de células T e a produgdo do interferon, proteina que produz resisténcia
antivirais em células saudaveis (AMAR et al., 2011).

Os produtos com os probidticos resistem ao processo de digestdo e chegam
intactos ao intestino, onde atuam de maneira positiva reduzindo os gases, a constipagao
intestinal e diarreias. Estudos indicam os probidticos ainda podem beneficiar em dores
musculares, problemas no estdmago e doencas cronicas, entre outros (AMAR et al.,
2011).

Para a obtencdo dos efeitos desejados, as bactérias probidticas devem estar
presentes em quantidades adequadas nos produtos, porem esse nimero ainda nao ¢ bem
estabelecido. Em geral um consumo de bactérias probidticas entre 10® e 10'' UFC
(unidade formadora de colonias) dia ¢ recomendado. Uma dose diaria recomenda ¢ de
duas vezes ao dia de 10'° Lactobacillus GG e cada dose corresponde a aproximadamente
80 mL de leite fermentado (BATISTA e OLIVEIRA, 2002; STEFE et al., 2008).

b) Prebioticos

O conceito de prebidticos ¢ mais recente do que o de probidticos, e foi proposto

inicialmente por Gibson e Roberfroid em 1995. Sdo ingredientes seletivamente
29



fermentados, ndo digeriveis, utilizados como substrato por micro-organismos do
hospedeiro (GIBSON et al., 2017). Permitem mudangas especificas na composi¢do e/ou
atividade da microbiota gastrointestinal, de tal forma que as bactérias com potencial de
promocao de satde tornam-se a maioria predominante (CAPRILES et al., 2005; SAAD,
2006; STEFE et al., 2008; WGO, 2017).

Os prebidticos sdo substancias alimentares compostas basicamente por
polissacarideos nao amido e oligossacarideos. O desenvolvimento dos prebiodticos veio
da descoberta dos fatores bifidus oligossacarideos, bactérias anaerobicas e benéficas,
presentes apenas no leite humano, que favorece a multiplicagdo de bifidobactérias do
recém-nascidos amamentados ao seio (STEFE et al., 2008; SANTOS e RICCI, 2016;
WGO, 2017).

O alimento dever atender a alguns requisitos para ser considerado um prebidtico,
sendo eles: ndo ser hidrolisado nem ser absorvido na parte superior do trato
gastrointestinal; ser um substrato seletivo para um pequeno nimero de bactérias benéficas
para o colon, que sao estimuladas a crescer e/ou sao metabolicamente ativadas; ser capaz
de alterar a flora col6nica em favor de uma composi¢cdo mais saudavel; induzir efeitos
luminais ou sistémicos que sdo benéficos para a saide do hospedeiro (GIBSON e
ROBERFROID, 1995; GIBSON et al., 2017).

Dentre as caracteristicas dos prebiodticos temos a resisténcia as enzimas salivares,
pancredticas e intestinais, bem como ao acido estomacal. Podem ser encontrados em
fibras dietéticas soluveis (frutanos), outros agucares ndo absorviveis, alcoois do acucar e
oligossacarideos. Entre as substancias prebidticas podemos citar a lactulose, lactitol,
xilitol, inulina e alguns oligossacarideos nao digeriveis como os Frutooligossacarideos
(FOS) e Galactooligossacarideos (GOS) (CAPRILES et al., 2005; SANTOS et al., 2006;
STEFE et al., 2008).

Em humanos, o prebidtico com maior destaque em estudos cientificos ¢ o FOS.
Essa substancia, pertencente a familia dos frutanos, resiste a hidrolise enzimatica no
intestino delgado e entra no ceco com sua estrutura intacta. Entretanto, ndo ¢ excretado
nas fezes, o que indica sua completa fermentacdo no célon. O FOS estd presente em
compostos de origem vegetal, tais como cebola, aspargos, alcachofra, alho, trigo, banana,
tomate e mel (FERNANDES, 2014).

No colon, as bactérias presentes produzem enzimas glicoliticas e hidrolisam a
estrutura do FOS em mono ou dissacarideos, e entdo sdo transportados pelos enterocitos

e metabolizados em AGCC, lactato, CO2 e Hz. Todos os AGCC (particularmente o
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acetato, propionato e butirato) sdo os principais produtos finais de reacdes de fermentacao
de bactérias que acidificam o célon. Esta diminui¢dao do pH favorece o desenvolvimento
de bactérias de acdo positiva (especialmente as bifidobactérias e os lactobacilos), e ao
mesmo tempo, sao capazes de suprimir a atividade das bactérias patogénicas (como a
Escherichia coli e o Clostridium perfringens) (DENIPOTE, TRINDADE e BURINI,
2010; FERNANDES, 2014).

c) Simbioticos

Os simbidticos proporcionam a ag¢do conjunta de prebidticos e probidticos,
podendo ser classificados como componentes dietéticos funcionais que podem aumentar
a sobrevivéncia dos probidticos durante a passagem pelo trato digestorio superior, pelo
fato de seu substrato especifico estar disponivel para fermentacao (STEFE et al., 2008;
SANTOS e RICCI, 2016).

O consumo de probidticos e de prebidticos selecionados apropriadamente pode
aumentar os efeitos benéficos de cada um deles, uma vez que o estimulo de cepas
probidticas conhecidas, leva a escolha dos pares simbidticos substrato—microrganismo
ideais (SAAD, 2006; STEFE et al., 2008).

A suplementacdo com prebidticos e probidticos vém sendo amplamente
investigada, uma vez que eles podem apresentar fungdes importantes em condi¢des de
estresse oxidativo e inflamatorio, a partir da redugdo da producdo de mediadores
inflamatorios por atuarem em vias de sinalizacdo celular e serem capazes de alterar o

padrao de expressao de determinados genes (LATVALA etal., 2011).

A modulacdo intestinal com uso de probidticos, prebidticos e simbidticos visa
reestabelecer o equilibrio da microbiota intestinal, bem como a integridade da barreira da
mucosa intestinal e suas fungdes, que em situagdo de obesidade, encontra-se com sua
permeabilidade alterada. Esses danos celulares na mucosa intestinal, também constituem
uma reagdo em cadeia dos acidos graxos poli-insaturados nas membranas celulares,
gerando RL que alteram ainda mais a permeabilidade, fluidez e integridade das mesmas,
resultando num processo de peroxidagdo lipidica (LPO) (MADIGAN et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2012; FRANCA et al., 2013). Tal processo conduz a oxidagdo de
biomoléculas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo ¢ o dano potencial

contra células e tecidos (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004).
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres (RL) s3o atomos ou moléculas que possuem pelo menos um
elétron desemparelhado em seus orbitais externos. Isso permite a transferéncia de elétrons
com moléculas vizinhas. Alguns exemplos sdo: OHe (ion hidroxila), HOHe (ion peroxil),
02-¢ (anion superoxido), NO (6xido nitrico) e Oz (oxigéniO). Os RL sdo muito instaveis
e tém alto poder reativo, podem agir como aceptores ou doadores de elétrons, criando
alteragdes no ambiente molecular ao seu redor. Os compostos nao radicalares, como H>O»
(perdxido de hidrogénio) e HOCI (&cido hipocloroso), ndo possuem elétrons livres, sendo,
portanto, menos instaveis que os RL, mas também podem reagir com moléculas na sua
redondeza (MAGDER, 2006; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

A geragdo de RL constitui um processo continuo e fisiologico, atuando

principalmente no sistema imunoldgico. Estes, induzidos por fatores internos sdo
chamados de radicais livres de origem endogena e desencadeiam dois tipos de reacdes
(enzimaticas ou nao enzimaticas). Eles sdo necessarios para que fungdes como a
sinalizacdo celular e a defesa contra micro-organismos ocorram de maneira adequada.
Durante os processos metabolicos, esses radicais atuam como mediadores para a
transferéncia de elétrons nas varias reacdes bioquimicas. Porém, a producio excessiva
pode conduzir a lesdes oxidativas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HALLIWELL,
2000).
H4 também os RL de origem exdgena, que sdo originados a partir de fatores externos ao
organismo (como polui¢do, radiagdo solar e outros tipos de radiagdo, consumo de tabaco
e alcool, estresse, dietas inadequadas, genética) (FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997;
HALLIWELL, 2000).

Estes RL, cujo elétron desemparelhado se encontra centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio sdo denominadas espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN), respectivamente (VISIOLI, KEANEY ¢ HALLIWELL,
2000; PIETTA, 2000; BARBOSA et al., 2010).

As ERO sao dtomos ou moléculas que contém um niimero impar de elétrons em
sua ultima camada eletronica, o que confere uma alta reatividade a essas moléculas, e sdo
encontradas em todos os sistemas biologicos. Em condigdes fisiologicas do metabolismo
celular aerdbio, o oxigénio sofre reducao, resultando na formagdo de 4gua. Durante esse
processo, cerca de 2 a 3% desse oxigénio molecular sofre redu¢@o incompleta, originando

intermediarios reativos, tais como o radical superoxido (O:-), hidroperoxil (HO2),
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hidroxil (OH) e perdéxido de hidrogénio (H202). Normalmente essa redugdo ocorre na
mitocondria e, em condigdes normais, 0 organismo possui mecanismos compensatorios
para sequestramento das espécies reativas formadas nesse processo (Figura 3)

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997)
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Figura 3. Reducdo tetravalente do oxigénio molecular na mitocondria até a formagdo de agua. Varias

espécies de ERO sdo formadas nesse processo (FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997).

As ERO no organismo sao neutralizadas por substancias antioxidantes. Segundo
HALLIWELL (2000), antioxidante ¢ qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentragdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidagdo do mesmo. Os antioxidantes podem agir enzimaticamente
detoxificando o agente oxidante antes que ele cause lesdo, como a glutationa peroxidase
(GPx), a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (SOD); ou ndo enzimaticamente,
reparando a lesdo ocorrida, como a glutationa (FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997 ;
HALLIWELL, 2000).

Quando ocorre um desequilibrio no balanco redox, onde a geragdo de ERO

ultrapassa a capacidade de reparo das defesas antioxidantes do organismo, com a
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potencialidade de exercer efeitos deletérios, cria-se um estado denominado de estresse
oxidativo (HALLIWELL, 2006; VASCONCELOS et al, 2007).

O conceito de estresse oxidativo foi introduzido em 1985, como "um distirbio no
equilibrio pré-oxidante-antioxidante em favor do primeiro", porém a ideia inicial tem sido
questionada. Na época, o campo focou na caracterizagdo de enzimas oxidantes e
antioxidantes e compostos de pequena massa molecular. Com novos estudos feitos nas
décadas subsequentes, houveram descobertas fundamentais no entendimento da
regulacao redox, sinalizagdo redox e deteccao de redox. Isso exigia uma atualizacdo do
conceito, levando a defini¢do de estresse oxidativo como “um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrup¢do da
sinalizacdo e controle redox e / ou danos moleculares” (SIES, 2018).

Os danos oxidativos causados pelos altos niveis de ERO ocasionam modifica¢des
importantes a biomoléculas conduzindo a danos celulares, nas membranas lipidicas, nas
proteinas citosolicas e de membrana, e danos nas bases nitrogenadas do &cido
desoxirribonucleico (DNA)(BIANCHI et al, 1999), e t€ém sido relacionados com a
etiologia de varias doengas, tais como as cardiopatias e aterosclerose (BATLOUNI,
1997), diabetes tipo Il (MANFREDINI et al, 2010), problemas pulmonares (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997), erros inatos do metabolismo (SITTA et al, 2009; RIBAS et al,
2010), envelhecimento cutaneo (HIRATA et al, 2004), carcinogénese (LOUREIRO et al,
2002), obesidade (FERREIRA; CAROCHO, 2013), entre outros.

As ERO podem desgastar as membranas celulares, as quais contém uma grande
quantidade de acidos graxos poliinsaturados. A LPO da-se pela reacdo dos RL com os
lipideos insaturados das membranas, resultando na formag¢ao de hidro ou lipoperoxidos,
que sdo altamente reativos e podem dar inicio a uma cascata oxidativa, com severos danos
a integridade da membrana. Nessa reacdo ocorre a liberacdo de produtos de degradacdo
de acidos graxos, como o malondialdeido (MDA), e a quantificagdo deste composto tem
sido utilizada para avaliar a extens@o do dano oxidativo (MARNETT, 1999; OHKAWA
et al, 1979).

Em situa¢do de obesidade, sabe-se que existem pelo menos trés mecanismos
através dos quais a LPO ¢ produzida. A obesidade aumenta a necessidade metabdlica do
miocardio, e consequentemente do consumo de oxigénio. Com isso, a producdo de ERO
(como os superoxidos e os peroxidos de hidrogénio) aumenta devido a maior respiracao
mitocondrial, e se essa produgdo exceder a capacidade antioxidante da célula, o estresse

oxidativo pode ocorrer, resultando em LPO (TURRENS, 1997). O segundo mecanismo
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se da através da lesdo celular progressiva e cumulativa ocasionada pela pressdo devido a
grande massa corporal. A injaria celular, por sua vez, libera toxinas como o Fator de
Necrose Tumural (TNF), gerando ERO (LECHIEEITNER et al., 2000). Como terceiro
mecanismo proposto esta a dieta hiperlipidica, capaz de alterar o mecanismo do oxigénio,
pois as moléculas dos acidos graxos com duplas ligacdes sdo vulneraveis a reagdes

oxidativas e consequentemente podem levar a LPO (NEVES, 2010). (Figura 4)
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Figura 4. Mecanismos de peroxidagdo lipidica em situagdo de obesidade. Fonte: Adaptado de TURRENS,
1997; LECHIEEITNER et al., 2000; NEVES, 2010.

Para a modificagdo oxidativa ocasionada por ERO, as proteinas sdo os alvos
imediatos, alterando sua estrutura e provocando perda de funcdo e fragmentacao das
estruturas proteicas. A formacao da proteina carbonil parece ser um fenomeno comum
durante a oxidagdo, e sua quantificacdo pode ser usada para medir a extensdo do dano

oxidativo (BERLETT e STADMAN, 1997; BEAL, 2003; DALLE-DONNE et al., 2003).
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Os grupamentos carbonilicos (CO) sdo produzidos pela oxidagdo da cadeia lateral
de aminoécidos suscetiveis, como prolina (Pro), arginina (Arg), lisina (Lis) e treonina
(Tre), ou pela clivagem oxidativa das proteinas. Também, os CO podem ser introduzidos
nas proteinas por uma reagdo secundaria das cadeias laterais com aldeidos produzidos
durante a LPO, como o MDA. O contetdo de proteina carbonil ¢ atualmente o marcador
de oxidagdo proteica mais usado e observa-se seu aumento em varias doengas humanas,
tais como Doenga de Alzheimer, Diabetes mellitus, processos inflamatérios e artrite
reumatoide. Vale ressaltar que niveis elevados de proteina carbonil também sao
indicadores de doencas derivadas do metabolismo proteico, € ndo somente de estresse
oxidativo (DALLE-DONNE et al., 2003). As proteinas modificadas oxidativamente sdo
produtos quimicamente estaveis, sendo um fator importante para a sua deteccdao e
armazenamento (RUTKOWSKA et al., 2005).

A hipdétese de que a obesidade, por si, causa aumento de LPO e diminui¢ao das
enzimas citoprotetoras eritrocitarias também estd em crescente discussdo. A consequéncia
de uma baixa atividade de enzimas citoprotetoras ¢ o dano celular progressivo que pode
resultar em outras doengas, como aterosclerose € o cancro (FRANCA, 2013). Olusi
(2002) apresentou um estudo que avaliou essa hipotese em pacientes com obesidade
através da medida das concentragdes plasmaticas de MDA e da atividade de enzimas
antioxidantes como a SOD e a GPx. Esse estudo chegou a conclusdo de que a obesidade,
mesmo quando ndo associada ao tabagismo, a diabetes, a hipertensdo arterial, a
hiperlipidemia, a doengas renais ou hepaticas, reforca a hipdtese citada anteriormente, e
deve, portanto, receber a mesma atengdo que a obesidade associada a complicagdes.

Para inibir e/ou reduzir os danos causados pela a¢do deletéria dos RL e/ou das
ERO e ERN, age entdo o mecanismo de defesa do sistema antioxidante. Os antioxidantes
sao definidos como qualquer substincia que, quando presente em maior concentragao,
comparada aquela do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Tais
acdes podem ser alcangadas por meio de diferentes mecanismos de agdo: impedindo a
formagao dos RL ou espécies ndo-radicais (sistemas de prevengdo), impedindo a agdo
desses (sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das
estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de reparo) (BARBOSA et al., 2010).

Usualmente, esse sistema ¢ dividido em enzimatico (Tabela 1) e ndo-enzimatico
(Tabela 2). O segundo caso, ¢ constituido por grande variedade de substincias

antioxidantes, que podem ter origem endogena ou dietética.
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Tabela 1. A¢des e Mecanismos de substancias antioxidantes enzimaticos.
Antioxidantes Acdo Referéncias
Enzimadticos
Superdxido Dismutase SOD-Cu/Zn (citoplasma), SOD-Mn Vincent et
(SOD) (mitocondria). Catalisa a conversao al., 2007

do radical superdxido (O2*) em perdxido de

hidrogénio (H20,)
Catalase (CAT) Catalisa a conversao de H202 em O; e H20 Vincent et
al., 2007
Glutationa Peroxidase Catalisa a reducao do H.O» a H,O Vincent et
(GPx) al., 2007

Legenda: CAT: Catalase; Cu: cobre; H,O: peroxido de hidrogénio; Mn: manganés; O,e: radical

superdxido; SOD: superéxido dismutase; Zn: zinco. Fonte: Adaptado de Barbosa et al, 2010.
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Tabela 2. A¢des e Mecanismos de substancias antioxidantes nao enzimaticos.
Antioxidantes Acdo Referéncias

Ndo enzimadticos (de origem dietética)

Vitamina A Protecdo contra a oxidacao de lipideos e DNA Rodrigo et
(B-caroteno) al., 2007
Vitamina C Inibigao das EROs (agente redutor). Estimula o Rodrigo et

(acido ascorbico) poder antioxidante da vitamina E e selénio. al., 2007
Protec¢ao contra danos causados pela LDL-ox

Vitamina E Protecdo contra a peroxidagdo dos acidos graxos Rodrigo et

(a-tocoferol) insaturados da membrana celular e das LDL. al., 2007
Converte Oz¢ e H2O; em formas menos reativas

Cu, Zn, Mg, Mn, Se Cofatores das enzimas antioxidantes SOD- Vincent et
Cu/Zn, SOD-Mn e GSH-Px al., 2007

Outros carotenoides Protecdo contra a oxidacao de lipideos, LDL, Vincent et

(licopeno) proteinas ¢ DNA. Sequestra al., 2007

e inativa os radicais livres
Fitoquimicos Protecdo contra a oxidacao de lipideos e DNA Fito et al.,
(resveratrol, 2007
catequinas,

quercetinas, acidos
fenolicos e outros)

Legenda: DNA: acido desoxirribonucléico; Cu: cobre; ERO’s: espécies reativas de oxigénio; H»Oa:
peroxido de hidrogénio; LDL: lipoproteina de baixa densidade; LDL-ox: lipoproteina de baixa densidade
oxidada; Mg: magnésio; Mn: manganés; O.e: radical superdoxido; Se: selénio; SOD: superdxido dismutase;

Zn: zinco. Fonte: Adaptado de Barbosa et al, 2010.

No que tange aos efeitos dos compostos antioxidantes advindos da dieta, acredita-
se que eles possam proteger as células dos RL que induzem o dano oxidativo (WANG et
al., 2012). Sendo assim, a dieta rica em substancias antioxidantes pode ser considerada
um dos principais contribuintes externos para a regulagdo do estado antioxidante sérico
(LI etal., 2013).

A avaliagdo da capacidade antioxidante total da dieta (CATd), que considera todos
os antioxidantes presente na dieta e os efeitos sinérgicos entre eles, estd atraindo cada vez

mais ateng¢ao por sua eficécia na investigacdo da associagdo entre o consumo de alimentos
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e doencas de risco, e tem sido considerada como uma ferramenta util para avaliar os
beneficios da capacidade antioxidante acumulada dos alimentos para a satde
(HERMSDOREFF et al., 2011, WANG et al., 2012; WANG, CHUN, SONG, 2013).

Viérios estudos tem demostrado associacao negativa entre dietas com elevado
valor de CATd e DCNT como a obesidade e suas comorbidades, uma vez que uma das
patogéneses comuns entre elas ¢ o estresse oxidativo (HERMSDOREFF et al., 2011;
PSALTOPOULOU et al., 2011; BAHADORAN et al., 2012; GIFKINS et al., 2012;
LOPEZ-LEGARREA et al., 2012; PUCHAU et al., 2012; RAUTIANIAINEN et al.,
2012; COSTANZO et al. 2014; OKUBO et al., 2014b;).

2.3.1 Biomarcadores antioxidantes

Em sistemas aerobicos, ¢ essencial o equilibrio entre agentes 6xido-redutores e o
sistema de defesa antioxidante. Esses agentes sdo gerados endogenamente como
consequéncia direta do metabolismo do oxigénio (O2) e também em situagdes nao-
fisiologicas, como a exposicdo da célula a xenobidticos que provocam a reducdo
incompleta de O2. Para proteger-se, a célula possui um sistema de defesa que pode atuar
em duas linhas. A primeira, como detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo, ¢
constituida por glutationa reduzida (GSH), SOD, CAT, GPx e vitamina E. A segunda
linha ¢ de defesa que tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo
acido ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GPx. Com exce¢do da
vitamina E (a-tocoferol), que ¢ um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte
dos agentes antioxidantes estd no meio intracelular (HEBBEL, 1986; ROSS, MOLDEUS,
1991.). (Figura 5)
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Figura 5. Sistema enzimatico oxidante e antioxidante. eNOS = 6xido nitrico sintetase endotelial; O2-= anion

superoxido; Oz =oxigénio. Fonte: DEBLIN et al., 2009.

Os compostos tidlicos sdo antioxidantes que contém em sua estrutura o
grupamento—SH, entre estes compostos estdo a glutationa, a cisteina e as proteinas
tidlicas. Esses compostos estao envolvidos no sequestro de RL, e sdo capazes de quelar
ions metalicos danosos, desempenhando assim um papel crucial na defesa antioxidante

dos eritrdcitos e no plasma (WLODEK et al., 2010).

Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH, L-y-glutamil-L-cis-teinil-glicina) esta presente na
maioria das células e ¢ o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (MEISTER,
1983). Sua capacidade redutora ¢ determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteina.
A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da exposi¢do a agentes
como ions ferro, oxigénio hiperbarico, ozona, radiagdo e luz ultravioleta (DENEK,
FANBURG, 1989; GALLEANO, PUNTARULO, 1995).

Além disto, atua como transportadora e reservatério da cisteina e participa da
detoxificagdo de agentes quimicos e da elimina¢do de produtos da lipoperoxidagao.
Ainda, € requerida para a sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas

(DENEK, FANBURG, 1989).
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Glutationa-redutase (GSH-Rd)

Apods exposi¢do da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidagdo a GSSG
(HEBBEL, 1986). A recuperagdo da GSH ¢ feita pela enzima GSH-Rd, uma etapa
essencial para manter integro o sistema de protecao celular (GILBERT, MC LEAN,
1990). Habitualmente, a reserva intracelular de GSH-Rd ¢ alta e somente uma grave
deficiéncia desta enzima resultard em sinais clinicos. A GSH-Rd ¢ uma flavoproteina
dependente da nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfatoreduzida (NADPH) e,
portanto, também dependente da integridade da via das pentoses (ROSS, MOLDEUS,
1991). Sob condi¢des de diminuigdo do fornecimento de NADPH, como no jejum e na
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ha prejuizo da fungdo da GSH-
Rd (SHAN et al., 1990).

Glutationa-peroxidase (GPx)

A GPx catalisa a redugdo do perdxido de hidrogénio (H20.) e peroxidos organicos
para seus correspondentes alcodis as custas da conversdo da GSH a GSSG. Embora a GPx
tenha agdo fundamentalmente citosolica, in vitro ela € capaz de reduzir hidroperoxidos de

membrana (HEBBEL, 1986).

Catalase
A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducdo do H20: a
H>0 e O». E encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rim e figado. Sua atividade ¢

dependente de NADPH (MAYES, 1990; SCOTT et al., 1991).

Superoxido-dismutase (SOD)

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos
em sua composi¢do. Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma
SOD-cobre-zinco esta presente principalmente no citosol, enquanto SOD-manganés esta
localizada primariamente na mitocondria. Esta enzima também tem papel antioxidante,
ja que catalisa a dismutag@o do radical superdxido em H20z e O2, na presenca do proton

H" (ROSS, MOLDEUS, 1991; ACHARYA, 1991).

2.4 EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE PREBIOTICO, PROBIOTICO OU
SIMBIOTICO NA ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES NA SITUACAO

DE OBESIDADE.
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O epitélio intestinal estd constantemente exposto a uma grande quantidade de
materiais estranhos que podem ser prejudiciais ou benéficos para o organismo. Caso esse
equilibrio homeostatico entre as respostas imunitarias que sao induzidas apos encontro
com patdgenos intestinais, € a tolerancia a bactérias comensais seja rompido (situacao
caracteristica da obesidade), uma resposta inapropriada ¢ iniciada, causando danos ao
hospedeiro. Os prebioticos, probidticos e simbiodticos tem sido alvo de estudos em
modelos animais ¢ humanos quanto ao papel imunomodulador que podem exercer, haja
vista a conhecida a¢do positiva desses na restauragdo do equilibrio da microbiota e do
epitélio intestinal (FERNANDES, 2018).

A administragdo de lactobacilos e bifidobactérias ¢ segura, amplamente utilizada, e
bem tolerdvel, uma vez que os mesmos ja constituem a microbiota intestinal e apresentam
baixo potencial patogénico (SALMINEN e ISOLAURI, 2006). Os prebioticos
provenientes de uma dieta saudavel e de suplementagdo, dao subsidios para a manutengao
e crescimento bacteriano, que beneficia a microbiota intestinal. Como probidticos
precisam dos substratos fornecidos pelos prebioticos para sobreviverem, os simbioticos
resultam de uma combinagdo sinérgica de ambos, promovendo equilibrio e saide as
bactérias gastrointestinais (ZHENG et al., 2019).

Parte dos mecanismos de acdo que explicam os efeitos benéficos dos probiodticos na
microbiota intestinal ja sdo estudados, e envolvem a modificagdo do pH intestinal, a
producdo de compostos antimicrobianos, competicdo com patogenos, nutrientes e fatores
de crescimento, estimulo de células imunomoduladoras e produg¢do de lactase (PARVEZ
etal., 2006). A interacao entre os microrganismos € o hospedeiro pode ocorrer a partir da
adesdo a mucosa e células epiteliais, o que estimula a secrecdo de muco e a producdo de

mucina, reforcando a barreira intestinal (Figura 6) (COLLADO et al., 2009).
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Figura 6. Mecanismo de agdo dos probiodticos na permeabilidade intestinal. Fonte: ALMEIDA, 2019.

Cani et al. (2009) propuseram que a maior producdo enddgena do peptideo 2

semelhante ao glucagon (GLP-2) promovida pelo prebidtico oligofrutose seria a

responsavel pela melhora da funcao de barreira da mucosa intestinal, consequentemente

pela reducdo da endotoxemia metabolica (diminui¢do dos niveis plasmaticos de

lipopolissacarideo — LPS) e, portanto, reducdo do tonus inflamatorio e do estresse

oxidativo no plasma e no tecido hepatico. Osborn e Olefsky (2012) defendem que a

alteracdo de uma ou mais etapas da fisiopatologia da obesidade ja reflete positiva ou
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negativamente em mediadores patogénicos como: adipocitocinas pro-inflamatérias, o
estresse oxidativo; dislipidemia; a disfun¢do mitocondrial e outros.

Porém, artigos que avaliem os mecanismos de agao dos prebidticos, probioticos e
simbioticos, estdo geralmente relacionados aos processos inflamatérios de outras
doencgas, sem avaliarem especificamente individuos com diagnostico de obesidade
morbida, e tdo pouco fazem ligagcdo com as lesdes oxidativas. Quando ha conexao entre
pelo menos uma das intervengdes ¢ um dos desfechos, os resultados sdo escassos ou
inconsistentes.

Ejtahed et al. (2012), realizou um estudo em adultos com Diabete mellitus tipo 11
e com classificagdio de IMC para sobrepeso, e verificaram que o Grupo Probidtico
(consumo de 300g/d de iogurte probidtico contendo Lactobacillus acidophilus e
bifidobactérias) apresentou efeitos benéficos em relacdo ao Grupo Controle (consumo de
300 g/d de iogurte convencional), tais como redugdo da glicose de jejum e hemoglobina
glicada, maior atividade da SOD e GPx, melhora do estado antioxidante total e
diminui¢ado da concentragao sérica de malondialdeido.

Um estudo randomizado, controlado, duplo cego, avaliou a atividade enzimatica
em 21 mulheres com IMC com classificagdo para sobrepeso, suplementados com
Lactobacillus acidophilluise casei,; Bifidobacterium Bifidum e Lactis por 8 semanas. O
grupo suplementado apresentou redugao da circunferéncia abdominal, reducdo de peso, e
aumento significativo na atividade enzimatica da GPX, quando comparado ao grupo
placebo (recebiam maltodextrina 200mg/dia, n=22) (GOMES, 2017).

Embora muitos estudos cientificos recentes almejam elaborar medidas eficazes
para controle dos efeitos deletérios e potencialmente prejudiciais a vida humana causados
pela obesidade e suas comorbidades, e considerando a influéncia da permeabilidade
intestinal e do equilibrio da microbiota intestinal na recuperagao e manutengao da satde,
do perfil inflamatorio e perfil oxidativo, ndo foram encontrados na literatura nenhum
estudo clinico que tenha avaliado os efeitos da suplementacdo de prebidticos ou
simbioticos na atividade de enzimas antioxidantes em individuos com obesidade moérbida,
evidenciando assim, a relevancia e originalidade deste trabalho.

Os conceitos e estudos referidos sustentam a hipotese estudada nesta pesquisa com
intervengdo de prebidticos e simbiodticos e seu efeito na atividade de enzimas

antioxidantes em individuos com obesidade morbida.
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3. METODOS

3.1 INSERCAO DO ESTUDO E PLANEJAMENTO

O projeto tematico que originou o presente estudo estd vinculado a linha de
pesquisa II (Estudo Dietético e Bioquimico relacionado com o estado nutricional) do
Programa de P6s-Graduagdao em Nutricdo da UFSC, inserido no Grupo de Pesquisa em
Imunonutricdo e Metabolissmo (GpIM), sob a supervisao do Professor Doutor Erasmo
Benicio Santos de Moraes Trindade, intitulado: Efeito da suplementagdo de prebioticos
ou simbioticos em marcadores inflamatorios e indicadores do estado nutricional em
individuos com obesidade morbida: um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado
e triplo cego (Figura 7).

O planejamento do projeto tematico foi realizado com base em duas ferramentas
que avaliam ensaios clinicos randomizados e controlados. Para avaliagdo da qualidade do
relato, a ferramenta aplicada foi o Consolidated Standards of Reporting Trials
(CONSORT). Essa ferramenta consiste em uma lista de 37 itens e subitens que formam
um conjunto minimo de recomendacgdes para relatar apropriadamente o desenho, analise
e resultados de ensaios clinicos randomizados (ANEXO A) (SHULZ, ALTMAN,
MOHER, 2010). Para avaliacdo do risco de viés, aplicou-se a ferramenta de Colaboracgao
da Cochrane, na qual o risco de ocorréncia de seis dominios de viés ¢ analisado (sele¢do,

performance, deteccao, atrito, relato, outros vieses (ANEXO B). (HIGGINS et al., 2011)
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Figura 7. Fluxograma de inser¢do do projeto de pesquisa

Universidade Federal de Santa Catarina

Programa de Pos-Graduagdo em Nutrigdo

Linha de Pesquisa II — Estudo Dietético e Bioquimico relacionado com o estado nutricional

Grupo de Pesquisa em Imunonutri¢do e Metabolismo

Efeito da suplementacio de prebidtico ou simbidtico em marcadores inflamatorios e
indicadores do estado nutricional em individuos com obesidade morbida: um ensaio clinico

randomizado, placebo-controlado e triplo cego.

Efeito da suplementacdo de prebidtico ou simbidtico em marcadores inflamatérios e
indicadores do estado nutricional em individuos com obesidade moérbida: um ensaio clinico

randomizado, placebo-controlado e triplo cego. *Ricardo Fernandes, Doutorado (2018)

Efeito da suplementacdo de prebidtico ou simbidtico nos parametros metabélicos em
individuos com obesidade morbida: um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado e

triplo cego. *Lote Miguel Manuel Mestrado (2017)

Associacdo de indicadores bioquimicos de depressiao e ansiedade em individuos com
diagnodstico de obesidade morbida suplementados com prebidtico ou simbidtico: um ensaio
clinico randomizado, placebo-controlado e triplo cego. *Dayanne da Silva Borges —

Doutorado (2018)

Efeito da suplementacdo de prebiotico ou simbidtico nas concentracoes de Hepicidina e
parametros do metabolismo do Ferro em individuos com obesidade moérbida: um ensaio
clinico randomizado, placebo-controlado e triplo cego. *Luana Pucci de Lima - Mestrado
(2019)

Avaliagdo da ingestdo de fibra soliivel e insolivel de individuos com obesidade morbida
suplementados com prebidtico ou simbidtico: ensaio clinico randomizado, placebo-

controlado e triplo cego. *Victoria Silva e Jonck — Graduagdo (2019)

Efeito da suplementacio de prebidtico ou simbidtico na atividade de enzimas
antioxidantes em individuos com obesidade moérbida: um ensaio clinico randomizado,

placebo-controlado e triplo cego. Camila Danielle Alves - Mestrado (2020).

Fonte: Autora. Legenda* = Pesquisas concluidas
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3.2  DELINEAMENTO DO ENSAIO CLINICO

O presente estudo caracteriza-se como um ensaio clinico randomizado, placebo-
controlado, triplo cego, realizado entre Janeiro de 2016 a fevereiro de 2018, no Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU/UFSC), Florianopolis/SC.

O banco de dados coletado durante a realizagao do ensaio clinico foi utilizado para

construcao desta dissertacao.

3.3 POPULACAO E AMOSTRA DO ESTUDO

Foram avaliados individuos adultos com diagnostico de obesidade morbida cujo
indice de Massa Corporal (IMC) > 40 kg/m? assistidos pelo HU/UFSC.

A populacao do estudo foi representada por todos os individuos acompanhados no
ambulatorio de Obesidade e Cirurgia Bariatrica no Servigo de Endocrinologia do referido
hospital. A amostra do estudo foi constituida por individuos adultos com diagnoéstico de
obesidade morbida encaminhados para sua primeira consulta nesse ambulatdrio.

Os critérios de inclusao foram: individuos adultos (18-60 anos) de ambos os sexos
com indice de massa corporal (IMC) > 40kg/m?. Foram excluidos aqueles com: doengas
gastrointestinais prévias (ex: cancer e doengas inflamatorias intestinais); intolerancias
e/ou alergias alimentares (ex: intolerdncia a lactose e doenca celiaca); dependéncia
alcodlica e/ou de drogas ilicitas; uso de farmacos anti-inflamatdrios e/ou antibidticos e/ou
imunossupressores até trés meses antes; uso regular de laxativos, analgésicos narcoticos
opidides e inibidores de apetite; uso atual ou prévio (até um meés) de prebidticos,
probidticos, simbidticos ou produtos enriquecidos com estes ingredientes; apresentar
intolerancia a prebiodticos e/ou probidticos e/ou simbidticos; seguimento de uma dieta
para perda ou ganho de peso nos ultimos trés meses; gravidas ou lactantes; seguimento
atual de dietas ndo usuais (ex: vegetariana, macrobidtica, paleolitico) e fumantes. A
elegibilidade foi confirmada mediante analise do prontuério do individuo na instituigao e
por questionamentos feitos ao paciente. Ainda para o presente estudo, também foram
excluidos os participantes que tenham feito uso atual ou prévio (at€é um més) de
suplementos antioxidantes (vitamina A, vitamina C, vitamina E, Cobre, Magnésio,

Selénio, Zinco, carotenoides, compostos fenolicos).
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Os participantes que ficaram por dois dias consecutivos ou mais sem consumir o
suplemento, foram descontinuados do estudo. O ponto de corte de dois dias foi baseado
em uma pesquisa com seres humanos que mostrou uma mudanga estrutural significativa
da comunidade microbiana apos dois dias de uma intervengao dietética (DAVID et al.,
2014).

Todo os participantes receberam esclarecimento padronizado sobre o tratamento
nutricional para perda de peso, visando respeitar critérios éticos quanto a participagao no
estudo sem impossibilitar acesso ao tratamento nutricional (ANEXO C). Ainda, os
individuos foram orientados que durante o periodo de suplementacdo evitassem: praticar
atividade fisica intensa; consumir bebida alcodlica e alimentos enriquecidos com
prebidticos, probioticos ou simbidticos (Apéndice A).

Para os individuos elegiveis, foi apresentada a proposta de pesquisa e efetuado o
convite de participagdo. Para os que aceitaram o convite, foi lido e esclarecido o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que foi assinado pelos participantes

(Apéndice B).

34  AMOSTRAGEM E CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

O método de amostragem do projeto tematico foi ndo probabilistico por
conveniéncia e saturacao temporal, atendendo ao nimero de pacientes que frequentam o
ambulatdrio de nutri¢do, obesidade e cirurgia bariatrica.
O tamanho da amostra deste estudo teve como base a amostra obtida pelo projeto
tematico, pois o desfecho primdrio do presente estudo ainda ndo foi avaliado em
populagdes com obesidade moérbida suplementadas com preobidticos ou simbidticos.
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 de 80% e um intervalo
de confianga de 95%.
Para o calculo, considerou-se:
a) Dados do projeto tematico que avaliou pardmetros nutricionais e inflamatdrios
em uma populagdo com obesidade morbida suplementadas com preobiodticos
ou simbidticos (FERNANDES et al., 2016);

b) Poder do estudo de 80%;

c) Intervalo de confianca de 95%

d) Acréscimo de 10% referente possiveis perdas de seguimento;
48



e) Calculos executados no software online OpenEpi®
O resultado obtido indicou um tamanho amostral minimo de 56 individuos. Para
adaptar no desenho proposto deste estudo, os individuos foram distribuidos entre os

grupos Placebo (n=19), Prebidtico (n=19) e Simbidtico (n=18).

3.5 DESENHO DO ESTUDO

Os pacientes elegiveis € que aceitaram participar do estudo foram alocados
randomicamente em trés grupos de tratamento: Grupo Placebo (grupo 0), Prebidtico
(grupo 1) ou Simbidtico (grupo 2). Os participantes do “grupo 0” foram orientados a
consumir 12 gramas diarias de maltodextrina; o “grupo 1” foi orientado a consumir 12
gramas didrias de FOS (FiberFOS®, Invictus Farmanutri¢do, Brasil), e o “grupo 2” foi
orientado a consumir 12 gramas didrias 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 Farmanutricdo, Brasil) durante 30 dias. Os individuos foram
orientados a consumir dois sachés por dia (12 gramas) durante 30 dias em momentos
distintos: um saché (06 gramas) em jejum e um saché (06 gramas) no intervalo das
refei¢des. Cada saché deveria ser diluido em 100 mL de 4gua em temperatura ambiente

até completa diluigao.

3.6 CARACTERISTICAS DAS INTERVENCOES

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

Rio de Janeiro, Brasil), apresentam as seguintes composi¢des e informacdes nutricionais:

Quadro 1 - Informagio da composicio (FiberFOS®).
FiberFOS® - 2 sachés

Composicio Quantidade

Fruto-oligossacarideos 12 gramas

Registro no Ministério da Saude: 6.6637.0006.

Fonte: Invictus, 2015a.
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Quadro 2 - Informagdes nutricionais do prebidtico (FiberFOS®).

Porgdo de 12 g de FiberFOS® - 2 sachés

Quantidade por por¢ao VD*
Valor Energético 19 kcal ou 40 kJ 1%
Carboidratos 0,6 g 0,2%
Proteinas Og 0%
Gorduras Totais Og 0%
Gorduras Saturadas Og 0%
Gorduras Trans Og 0%
Fibra  Alimentar (Fruto-
oligossacarideos) 128 e
Sodio 0 mg 0%

estabelecida.

*% 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

Registro no Ministério da Saude: 6.6637.0006.

Fonte: Invictus, 2015a.

Quadro 3 - Informagdo da composi¢io (Simbioflora®).

Simbioflora® - 2 sachés

Composicao Quantidade
Lactobacillus paracasei LPC-37 2x10° UFC
Lactobacillus rhamnosus HN0OO1 2x10° UFC
Lactobacillus acidophilus NCFM 2x10° UFC

Bifidobacterium lactis HN019 2x10° UFC
Fruto-oligossacarideos (FOS) 12 gramas

Registro no Ministério da Saude: 6.6637.0001.

Fonte: Invictus, 2015b.
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Quadro 4 — Informacdes Nutricionais do Simbidtico (Simbioflora®).

Porgdo de 12 g de Simbioflora®- 2 sachés

Quantidade por por¢ao VD*
Valor Energético 19 keal ou 40 kJ 1%
Carboidratos 0,6¢g 0,2%
Proteinas 0g 0%
Gordura Totais 0g 0%
Gorduras Saturadas 0g 0%
Gorduras Trans 0g 0%
Fibra  Alimentar (Fruto-
oligossacarideos) 12¢ 44%
Sodio 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 Saude: 6.6637.0001.
Fonte: Invictus, 2015b.

O placebo utilizado foi a maltodextrina, na mesma quantidade dos suplementos
supracitados (12 gramas/dia).

Os suplementos utilizados neste estudo foram doados pela empresa Invictus
Farmanutri¢io®, sem nenhum conflito de interesse com os pesquisadores. Estes
suplementos estdo registrados na Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
na categoria de alimentos com alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saude
(BRASIL, 2012, 2013a).

A dose dos suplementos utilizados foi baseada em uma revisao sistematica com
meta-andlise que incluiu ensaios clinicos randomizados que avaliaram a suplementagdo
de prebidtico ou simbidtico em individuos com excesso de peso e obesidade, onde
observou que estudos que utilizaram prebidtico em individuos com obesidade a dose

variou de 0,14g a 16g (FERNANDES et al., 2017).

3.7 DESFECHOS

No presente estudo foi considerado como desfecho primario os pardmetros de

atividade enzimatica dos biomarcadores enzimaticos de estresse oxidativo: SOD e CAT.

51



Os parametros antropométricos, tais como peso, IMC e circunferéncia da cintura, foram

considerados como desfechos secundarios.

3.8 PROTOCOLO DO ESTUDO

3.8.1 Momentos do estudo

O estudo consistiu em quatro momentos experimentais: MO - momento da
primeira consulta ambulatorial, assinatura do TCLE, caracterizagdo dos individuos
(Apéndice C), coleta de dados, e inicio da suplementa¢do com placebo, prebiodtico ou
simbiotico, orientagdes nutricionais padronizadas; M1 - momento apds quinze dias da
primeira consulta ambulatorial, coleta de dados; M2 — momento apos trinta dias da
primeira consulta ambulatorial, coleta de dados e o término da suplementagdo; M3 —
momento apds sessenta dias da primeira consulta ambulatorial e apos trinta dias do
término da suplementagao, coleta de dados.

Nos quatro momentos do estudo também foram realizadas a coleta de sangue para
avaliagdo bioquimica, avali¢do antropométrica (Apéndice D), e a coleta de dados Clinicos
(Apéndice E).

Os pesquisadores e colaboradores mantiveram contato presencial com os
individuos em andlise (quando eles se dirigiam ao HU/UFSC), ou por via telefonica uma
vez por semana visando o registro da adesdo ao tratamento. Para melhor controle da
adesdo ao tratamento todos participantes receberam uma folha de registro dos
suplementos com as devidas orientagdes, para anotarem diariamente a quantidade de
suplementos ingeridos durante os momentos do estudo, € no término da suplementacao
foram orientados a comparecer com a folha de registro dos suplementos ingeridos para
verificar a ingestdo dos mesmos (Apéndice F).

Para o presente estudo, os momentos analisados foram MO e M2, conforme

apresentado na Figura 8:
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- TCLE
MOMENTO 0 -> Caracterizacdo dos individuos
1* consulta —->Coleta: dados clinicos, parametro
o o antropometricos, ingestao dietética e sangue
-.- - Inicio da Suplementagéo (ficha consumo
() ZC’ e orientages
I~ -> Orientagédo Nutricional Padronizada

G1, G2 e G3 g
(o

- Coleta: dados clinicos,

parametros antropomeétricos
MOMENTO 2 ingestio dietética e sangue

3% consulta - Fim da Suplementagédo
(entrega ficha de consumo)

Figura 8. Momentos analisados no presente estudo. Fonte: Autora.

3.8.2 Randomizagdo e Cegamento

Os participantes foram distribuidos aleatoriamente nos grupos de tratamento
através de uma lista de randomizagdo gerada software estatistico Stata® v.13.1 para
Windows (StataCorp, Texas, EUA), considerando em blocos permutados de forma
aleatéria, com trés pacientes cada (1:1:1). Apds, os grupos de tratamento foram
substituidos por codigos numéricos aleatorios com trés digitos, gerados por meio de uma
tabela de numeros aleatérios, 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 randomizagdo, ndo havendo como prever para qual
grupo o individuo seria alocado. Todos pacientes foram designados ao grupo tratamento
de acordo com o numero de randomizagao.

Os participantes do estudo foram cegados, em relagdo a distribuicdo e consumo
dos suplementos, assim como os pesquisadores e técnicos de laboratorios. A ocultagdo da
alocacao foi feita por um pesquisador independente ao estudo, os suplementos e placebo
foram embalados pelo fornecedor com os codigos de randomizacdo, sendo idénticos na
aparéncia fisica, sabor e cor. Os codigos de identificagao dos suplementos foram somente
revelados pela empresa fornecedora ap6s a analise estatistica dos dados, caracterizando o

estudo como triplo cego.

3.9  INSTRUMENTOS E TECNICAS DE COLETA DE DADOS

3.9.1 Caracterizagao dos individuos
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Os participantes do estudo foram caracterizados de acordo com os dados de
identifica¢do: iniciais dos nomes , sexo, data de nascimento, telefone, e-mail, intervengao
cirtirgica anterior no trato gastrointestinal, consumo de bebidas alcoolicas, numero de
randomizacdo, data de inicio e termino da suplementagdo, quantidade de suplementos
ingeridos, nimero de prontudrio, consisténcia e formato das fezes, estas informagdes
foram coletadas diretamente do paciente e/ou no prontuario do paciente no HU/UFSC e

a consisténcia e formato das fezes foi avaliada através da Escala de Bristol (LEWIS;

HEATON, 1997).

3.9.2 Coleta e preparo do material biologico

Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas em cada momento do
estudo por um profissional capacitado na regido cubital do antebrago, utilizando tubos
contendo heparina (sistema de Vacutainer® BD Biosciences-Abingdon, UK), EDTA
(sistema de Vacutainer® BD Biosciences-Abingdon, UK) ou gel separador (sistema
Vacutainer® BD Biosciences-Abingdon, UK).

Um total de 20 mL de sangue foi coletado em cada momento do estudo
(totalizando 40 mL no M0 e M2), em jejum prévio de 8 a 10 horas.

Todos os parametros avaliados no presente estudo fazem parte do protocolo de
assisténcia aos individuos no ambulatério de Nutricdo e Cirurgia Bariatrica bem como
ambulatdrio de Endocrinologia do HU/UFSC; assim alguns dados de identificacao foram
coletados no prontuério e os dados bioquimicos foram determinados através de analises
laboratoriais. Os profissionais que efetuaram a coleta de sangue foram cegados.

O tubo de sangue com heparina foi acondicionado em caixa térmica e transportado
até o Laboratorio de Investigagdo em Doencas Cronicas do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas da UFSC para preparagdo e armazenamento do plasma. As amostras foram
centrifugadas no proprio tubo de coleta a 2500 rpm por 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. As andlises das amostras sdo realizadas no Laboratorio de Pesquisa em Imunologia
do Departamento de Analises Clinicas da UFSC.

O tubo de sangue com gel separador ficou retido no laboratorio de Analises

Clinicas do HU/UFSC. O sangue foi deixado em repouso por 10 minutos até completa
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coagulacdo. Em seguida, foram centrifugados por um periodo de cinco minutos a 2500
rpm para a separagao do soro.

O tubo de sangue com EDTA também ficou retido no laboratorio de analises
clinicas do HU/UFSC para determinacao de hemoglobina glicada no sangue total.

Ressalta-se que os dados laboratoriais, com excec¢do das citocinas, fazem parte do
protocolo de assisténcia dos individuos do ambulatério de Obesidade e Cirurgia
Bariatrica do Servigo de Endocrinologia do HU/UFSC, sendo analisados por este
hospital, assim, estes dados serdo coletados do prontudrio do paciente.

Para analise da atividade enzimatica, realizadas em 2018 e 2019, as amostras
foram utilizadas respeitando a ordem cronologica, das mais antigas para as mais recentes
(primeiro as amostras congeladas de 2016, por segundo as 2017 e entdo as 2018).

Ressalta-se que, no presente estudo, apenas as amostras do MO e M2 foram analisadas.

3.9.3 Determinacao dos biomarcadores de estresse oxidativo

Em ambos os protocolos para avaliagdao das atividades enzimaticas, as amostras
devem passar por processo hemolisante, porém elas ja se encontravam hemolisadas por
conta do congelamento a -80°C. A leitura das atividades foi realizada pelo método ELISA

(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

3.9.3.1 Catalase

A CAT catalisa a conversao de duas moléculas de H>O2 em oxigénio molecular e
duas moléculas de agua (atividade catalitica). A catalase possui também atividade
peroxidativa na qual uma molécula de alcool pode servir como doadora de elétrons. Neste
ensaio, a atividade enzimatica da catalase sera determinada através da sua fungao
peroxidativa. O método se baseia na reagao da enzima com metanol em presenca de uma
concentragdo ideal de H>O.. Nessa reacdo ¢ produzido formaldeido, o qual serd medido
colorimetricamente com Purpald. O reagente Purpald forma um heterociclo biciclico com
aldeidos que, ao oxidar, passa a ter cor roxa. Apesar de ser possivel medir a atividade
enzimatica da catalase por este método em diferentes tipos de amostra, para o presente
estudo foram utilizadas amostras de hemolisado de eritrocitos, diluida na propor¢do

1:1000, ou 1000 x, gradativamente. A absorbancia da CAT ¢ de 540 nm, e as
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concentragdes foram expressas em up/mg de Hb (JOHANSSON, BORG, 1988.
WHEELER, et al., 1990).

3.9.3.2 Superoxido Dismutase

Para determinac¢do da SOD foi utilizado o “SOD Assay Kit-WST”, utilizando o
método de Dojindo’s sal de tetrazoélio, que produz um corante formazana soltivel em agua
apo6s redugao com um anion superoxido. A taxa de redugdo com o O estd linearmente
relacionada a atividade da xantina oxidase (XO) e ¢ inibida pela SOD. A absorbancia da
SOD ¢ de 450 nm, e as concentragdes foram expressas em p/g de Hb (Sigma-aldrich,

2014).

3.9.4 Avaliagdo de indicadores antropométricos do estado nutricional

Para a avaliacao do estado nutricional foram realizadas afericdes antropométricas
de peso e estatura por profissional capacitado, seguindo técnicas propostas pela WHO,
(1995) e de circunferéncia da cintura, seguindo técnicas também propostas pela WHO,
(2008).

O peso atual foi aferido em balanga de plataforma calibrada com capacidade
maxima de 150 kg e escala de 100 g, da marca Toledo® (Toledo do Brasil®, Sao
Bernardo do Campo, SP, Brasil). Para aqueles com mais de 150 kg, foi utilizada uma
balanca eletronica calibrada (Welmy®, Santa Barbara do Oeste, SP), com capacidade de
300 kg e precisdo de 50 g. Os individuos foram pesados com o minimo de indumentéria,
descalgos, na posicao ereta no centro da plataforma da balanca e com os bragos soltos ao
longo do tronco (WHO, 1995).

A estatura foi medida por estadiometro acoplado a plataforma com capacidade de
2,00 m e precisao de 0,5 cm. A estatura dos participantes foi aferida com o individuo
descalco ou com meias finas e usando poucas roupas de modo que o posicionamento do
corpo pudesse ser visto. Os individuos participantes ficaram sobre uma superficie plana,
com o peso distribuido uniformemente em ambos os pés em posicdo ereta, bracos
pendentes ao lado do corpo, colocando as superficies posteriores dos calcanhares, as
nadegas e a regido occipital em contato com a escala de medida. A posi¢do da cabega foi
orientada de modo que a linha de visdo permanega perpendicular ao corpo e paralela ao

solo. Os individuos foram orientados a inspirar profundamente e manter-se numa posi¢ao
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totalmente ereta. A referéncia para a mensuragdo serd o ponto mais alto da cabega com
pressdo suficiente para comprimir o cabelo (WHO, 1995).

A classificagdo do estado nutricional foi realizada pelo IMC utilizando-se os
pontos de corte definidos pela WHO (2008), conforme descrito no Quadro 6. O IMC ¢
definido como uma relagdo do peso em quilogramas com o valor da estatura em metros

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

Quadro 5 - 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
Pré-obesidade 25,00-29,99
Obesidade grau I 30,00-34,99
Obesidade grau II 35,00-39,99
Obesidade grau III > 40,00

Fonte: WHO (2008).

A circunferéncia da cintura (CC) também foi aferida, embora a WHO (2008)
destaque que ndo ha necessidade de se utilizar pontos de corte para individuos com IMC
acima de 35 kg/m?, como ¢ o caso da amostra do presente projeto composta apenas por
individuos com diagnostico de obesidade morbida (IMC > 40 kg/m?).

Para a medida de CC, foi utilizada uma fita métrica (Sanny®, Califérnia, EUA)
inextensivel com precisdo de 0,1 cm. Na verifica¢do da circunferéncia da cintura, a fita
foi colocada em plano horizontal ao nivel do ponto médio entre a costela inferior e a crista
iliaca. O individuo foi orientado a permanecer em pé, ereto, com os pés juntos, bragcos
estendidos ao lado do corpo e peso uniformemente distribuido, usando o minimo de
indumentaria. As medidas foram aferidas no final de uma expiragdo normal. Cada
medicao foi repetida duas vezes; se as medigdes diferissem cerca de 1 cm, a média foi
calculada. Se a diferenca entre as duas medi¢des excedeu 1 cm, as duas medidas deveriam
ser repetidas (WHO, 2008).

Para avaliacdo dos parametros antropométricos, apenas os dados do M0 e M2

foram considerados neste estudo.

3.9.5 Estimativa da ingestao dietética atual
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O consumo dietético atual dos individuos foi verificado por meio da aplicacdo de
quatro Recordatorios Alimentares de 24 horas (R24h), sendo um em cada momento do
ensaio clinico, mas para o presente estudo apenas os R24h do M0 e M2 foram avaliados.
Para estimativa do quantitativo de energia e nutrientes da ingestdo alimentar atual dos
participantes do estudo, seguiu-se uma padronizagdo adaptada da proposta do Manual de
Avaliagdo do Consumo Alimentar em estudos populacionais (FISBERG; MARCHIONI,
2012).

Inicialmente todos os alimentos, bebidas e preparacoes relatados pelos individuos
nos R24h aplicados em cada momento do estudo foram listados, e seus respectivos
valores de energia e nutrientes foram determinados com base nos valores apresentados na
Tabela de Composicdo de Alimentos do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (United States Department of Agriculture - USDA, 2018) e na Tabela Brasileira
de Composi¢ao de Alimentos da USP (TBCA, 2017). Na auséncia dos itens alimentares
nas tabelas de base de dados citadas, procedeu-se a elaboragdo de fichas técnicas de
preparagdes (FTP) ou consulta em rétulos de embalagens para determinag@o dos valores
de energia e nutrientes.

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

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

Ap0s a conclusdo da entrada de dados dos relatos de consumo para cada momento
do estudo, realizou-se uma analise para avaliar a consisténcia das informacgdes digitadas
e a presenca de valores extremos de ingestdo diaria (<500 ou > 4000 kcal). Essa etapa
permitiu verificar possiveis erros de digitacdo ou a ocorréncia de sub ou super-relatos da

ingestdo diaria relatada pelos individuos (WILLETT; HOWE; KUSHI, 1997).

3.9.6 Determinacao da Capacidade Antioxidante Total da Dieta
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A CATd foi feita por meio de soma da capacidade antioxidante total da quantidade

consumida de cada alimento dos R24h nos momentos M0 e M2, ap6s transformacao dos
alimentos em gramas consumidas por dia. Os valores de capacidade antioxidante total

para cada alimento foram adquiridos a partir do estudo de CALRSEN et al., (2010), cuja
capacidade antioxidante total foi gerada a partir do método FRAP, expressa em
mmol/100g do alimento, calculados entdo por uma regra de trés. Este método avalia a
capacidade antioxidante pela reducio de Fe** para Fe?" e os valores, portanto, expressam
o correspondente da concentragao de antioxidantes doadores de elétrons. Todas as etapas
descritas foram realizadas em planilhas do software Office Excel®, versao 2016.
Diferentemente dos micronutrientes, ndo existe recomendagdo para consumo de
compostos fendlicos e carotenoides bem como para a capacidade antioxidante total da
dieta. Porém, existem estudos epidemioldgicos que correlacionam a ingestdo de
antioxidantes medida por CATd e beneficios a satide e a calculam por meio de banco de

dados como citado por Ferreira (2010).

3.10 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. Aceitando participar da pesquisa, foi feita a leitura do TCLE
(Apéndice B) e sanadas duvidas, caso houvesse. Em seguida, o TCLE foi assinado pelo
participante.

Destaca-se que nenhum individuo foi obrigado a participar do estudo, assim como,
poderia se retirar do mesmo a qualquer momento. Além disso, todas as informagdes
coletadas sdo sigilosas, mas estavam disponiveis para o participante, caso houvesse
interesse do mesmo. Os formularios preenchidos com as informacgdes coletadas dos
participantes ficaram de posse do coordenador deste estudo, Prof. Dr. Erasmo Benicio
Santos de Moraes Trindade, armazenados em arquivo pessoal, localizado na sala 214,
Bloco A, Departamento de Nutricdo, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
de Santa Catarina.

O protocolo deste estudo segue os preceitos estabelecidos na declaragdo de

Helsinki (RICKHAM, 1964) e na Resolucao do Conselho Nacional de Saude n® 466 de
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2012 (BRASIL, 2013b).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
UFSC sob parecer nimero 1.340.253 (ANEXO D) e pela plataforma de registro de
ensaios clinicos ClinicalTrials.gov (http://www.clinicaltrials.gov/) sob o identificador
NCT02660333 (ANEXO E). O comprovante de submissdo do projeto edital Universal
CNPq 2016 est4 anexado neste trabalho (ANEXO F).

3.11 RISCOS

As reagdes adversas que ofereciam riscos aos participantes do estudo estio
relacionados aos efeitos adversos da suplementagao, como por exemplo: flatuléncia,
diarreia, constipacao, inchago e dor abdominal. Essas reacdes foram relatadas apenas nos
primeiros dias e de baixa intensidade (FERNANDES et al., 2017). Como o presente
estudo utilizou a dose de 12 g/dia durante 30 dias, esperou-se que ndo houvesse reagdes
adversas ou que fossem de baixa intensidade, sem acarretar a desisténcia dos
participantes.

O maior risco que o protocolo experimental possa oferecer ao participante foi
atrelado ao acesso venoso para coleta de material bioldgico para a obtengao dos desfechos
laboratoriais. No entanto, destaca-se que para a coleta de sangue, foi utilizado material
estéril e descartdvel, evitando a transmissdo de contaminantes quimicos e bioldgicos,
além de ser feito por profissional capacitado do Laboratorio de Analises Clinicas do

HU/UFSC.

3.12 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

3.12.1 Variaveis de exposi¢do, desfecho, controle e de caracterizagao.

No quadro a seguir estdo descritas as variaveis de exposicdo, desfecho, além

daquelas que serdo utilizadas para controle e caracterizacdo da amostra.
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Quadro 6 - Variaveis de exposi¢do, desfecho, controle e de caracterizagdo da amostra,
unidades de medida e respectiva classificagdo tedrica que serd utilizada para as analises

estatisticas (Continua).

Unidades de
Classificaciao
Variaveis medida/
tedrica
categorias
Independente,
Caracterizacio Idade Anos o )
quantitativa, discreta
Ingestdo de prebiodtico Sim/Nao
Ingestdo de simbidtico Sim/Nao
Ingestao de placebo Sim/Nao
Masculino /
Sexo o
Feminino Independente,
Exposi¢ao ] ] .
Cirurgia anterior no ' nominal, dicotomica
. . Sim/Nao
trato gastrointestinal
Comorbidades prévias Sim/Nao
Uso prévio de ‘
) Sim/Nao
medicagdes
CATd mmol/g g
Ingestdo dietética Controle,
Controle (macro e Kcal, g, mg, p | quantitativa, continua
micronutrientes)
CAT wmg
SOD w'g Dependente,
Peso corporal kg quantitativa continua
indice de Massa
Desfechos kg/m?
Corporal
Circunferéncia da Dependente,
cm
cintura quantitativa continua
Consisténcia e a7 Dependente,
a
formato das fezes quantitativa discreta

Legenda: CATd: Capacidade Antioxidante Total da dieta. CAT: Catalase. SOD: Superoxido dismutase.
Fonte: Autora.
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Quadro 6 - Variaveis de exposi¢do, desfecho, controle e de caracterizagdo da amostra,
unidades de medida e respectiva classificagdo tedrica que sera utilizada para as analises

estatisticas (Continuagao).

Unidades de
Classificaciao
Variaveis medida/
tedrica
categorias
Constipagao Sim/Nao Dependente,
Desfecho Alteracdes ) qualitativa nominal,
' o Sim/Nao .
gastrointestinais dicotomica

3.12.2 Analises estatisticas

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no programa
Microsoft Office Excel 2010®. A analise estatistica foi realizada no programa estatistico
STATA® versdo 11.0 para Windows® (StataCorp, Texas, EUA).

As varidveis continuas (CAT, SOD, CATd, Hemoglobina glicada, Peso, IMC, CC
e Ingestdo dietética) foram sintetizadas em duas tinicas medidas por grupo: média e desvio
padrdo se a distribuicdo fosse simétrica, ou mediana e intervalo interquartil se fosse
assimétrica. As variaveis categoricas (Menopausa, Constipacdo e Alteracdes intestinais)
foram descritas em categorias e frequéncia a partir do aparecimento nos grupos
estabelecidos. Para avaliacdo da distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk; se o resultado fosse <0,05, a normalidade dos dados foi
rejeitada. Para esses casos foram utilizados testes ndo paramétricos.

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
intra-grupo foi aplicado o teste T pareado ou o teste de Wilcoxon para dados pareados,
quando as variaveis forem simétricas e ndo simétricas, respectivamente.

Para varidveis categodricas, as comparagdes entre os grupos (controle e
suplementados) foram realizadas utilizando o teste de Fisher. Os valores de p < 0,05
foram considerados significativos.

Para a analise das correlagdes entre as atividades enzimaticas e a CATd foram

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

A analise foi por protocolo, ou seja, fizeram parte destas andlises somente os
participantes que cumpriram a o protocolo de suplementacdo e que foram submetidos as
avaliagdes nos momentos estabelecidos. Aqueles que ficaram por dois dias consecutivos
ou mais sem consumir a dosagem esperada do suplemento foram excluidos.

O ponto de corte de dois dias foi baseado em uma pesquisa com seres humanos
que mostrou uma mudanga estrutural significativa da comunidade microbiana ap6s dois
dias de uma intervencao dietética (DAVID et al.,, 2014). Estas alteracdoes foram
caracterizadas por mudancas na abundancia relativa de grupos taxondmicos bacterianos,
na atividade microbiana e na expressdo génica microbiana de varios modulos e vias
metabolicas. Estes fatores acarretaram padrdes diferenciados de motilidade
gastrointestinal, mudancas nos tipos de AGCC produzidos, mudancas no peso das fezes
e na expressdo microbiana de genes envolvidos no metabolismo da glicose e de

aminoacidos.
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4. RESULTADOS

Os resultados provenientes da pesquisa relativa a dissertagao serdo submetidos a um
periodico de Qualis CAPES Al Nutricdo e sera apresentado nesta sessdao. O artigo foi
redigido na lingua portuguesa e posteriormente traduzido para a lingua inglesa,
respeitando o formato segundo as normas do periddico Journal Academy of Nutrition and

Dietetics (Fator de impacto 4.14).

4.1 ARTIGO ORIGINAL DA DISSERTACAO DO MESTRADO

TITULO: SUPLEMENTACAO DE PREBIOTICO OU SIMBIOTICO NA
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM INDIVIDUOS COM
OBESIDADE MORBIDA: UM ENSAIO CLINICO, RANDOMIZADO, PLACEBO-

CONTROLADO E TRIPLO CEGO.

Palavras chave: Nutrigao. Obesidade. Prebidtico. Simbiotico. Estresse oxidativo.

Contagem de palavras: resumo (297); texto (5000)

Autores: Camila Danielle Alves, Mestranda; Julia Pessini, Doutoranda; Luana Pucci de
Lima, Doutoranda; Ricardo Fernandes, Doutor; Jéssica Ramos, Graduanda; Francilene
Gracieli Kunradi Vieira, Doutora; Patricia Faria Di Pietro, Doutora; Erasmo Benicio

Santos de Moraes Trindade, Doutor.

Contribuicoes dos autores: Camila Danielle Alves participou da concepcao da ideia,
escreveu a primeira versdo do artigo e realizou as andlises estatisticas; Julia Pessini

participou das analises estatisticas e da escrita do artigo. Luana Pucci de Lima, Ricardo
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Fernandes e Jéssica Ramos participaram da coleta e analise dos dados que deram origem
ao artigo. Francilene Gracieli Kunradi Vieira e Patricia Faria Di Pietro colaboraram com
a concep¢ao da ideia e elaboracdo deste artigo. Erasmo Benicio Santos de Moraes
Trindade colaborou com a concepcao da ideia e orientou a elaboragdo deste artigo. Todos

os autores revisaram a redacdo completa do artigo.

Autor correspondente: Dr. Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade. Universidade
Federal de Santa Catarina — UFSC. Centro de Ciéncias da Satde — CCS. Departamento
de Nutrigdo, sala 218. Av. Prof Henrique da Silva Fontes, 321. Bairro Trindade -

Florianopolis / SC. CEP: 88040-900. Email: erasmotrindade@gmail.com

Financiamento: Programa de P6s-Graduagdo em Nutri¢do/UFSC — Programa de Bolsas
Demanda Social / Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPES): concessao de bolsa de estudo a autora principal.

Conflitos de interesse: Nao ha conflitos de interesse a declarar.

“Research snapshot”

- Questdo de pesquisa: Qual ¢ o efeito da suplementagdo de prebiodtico ou simbidtico na
atividade de enzimas antioxidantes em individuos adultos com diagnostico de obesidade
morbida?

- Principais achados: Nao houve diferenca estatisticamente significativa para as enzimas
antioxidantes nas analises entre os grupos de intervencdo. Nas andlises intragrupo houve
reducdo significativa de peso e IMC apo6s 30 dias de suplementacdo para os grupos que

receberam placebo (Peso: p=0,024; imc: p=0,018) e prebiotico (p=0,019; p=0,014).
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Resumo

Introducio: Estudos mostram que o excesso de tecido adiposo e a disbiose, presentes em
individuos com obesidade morbida, estdo associados a processos oxidativos no
organismo, aumentando a formacdo de espécies reativas. Objetivo: O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo de prebidticos ou simbioticos na atividade
de enzimas antioxidantes em individuos com obesidade morbida. Métodos: Analise
secundaria, que utilizou dados de um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado,
triplo cego. Foram incluidos na amostra 17 individuos adultos, com IMC > 40kg/m?,
alocados em trés grupo: Grupo Placebo - GP1 (maltodextrina 12g/dia), Grupo Prebidtico
- GPr (12g/dia de FOS), Grupo Simbidticos - GSi [12g/dia: FOS, Lactobacillus paracasei
LPC-37 (2x10° UFC/dia), Lactobacillus rhamnosus HNO01 (2x10° UFC/dia),
Lactobacillus acidophilus NCFM (2x10° UFC/dia) e Bifidobacterium lactis HNO1°
(2x10° UFC/dia)]. Os participantes foram avaliados em dois momentos, sendo MO:
momento inicial; e M1: momento ap6s 30 dias de suplementacao. Para avaliagao do efeito
das intervengdes no estresse oxidativo, as enzimas antioxidantes catalase e da superoxido
dismutase tiveram suas atividades analisadas e foram consideradas como desfecho
primario deste estudo. A ingestdo dietética de antioxidantes foi avaliada por meio de
recordatorio alimentar de 24 horas. Dados antropométricos foram avaliados como
desfechos secundarios (peso e IMC). . Resultados: Nao houve diferenga estatisticamente
significativa para as enzimas antioxidantes nas analises entre os grupos de intervengao.
Nas andlises intragrupo houve reducdo significativa de peso e IMC apods 30 dias de
suplementag@o para os grupos que receberam placebo (Peso: p=0,024; imc: p=0,018) e
prebiotico (p=0,019; p=0,014). Houve diferenca significativa de ingestdo de Vitamina E
(p=0,048) e Magnésio (p=0,027) entre os grupos no momento basal. Na andlise

intragrupo, houve aumento no consumo de Vitamina C no GPI (p=0,043). Conclusio: A
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suplementagdo e a ingestdo de antioxidantes ndo tiveram impacto na a¢do de enzimas

antioxidantes de individuos com obesidade morbida.
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INTRODUCAO:

A obesidade ¢ caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal, na qual
existe uma inflamag¢do cronica e sist€émica de baixo grau e resulta de interagdes
multifatoriais!. Embora a obesidade seja simplificadamente definida como excesso de
gordura corporal (visceral e subcutinea), estudos cientificos alertam que a obesidade
deve ser entendida como uma condi¢do patoléogica acompanhada por acumulo de
alteracdes adaptativas desencadeadoras de comorbidades potencialmente fatais,
principalmente as doengas cardiovasculares e metabolicas®¥4>,

O excesso de tecido adiposo estd associado a niveis aumentados de marcadores
pré-inflamatorios, os quais sdo mediadores de “reacdes” que promovem adaptagdes
deletérias, interferindo em o6rgdos e sistemas e ativando processos oxidativos com
resultados devastadores para a homeostase do organismo como: a hipdxia, infiltragdo e

acimulo de macrofagos e aumento na permeabilidade intestinal®®

. Além disso, o ganho
de peso exige uma maior necessidade metabdlica do miocardio, com consequente
aumento de consumo de oxigénio, resultando em uma peroxidagao lipidica por conta do
aumento da formacio de radicais livres (RL)’. Tais processos causam, entio, uma cascata
de lesdes oxidativas em células e membranas, resultando em estresse oxidativo®.

O conceito classico de estresse oxidativo o define como um disturbio no equilibrio
pro oxidante e antioxidante, em favor do primeiro, no qual ocorre a produgdo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) que ndo podem ser eliminadas
pela agdo dos antioxidantes °. Esse desequilibrio provoca danos oxidativos contra células

10,11

e tecidos™™ . Os sistemas de defesa antioxidante existem sob a forma de compostos

enzimaticos € ndo enzimaticos, consistem em uma série de enzimas antioxidantes além
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de numerosos compostos antioxidantes endogenos e de origem dietética que reagem com
as ERO e ERN, neutralizando-as '2.

Outro fator comum no quadro de obesidade, que esta associado a hiperprodugao
de RL, ¢ a disbiose, um desequilibrio da microbiota intestinal que reduz a capacidade de
absor¢do dos nutrientes, causa caréncia de vitaminas e esta relacionada diretamente a
condi¢do de inflamacdo e imunidade. Compostos bioativos, resultantes do crescimento
de bactérias benéficas na microbiota intestinal, atuam no metabolismo do hospedeiro, e
protegem o epitélio intestinal, impedindo que patégenos e toxinas rompam sua barreira e
entrem na circulagdo sist€émica, causando danos ao organismo.

Evidéncias sugerem que a modulacdo da microbiota intestinal no quadro de
obesidade, com uso de Prebioticos, Probidticos e/ou Simbidticos, pode contribuir para
aumento na produc¢do de Acidos graxos de cadeia curta (AGCC), para reducio da
inflamacdo, melhora do metabolismo lipidico, na regulagdo dos niveis de glicose, no
estimulo da imunidade inata e também age na capacidade antioxidante e no combate aos
RL, tendo um papel importante na homeostase do organismo!'*!+13,

Sendo assim, este estudo tem por objetivo avaliar o efeito da suplementagdo de

prebiodticos ou simbioticos na atividade antioxidante de individuos com diagnostico de

obesidade moérbida.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento do ensaio clinico
Este estudo caracteriza-se como uma andlise secundaria, realizada a partir de
dados de um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado, triplo cego, realizado entre

Janeiro de 2016 a Fevereiro de 2018, no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani
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de Sdo Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC), Floriandpolis/SC.
Seu delineamento foi realizado com base em duas ferramentas que avaliam ensaios
clinicos randomizados e controlados: Consolidated Standards of Reporting Trials

(CONSORT) e ferramenta para avaliagdo de risco de viés da Cochrane!®!7.

Dados de caracterizagdo

O método de amostragem foi ndo probabilistico por conveniéncia e satura¢ao
temporal, representada por todos os individuos encaminhados para sua primeira consulta
no ambulatério de Obesidade e Cirurgia Bariatrica no Servigo de Endocrinologia do
referido hospital.

Os critérios de inclusdo foram: individuos adultos (18-60 anos) de ambos os sexos
com indice de massa corporal (IMC) > 40kg/m?. Foram excluidos aqueles com: doengas
gastrointestinais prévias (ex: cancer e doengas inflamatorias intestinais); intolerancias
e/ou alergias alimentares (ex: intolerancia a lactose e doenca 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 narcoticos
opidides e inibidores de apetite; uso atual ou prévio (até um més) de prebioticos,
probidticos, simbidticos ou produtos enriquecidos com estes ingredientes; apresentar
intolerancia a prebidticos e/ou probidticos e/ou simbiodticos; seguimento de uma dieta
para perda ou ganho de peso nos ultimos trés meses; gravidas ou lactantes; seguimento
atual de dietas ndo usuais (ex: vegetariana, macrobiotica, paleolitico) e fumantes. Ainda,
para o presente estudo, também foram excluidos os participantes que tenham feito uso
atual ou prévio (até um més) de suplementos antioxidantes (vitamina C, vitamina E,

selénio, zinco, carotenoides, compostos fendlicos).
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Todo os participantes receberam esclarecimento padronizado sobre o tratamento
nutricional para perda de peso, visando respeitar critérios éticos quanto a participacao no
estudo sem impossibilitar acesso ao tratamento nutricional. Os individuos foram
orientados que durante o periodo de suplementacdo evitassem: praticar atividade fisica
intensa; consumir bebida alcoolica e alimentos enriquecidos com prebidticos, probidticos

ou simbioticos.

Procedimentos éticos da pesquisa

Todos os individuos convidados a participar do estudo receberam todas as
explicagdes necessarias para o entendimento do protocolo experimental, assim como dos
riscos e possiveis beneficios. Aceitando participar da pesquisa, o Termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE) foi assinado pelo participante. Destaca-se que nenhum
individuo foi obrigado a participar do estudo, assim como, poderia se retirar do mesmo a
qualquer momento. O protocolo deste estudo segue os preceitos estabelecidos na
declaragio de Helsinki'® e na Resolugio do Conselho Nacional de Satide n® 466 de 2012,
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC
sob parecer numero 1.340.253 e pela plataforma de registro de ensaios clinicos

ClinicalTrials.gov (http://www.clinicaltrials.gov/) sob o identificador NCT02660333.

Desenho do estudo

Os pacientes elegiveis e que aceitaram participar do estudo foram alocados
randomicamente em trés grupos de tratamento, nos quais foram orientados a consumir
diariamente o conteudo dos sachés que receberam, sendo um em jejum e outro no
intervalo das refei¢des, por 30 dias. Os grupos eram: Grupo Placebo - GPI (receberam

maltodextrina - 12g/dia), Grupo Prebidtico — GPr (suplementados com 12g/dia de FOS -

71



FiberFOS®, Invictus Farmanutri¢ao, Brasil), e Grupo Simbioticos - GSi [suplementados
com 12g/dia de FOS, Lactobacillus paracasei LPC-37 (2x10° UFC/dia), Lactobacillus
rhamnosus HN0O1 (2x10° UFC/dia), Lactobacillus acidophilus NCFM (2x10° UFC/dia)
e Bifidobacterium lactis HN019 (2x10° UFC/dia), Simbioflora®, Invictus Farmanutrigao,
Brasil]. Cada saché deveria ser diluido em 100 mL de 4gua em temperatura ambiente até
completa diluigao.

Os suplementos utilizados neste estudo foram doados pela empresa Invictus
Farmanutricio®, sem nenhum conflito de interesse com os pesquisadores. Estes
suplementos estdo registrados na Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

O estudo consistiu em dois momentos experimentais: MO - momento da primeira
consulta ambulatorial, caracterizacdo dos individuos, ¢ inicio da suplementagdo com
placebo, prebiotico ou simbidtico, orientagdes nutricionais padronizadas; ¢ M1 —
momento ap6s trinta dias da primeira consulta ambulatorial e o término da
suplementagdo. Nos dois momentos do estudo também foram realizadas a coleta de
sangue para avaliagdo bioquimica, avali¢do antropométrica, e a coleta de dados clinicos.

Os pesquisadores mantiveram contato com os participantes durante a pesquisa via
ligacdo telefonica, visando o registro da adesdo ao tratamento e a identificagdo de
possiveis efeitos adversos associados ao uso dos suplementos. Todos os participantes
foram instruidos a registrar a ingestdo do suplemento em formulario especifico fornecido

pelos pesquisadores.

Randomizagdo, ocultamento da alocagdo e cegamento
Os participantes foram distribuidos aleatoriamente nos grupos de tratamento
através de uma lista de randomizacio gerada software estatistico Stata® v.13.1 para

Windows (StataCorps, Texas, USA), considerando em blocos permutados de forma
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aleatdria, com trés pacientes cada (1:1:1). Apds, os grupos de tratamento foram
substituidos por codigos numéricos aleatorios com trés digitos, gerados por meio de uma
tabela de numeros aleatdrios, para que houvesse o ocultamento da alocagdo. Esta etapa
foi realizada por um pesquisador ndo 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 randomizagdo, ndo havendo como prever para qual
grupo o individuo seria alocado. Todos pacientes foram designados ao grupo tratamento
de acordo com o nimero de randomizacio.

Os participantes do estudo foram cegados em relacdo a distribui¢do e consumo
dos suplementos, assim como os pesquisadores e técnicos de laboratorios. A ocultagdo da
alocagdo foi feita por um pesquisador independente ao estudo, os suplementos e placebo
foram embalados pelo fornecedor com os cddigos de randomizagdo, sendo idénticos na
aparéncia fisica, sabor e cor. Os codigos de identificagdo dos suplementos foram somente
revelados pela empresa fornecedora apos a anélise estatistica dos dados, caracterizando o

estudo como triplo cego.

Instrumentos e técnicas de coleta de dados

Os participantes do estudo foram caracterizados de acordo com os dados de
identificacdo: sexo, idade, intervencdo cirurgica no trato gastrointestinal, consumo de
bebidas alcodlicas, quantidade de suplementos ingeridos, consisténcia e formato das fezes
através da Escala de Bristol?!. As amostras de sangue venoso periférico foram coletadas
na regido cubital do antebraco, no momentos MO e M1 por um profissional capacitado,
utilizando tubos contendo heparina (sistema de Vacutainer® BD Biosciences-
Abingdon,UK), EDTA (sistema de vacutainer® BD Biosciences-Abingdon,UK) ou gel

separador (sistema Vacutainer® BD Biosciences-Abingdon,UK). Um total de 20 mL de
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sangue foi coletado em cada momento do estudo (totalizando 40 mL no MO e M1), em

jejum prévio de 8 a 10 horas.

Determinacado dos biomarcadores de estresse oxidativo

No presente artigo foram avaliados os parametros de atividade enzimatica dos
seguintes biomarcadores de estresse oxidativo: Catalase (CAT) e Superdxido dismutase
(SOD). Em ambos os protocolos para avaliagdo das atividades enzimadticas, as amostras
devem passar por processo hemolisante, porém elas ja se encontravam hemolisadas por
conta do congelamento a -80°C. A leitura das atividades foi realizada pelo método ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

Neste ensaio, a atividade enzimatica da CAT foi determinada através da sua
funcdo peroxidativa, baseado na reagdo da enzima com metanol em presenca de uma
concentragdo ideal de H>O». Nessa reagdo ¢ produzido formaldeido, o qual foi medido
colorimétricamente com Purpald, que ao oxidar, passa a ter a cor roxa. Para o presente
estudo foram utilizadas amostras de hemolisado de eritrocitos, diluida na propor¢ao
1:1000, ou 1000 x, gradativamente. A absorbancia da CAT ¢ de 540 nm, e as
concentragdes foram expressas em u/mg de Hb?2.

Para determinacao da SOD foi utilizado o “SOD Assay Kit-WST”, utilizando o
método de Dojindo’s sal de tetrazolio, que produz um corante formazana soluvel em agua
apods reducdo com um anion superodxido. A absorbancia da SOD ¢ de 450 nm, e as

concentracdes foram expressas em /g de Hb?.

Estimativa da ingestdo dietética atual
Os individuos foram encorajados a relatar, com o maximo de detalhes (tipo,

forma de preparo, ingredientes, quantidades em medidas caseiras), todos os alimentos e
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bebidas consumidos no dia anterior, em cada refeicdo. Ao final da entrevista, o
pesquisador realizou a revisdo dos alimentos e das quantidades relatadas e registradas
com o entrevistado®*. O relato foi registrado em um Recordatério Alimentar de 24 horas
(R24h) para cada um dos momentos da pesquisa. Para a transformacdo das medidas
caseiras em gramaturas de alimentos, foi utilizada a tabela de equivaléncias de Pinheiro
et al. (2002) e Fisberg et al. (2002). Para a andlise estimada do quantitativo de energia e
nutrientes (carboidratos, proteinas, gorduras total, gordura trans; fibra alimentar; vitamina
A, vitamina C, vitamina E, cobre, magnésio, selénio e zinco) foi utilizada a Tabela
Brasileira de Composicdo de Alimentos da USP?’ e a tabela proposta pela United States
Department of Agriculture®®. Todas as etapas descritas foram realizadas em planilhas do
software Office Excel®, versao 2016.

O R24h ¢ provavelmente a técnica mais amplamente empregada em pesquisas,
porém, nao representa a ingestdo habitual do entrevistado, pois pode haver grande
variabilidade na ingestdo diaria dos alimentos. Por causa da diversidade na ingestdo
dietética didria, propde-se que pelo menos dois ou mais recordatérios sejam efetuados
para minimizar os erros®’. Apesar disso, apos a conclusdo da entrada de dados dos relatos
de consumo para cada momento do estudo, realizou-se uma analise para avaliar a
consisténcia das informacgdes digitadas e a presenca de valores extremos de ingestdo
diaria (<500 ou > 4000 kcal). Essa etapa permitiu verificar possiveis erros de digitacao

ou a ocorréncia de sub ou super relatos da ingestdo diaria relatada pelos individuos®.

Determinagdo da Capacidade Antioxidante Total da Dieta
A CATd foi feita por meio de soma da capacidade antioxidante total da
quantidade consumida de cada alimento dos R24h nos momentos M0 e M1, apds

transformag@o dos alimentos em gramas consumidas por dia. Os valores de capacidade
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antioxidante total para cada alimento foram adquiridos a partir do estudo de Calrsen et
al., (2010), cuja CAT ¢ expressa em mmol/100g do alimento. Todas as etapas descritas

foram realizadas em planilhas do software Office Excel®, versdao 2016.

Avaliagdo dos indicadores antropométricos do estado nutricional

Para a avaliagdo do estado nutricional foram realizadas aferi¢des antropométricas
de peso e estatura por profissional capacitado, seguindo técnicas propostas pela World
Health Organization — WHO (1995) e de circunferéncia da cintura, seguindo técnicas
também propostas pela WHO, 2008. O peso atual foi aferido em balanga de plataforma
calibrada com capacidade maxima de 150 kg e escala de 100 g, da marca Toledo® (Toledo
do Brasil®, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil). Para aqueles com mais de 150 kg, foi
utilizada uma balanca eletronica calibrada (Welmy®™, Santa Barbara do Oeste, SP), com
capacidade de 300 kg e precisdo de 50 g.

A estatura foi medida por estadiometro acoplado a plataforma com capacidade de
2 m e precisdo de 0,5 cm. A classificacdo do estado nutricional foi realizada pelo IMC
utilizando-se os pontos de corte definidos pela WHO (1995). Para a medida de
circunferéncia da cintura, foi utilizada uma fita métrica inextensivel (Sanny®, California,

EUA) com precisao de 0,1 cm.

Riscos
As reagdes adversas que ofereciam riscos aos participantes do estudo estdo
relacionados aos efeitos adversos da suplementagdo, como por exemplo: flatuléncia,

diarreia, constipa¢do, inchago e dor abdominal®*.

Analises estatisticas
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Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no programa
Microsoft Office Excel 2010%. A anélise estatistica foi realizada no programa estatistico
STATA® versdo 11.0 para Windows® (StataCorp, Texas, EUA).

As varidveis continuas (CAT, SOD, CATd, Peso, IMC, CC e Ingestdo dietética)
foram sintetizadas em duas Unicas medidas por grupo: média e desvio padrio se a
distribuicdo fosse simétrica, ou mediana e intervalo interquartil se fosse assimétrica. As
variaveis categoricas (constipacdo e alteracdes gastrointestinais) foram descritas em
categorias e frequéncia a partir do aparecimento nos grupos estabelecidos. Para avaliagdo
da distribuicao dos dados foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. 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). Nas comparagdes intra-grupo foi aplicado o
teste T pareado ou o teste de Wilcoxon para dados pareados, para distribui¢des simétricas
e assimétricas, respectivamente. Para variaveis categéricas, as comparagdes entre os
grupos foram realizadas utilizando o teste de Fisher. Para a andlise das correlagdes entre
as atividades enzimaticas e a CATd foram utilizadas as correlagdes de Spearman. Para
todos os testes, foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).

A andlise foi realizada por protocolo, ou seja, fizeram parte destas analises
somente os participantes que cumpriram ao protocolo de suplementagdo e que foram
submetidos as avaliacdes nos momentos estabelecidos. Aqueles que ficaram por dois dias

consecutivos ou mais sem consumir a dosagem esperada do suplemento foram excluidos.

RESULTADOS

Recrutamento, randomizagdo e caracteristicas basais dos participantes
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Durante o periodo da pesquisa foram avaliados sessenta e quatro individuos na
primeira consulta ambulatorial. Destes, vinte e trés individuos ndo foram elegiveis e trés
individuos ndo aceitaram participar. Assim, trinta e oito individuos foram randomizados
para os trés grupos de tratamento (placebo, prebidtico ou simbidtico). Ao longo do estudo,
ocorreram 16 perdas de seguimento por motivos diversos, ndo relacionados a intervenc¢ao
(Figura 1). Além disso, para as analises do presente estudo, amostras de sangue de 5
individuos que concluiram o protocolo de pesquisa estavam invidveis para analise em
pelo menos um dos momentos de estudo. Nenhum destes participantes relatou efeitos
adversos ou que haviam desistido de ingerir a suplementagdo. Por fim, 17 individuos

foram analisados.
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Recrutamento

Alocagao

Seguimento

Analise

Avaliados para elegibilidade

(n=64)

Néao incluidos (n=23)

- Seguimento atual de dieta
para perda de peso (n=7)

- Uso de AINE (n=5)

-IMC < 40kg/m?* (n=4)

—»| - Tabagista (n=3)

- ldade > 60 anos (n=2)

- Transtorno psiquiatrico
nao controlado (n=1)

- Doenca degenerativa (n=1)

4
Pacientes elegiveis
(n=41)
N&o aceitaram participar
(n=3)
Randomizados
(n=38)
v v v
Placebo Prebiodtico Simbidtico
(n=13) (n=13) (n=12)
Perdas de Perdas de Perdas de

seguimento (n=6)

- Nao retornaram para
a avaliacao final (n=2)
- Ndo seguiram o
protocolo (n=2)

- Infecgao (n=1)

- Desisténcia (n=1)

seguimento (n=5)

- Ndo retornaram para
a avaliagao final (n=2)
- Uso de AINEs (n=1)

- Infecgdo (n=1)

- Desisténcia (n=1)

seguimento (n=5)

- Nao retornaram para
a avaliacao final (n=2)
- Uso de AINEs (n=2)

- Infecgdo (n=1)

'

Sem amostras
de hemacias no
MO ou M2 (n=2)

{

Analisados
n=5

'

Sem amostras
de hemacias no
MO ou M2 (n=1)

{

Analisados
n=7

'

Sem amostras
de hemaécias no
MO ou M2 (n=2)

{

Analisados
n=5

Figural. Fluxograma do estudo. Fonte: FERNANDES, 2017 e Autora. Legenda: AINE — Anti-
inflamatorios ndo esteroidais. IMC — Indice de Massa Corporal. MO — Momento inicial. M2 — Momento
apos 30 dias de suplementagao.
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Caracteristicas dos participantes do estudo
Dados demograficos, antropométricos e clinicos dos participantes no momento
basal estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas basais dos participantes do estudo

Caracteristica Placebo Prebiotico  Simbiotico Valor-
(n=5) (n=7) (n=5) p
Idade (anos) 40,4 (9,4)  39,8(10,9) 42,2(5,6) 0,907
Sexo (n masculino/ n feminino) 2/3 0/7 2/3 0,1622
Peso corporal (kg) 146,2 (24,6) 117,7 (18,2) 125,6 (30,2) 0,159!
IMC (kg/m?) 53,4 (9,8) 45,9 (5,3) 459 (6,2) 0,179
Circunferéncia da cintura (cm) 143 (9,8) 124,4(11,2) 135,8(17,6) 0,077
Constipagao funcional® n (%) 0(0) 2 (28,6) 0 (0) 0,1622
Escala de Bristol n (%) 1,000?
Tipos 1-3 1 (20,0) 3(42,8) 2 (40,0)
Tipo 4 2 (40,0) 2 (28,6) 1 (20,0)
Tipo 5-7 2 (40,0) 2 (28,6) 2 (40,0)
Comorbidades associadas n (%)
Hipertensao arterial 3 (60,0) 1(14,3) 1 (20,0) 0,406
Diabetes mellitus tipo 2 1 (20,0) 0 (0) 2 (40,0) 0,228
Dislipidemia 0(0) 0 (0) 2 (40,0) 0,147%
Ansiedade/depressao 3 (60,0) 1(14,3) 1 (20,0) 0,406
Outros** 1 (20,0) 2 (28,6) 2 (40,0) 1,000
Medicamentos de uso continuo
n (%)
Anti-hipertensivos 3 (60,0) 1(14,3) 1 (20,0) 0,4062
Hipoglicemiantes orais 1 (20,0) 0 (0) 1 (20,0) 0,485
Estatinas 0(0) 0(0) 0(0) 1,000%
Antidepressivos 3 (60,0) 1(14,3) 1 (20,0) 0,406
Outros*** 1 (20,0) 1(14,3) 0(0) 1,000?

Legenda: IMC — indice de Massa Corporal. As variaveis continuas foram expressas em média e desvio
padrdo. ' Teste de ANOVA. ? Teste exato de Fisher. *De acordo com os critérios de ROMA 1V (Lacy et
al.23). **Psoriase, osteoartrite, hipotireoidismo, refluxo gastroesofagico, apneia do sono, sindrome do
panico, insuficiéncia cardiaca congestiva e varizes nos membros inferiores. ***Antiacidos, hormonio
tireoidiano, venotonicos e inibidores de gordura.
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As caracteristicas basais dos participantes ndo foram significativamente diferentes
entre os grupos de tratamento. A maioria dos participantes era do sexo feminino (76,5%),
com idade entre 20-55 anos, apresentava comorbidades associadas a obesidade e utilizava
ao menos um tipo de medicamento. O IMC médio no momento basal foi 48,4 kg/m?.
Apenas dois individuos cumpriram os critérios para constipacao funcional. As reagdes

adversas foram relatadas apenas nos primeiros dias e de baixa intensidade.

Ingestao Dietética

Quando avaliada a CATd, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, nem
intragrupo no M0 e M1.

Quanto a ingestdo de energia e de macronutrientes, apenas o Grupo Prebiotico
apresentou alteracdo significativa no M1 com aumento da ingestao de Fibras (p=0,018),
e reducdo na ingestdo de Gordura trans (p=0,018) (Tabela 2). Em relagdo aos
micronutrientes, houve aumento significativo na ingestdo de Vitamina C no M1 pelo
Grupo Placebo (p=0,043); houve também diferenga significativa na analise entre grupos
em relagdo a ingestdo de Vitamina E (p=0,048) no MO, e na ingestao de Magnésio no M1
(p=0,027) (Tabela 2). Ressalta-se que nenhum participante fez uso de suplementos

vitaminicos e minerais durante o estudo.

81



1

2
3
4

Tabela 2. Ingestdo dietética dos participantes antes e apds a suplementagdo (Continua)

Desfecho Placebo (n=5) Prebidtico (n=7) Simbidtico (n=5) Valor-p! VR
H; M
CATD SR
Basal 6,3 (4,3; 8.5) 4,3 (2,5;10,6) 13,7 (4,0; 14,6) 0,506
30 dias 9,8 (7,5;12,4) 7,6 (2,3;9,5) 8,4 (3,4; 8,6) 0,379
Valor-p? 0,138 0,932 0,686
Diferenca 6,6 (3,5; 8,1) -0,0 (-1,1; 0,3) -5,1 (-11,2; 4,4) 0,272
Energia (kcal/dia) 2000
Basal 2022,5 (1845,3; 2083,7) 1938,1 (924,5; 1998,8) 1608,4 (1238,7; 2041,5) 0,414 kcal/dia
30 dias 1103,8 (1016,1; 2846,2) 1682,1 (885,5;2019,9) 1759,0 (1573,7; 2042,2) 0,863
Valor-p? 0,345 0,612 0,500
Diferenca -688,3 (-741,5; -210,2) -28,6 (-125,9; 81,8) -158,3 (-282,5; -34,7) 0,220
Carboidratos (g/dia) 130 g/dia
Basal 157,4 (101,9; 250,9) 168,1 (76,9; 275,9) 227,4 (126,7; 247,6) 0,912
30 dias 139,0 (118,6; 160,4) 146,8 (130,5; 324,6) 92,6 (87,5; 150,8) 0,488
Valor p? 0,345 0,398 0,225
Diferenca -70,8 (-111,9; 2,9) 50,7 (-13,8; 86,4) -134,8 (-160,1; -51,8) 0,229
Proteinas (g/dia) 56 g/dia;
Basal 110,8 (74,2; 168,0) 54,9 (27,4, 86,5) 66,4 (64,8; 85,7) 0,101 46 g/dia
30 dias 73,7 (36,7; 118.,5) 43,1 (30,2; 79,4) 78,9 (42,2; 92,9) 0,602
Valor p? 0,225 0,237 0,685
Diferenca -25,0 (-49,5; -0,43) -11,7 (-28,9; -2,9) -8,6 (-22,5;7,2) 0,640

Legenda: VR — Valores de Referéncia; SR — Sem Referéncia; H — Homens; M — Mulheres. CATd — Capacidade antioxidante total da dieta. As variaveis continuas foram

expressas em mediana e intervalo inter-quartil. ' Teste de Kruskal-Wallis. 2 Teste de Willcoxon para dados pareados. Diferenca: valor final (30 dias) — valor basal. Valores de

Referéncias de acordo com as DRIs para Homens € Mulheres adultos (19 a 70 anos) 33363738,
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Tabela 2. Ingestao dietética dos participantes antes e apds a suplementagdo (Continua).

Desfecho Placebo (n=5) Prebiotico (n=7) Simbidtico (n=5) Valor-p! VR
H; M

Gordura Total ND
(g/dia)

Basal 58,3 (56,0; 102,5) 44,4 (40,5; 94,9) 45,0 (42,9; 60,7) 0,277

30 dias 25,9 (14,0; 118,2) 23,5 (16,3; 54,4) 72,2 (66,3; 76,1) 0,321

Valor p? 0,500 0,063 0,686

Diferenca -31,3 (-32,4; -0,6) -20,8 (-40,5; 6,8) -11,5 (-20,4; 21,3) 0,195
Gordura Trans SR
(g/dia)

Basal 0,8 (0,6; 1,6) 0,8 (0,4; 1,0) 0,7 (0,6; 0,7) 0,714

30 dias 0,5(0,4; 1,7) 0,2 (0,0; 0,4) 0,7 (0,5; 0,7) 0,139

Valor p? 0,893 0,018 0,686

Diferenca -0,8 (-1,2; 1,1) -0,5 (-0,80; -0,2) 0,2 (-0,2; 0,1) 0,220
Fibra Dietética 30-38 g/dia;
(g/dia) 21-25 g/dia

Basal 26,7 (14,5; 30,3) 11,7 (9,2; 15,8) 17,0 (15,5; 17,6) 0,162

30 dias 21,3 (16,7; 25,3) 27,3 (24,3; 37)* 24,0 (23,9; 30,1)* 0,479

Valor p? 0,345 0,018 0,080

Diferenca -5,4 (-6,3; -5,0) 19,1 (6,2; 23,0)* 8,3(6,3; 13,1)* 0,095

Legenda: VR — Valores de Referéncia; SR — Sem Referéncia; H — Homens; M — Mulheres. As variaveis continuas foram expressas em mediana e intervalo inter-quartil. ' Teste

de Kruskal-Wallis. 2 Teste de Willcoxon para dados pareados. *Considerando 12g de fibra proveniente da suplementagdo ofertada. Diferenca: valor final (30 dias) — valor basal.

Valores de Referéncias de acordo com as DRIs para Homens e Mulheres adultos (19 a 70 anos) 33363738,
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Tabela 2. Ingestao dietética dos participantes antes e apds a suplementagdo (Continua).

Desfecho Placebo (n=5) Prebiotico (n=7) Simbiético (n=5) Valor-p' VRH; M
Vitamina A (u RE/dia) 900 ng/dia;
Basal 207,4 (90,7 ; 253,5) 131,0 (59,7 ; 351,2) 252,5(165,3 ; 828,8) 0,578 700 pg/dia
30 dias 323,9 (304,2 ; 360,6) 188,3 (34,5 ; 442,5) 540,9 (357,0 ; 583,9) 0,353
Valor p? 0,345 0,735 0,686
Diferenca 213,6 (116,6 ; 234,6) -66,5 (-316,7 ; 437,6) 104,5 (-287,8 ; 418,6) 0,978
Vitamina C (mg/dia) 90 mg/dia;
Basal 80,7 (29,2 ; 92,8) 44,5 (8,45 ;137,2) 27,4 (12,5 ;28,7) 0,283 75 mg/dia
30 dias 245,4 (110,6 ; 320,8) 119 (76,0 ; 168,3) 40,7 (26,8 ; 89,3) 0,261
Valor p? 0,043 0,237 0,345
Diferenca 152,6 (81,4 ;219,2) 43,4 (-35,8 ;120,2) 14,2 (-8,0; 61,9) 0,230
Vitamina E (mg/dia) 15 mg/dia
Basal 4,6 (2,4 ;6,6) 2,4 (1,8 ;2,8) 4,1 (3,6 ;5,5) 0,048
30 dias 3,5(1,3;9,3) 2,7(1,6;3,0) 1,4 (1,1;7,2) 0,806
Valor p? 0,893 0,499 0,686
Diferenca 152,6 (81,4 ;219,2) 43,4 (-35,8 ;120,2) 14,2 (-8,0; 61,9) 0,230
Cobre (p/dia) 900 ng/dia
Basal 0,3(0,0;0,1) 0,2 (0,1;0,2) 0,3(0,1;0,4) 0,069
30 dias 0,2 (0,0;0,7) 0,2 (0,0;0,2) 0,2(0,2;0,5) 0,654
Valor p? 0,225 0,735 0,893
Diferenca 0,0 (0,0;0,7) -0,2 (-0,1;0,1) 0,0 (-0,2;0,2) 0,599

Legenda: VR — Valores de Referéncia; SR — Sem Referéncia; H — Homens; M — Mulheres. As varidveis continuas foram expressas em mediana e intervalo inter-quartil. ' Teste

de Kruskal-Wallis. 2 Teste de Willcoxon para dados pareados. Diferenga: valor final (30 dias) — valor basal. Valores de Referéncias de acordo com as DRIs para Homens e

Mulheres adultos (19 a 70 anos) 35363738,
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Tabela 2. Ingestdo dietética dos participantes antes e apds a suplementagdo (Continuagao).

Desfecho Placebo (n=5) Prebiotico (n=7) Simbiético (n=5) Valor-p! VR
H; M
Magnésio (mg/dia) 400-420 mg/dia;
Basal 243,6 (158,5 ; 264,3) 102,7 (81,0 ; 149,2) 198,4 (188,9 ; 206,4) 0,027 310-320 mg/dia
30 dias 228,1(134,2 ;251,2) 149,0 (130,5 ; 154,9) 169,0 (128,4 ; 224,3) 0,647
Valor p? 0,500 0,091 0,686
Diferenca -76,5 (-80,6 ; -36,2) 50,6 (-22,8 ; 84,2) -37,4 (-70,1 ; 35,5) 0,189
Selénio (n/dia) 55ug/dia
Basal 0,0 (0,0 ; 14,6) 0,1(0,0;6,2) 7,3 (3,7 ; 14,6) 0,526
30 dias 0,7 (0,1;1,0) 0,0 (0,0 ;6,2) 0,0 (0,0;3,2) 0,658
Valor p? 0,586 0,270 0,586
Diferenca 0,0 (-11,3;0,0) 0,0 (-6,2;0,2) -3,7 (-4,1;0,0) 0,970
Zinco (mg/dia) 11 mg/dia;
Basal 11,2 (7,2 ; 18,9) 4,5(3,0;9,2) 8,3(5,2;9,0) 0,157 8 mg/dia
30 dias 4,3 (2,8;14,5) 3,7(3,5;4,6) 5,0 (4,5;6,0) 0,580
Valor p? 0,500 0,310 0,686
Diferenca -4,3(-6,9 ; -3,3) -1,0 (-5,5; 0,8) -3,0(-6,2; 1,3) 0,635

Legenda: VR — Valores de Referéncia; SR — Sem Referéncia; H — Homens; M — Mulheres. As variaveis continuas foram expressas em mediana e intervalo inter-quartil. ! Teste

de Kruskal-Wallis. 2 Teste de Willcoxon para dados pareados. Diferenga: valor final (30 dias) — valor basal. Valores de Referéncias de acordo com as DRIs para Homens e

Mulheres adultos (19 a 70 anos) 33363738,
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As atividades enzimaticas avaliadas da CAT e SOD nao apresentaram alteragdes

estatisticamente significantes na analise intragrupos, nem entre grupos.

Em relagdo aos indicadores antropométricos do estado nutricional, houve
alteracdo estatisticamente significante nos Grupos Placebo e Probioético, com reducdo de
Peso (p=0,024 e p=0,019, respectivamente) e de IMC (p=0,018 e p=0,014,

respectivamente).
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Tabela 3 — Parametros bioquimicos do estresse oxidativo e indicadores antropométricos do estado nutricional (Continua).

Caracteristica Placebo (n=5) Prebidtico (n=7) Simbiético (n=5) Valor-p! Valores de
Referéncia
Catalase (mU/mg) SR
Basal 871,8 (379.8; 187,0 (47,0; 945,2) 605,8 (340,3; 745,5) 0,321
1070,6)
30 dias 350,2 (349,4; 871,3) 607,7 (181,4; 878,4) 387,2 (329,1; 773,6) 0,941
Valor-p? 0,345 0,237 0,893
Diferenca -59,0 (-199,3; -29,6) 137,4 (117,7; 420,7) -3,5(-276,7,; 46,9) 0,261
Superoxido Dismutase (mU/mg) SR
Basal 27,9 (25,7; 30,8) 14,4 (7,2; 38,2) 29,8 (26,9; 40,6) 0,500
30 dias 45,3 (37,7, 55,2) 40,2 (7,5; 56,4) 8,7 (7,1; 40,6) 0,490
Valor p? 0,345 0,398 0,138
Diferenca 14,5 (-10,9; 29,5) 2,0 (-8,8; 30,2) -19,8 (-21,1; -10,5) 0,163
Peso (kg) SR
Basal® 146,2 (24,6) 117,8 (18,2) 125,7 (30,2) 0,159
30 dias? 142,2 (24,5) 115,4 (18,8) 123,7 (27,7) 0,169
Valor p 0,024 0,019 0,238
Diferenca -3,5(2,2) -2,3(1,9) -1,9 (3,1) 0,449

Legenda: IMC — Indice de Massa Corporal. As varidveis continuas foram expressas em mediana e intervalo inter-quartil. ! Teste de Kruskal-Wallis. 2 Teste de Willcoxon para

dados pareados. 3 Teste ANOVA. Diferenca de médias: Valor final (30 dias) — Valor basal. Valor de referéncia de acordo com a WHO (1995). SR: Sem valor de referéncia. ?

Valores expressos em média e desvio padrao.
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1 Tabela 3 — Parametros bioquimicos do estresse oxidativo e indicadores antropométricos do estado nutricional (Continua).

Caracteristica Placebo (n=5) Prebidtico (n=7) Simbiético (n=5) Valor-p! Valores de
Referéncia
IMC (kg/m?) <249 kg/m?
Basal? 53,4 (9,8) 45,9 (5,3) 45,9 (6,2) 0,179
30 dias® 52,1 (9,8) 45,0 (5,9) 45,3 (5,7) 0,227
Valor p 0,018 0,014 0,274
Diferenca -1,3 (0,7) -0,8 (0,7) -0,7 (1,1) 0,423
Circunferéncia da Cintura (CC) SR
Basal 143 (9,9) 124,4 (11,2) 135,8 (17,6) 0,077
30 dias 139,6 (11,7) 122,7 (14,3) 133,8 (18,9) 0,108
Valor p 0,105 0,398 0,166
Diferenca -3,4 (3,6) -1,7 (5,0) -2,0 (2,6) 0,830

Legenda: IMC — Indice de Massa Corporal. As variaveis continuas foram expressas em mediana e intervalo inter-quartil. ! Teste de Kruskal-Wallis. 2 Teste de Willcoxon para
dados pareados. * Teste ANOVA. Diferenca de médias: Valor final (30 dias) — Valor basal. Valor de referéncia de acordo com a WHO (1995). SR: Sem valor de referéncia.

2
3
4 Valores expressos em média e desvio padrio.
5
6
7
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Correlagdes também foram testadas (teste de Spearman) entre as atividades
enzimaticas da CAT e da SOD com a CATd, como medida de controle, mas nenhuma das

correlacdes foi estatisticamente significativa (p=0,474 e p=0,108, respectivamente).

DISCUSSAO

Uma busca sistematica nas principais bases de dados (Biblioteca Virtual em
Satude, Cochrane, Embase, Google Académico, PubMed, Scopus, Web of Science),
realizada em julho de 2019, identificou a auséncia de estudos que avaliassem o efeito da
suplementagdo de prebidticos e simbidticos na atividade enzimatica da CAT ou SOD em
individuos com obesidade morbida. Portanto, o ensaio clinico realizado se destaca pela
originalidade dos desfechos avaliados no modelo do estudo. Além disso, a avaliacdo a
ingestao alimentar de macronutrientes e micronutrientes, em particular os antioxidantes,
corroboram com as hipoteses de que a dieta pode impactar no quadro de estresse
oxidativo, a partir da eliminacao de RL de forma direta, como no caso das vitaminas, ou
de forma indireta, pelos minerais que atuam como cofatores de enzimas antioxidantes>**.

Para avaliar a ingestdo alimentar dos participantes deste estudo, destaca-se que as
DRIs utilizadas como valores de referéncia sao utilizadas para planejar e avaliar dietas
para pessoas saudaveis, ndo considerando individuos com obesidade. Embora estes
valores de referéncia estejam baseados em dados frequentemente escassos ou tirados de
estudos que possuem limitagdes, as recomendacdes sdo amplamente utilizadas para todos
os tipos de populagao*!#2.

Dados da Pesquisa de Orgamento Familiar (POF)* 2008-2009 mostram que a

ingestdo energética ¢ maior que o recomendado para homens adultos, que ingerem cerca

2.163,0 Kcal/dia, valor préoximo ao encontrado neste trabalho no Grupo Placebo no M0
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(2022,5 kcal/dia), representado por 40% homens. Porém, o mesmo grupo apresenta uma
queda de 45,5% na ingestdo calérica no M1, o que pode justificar a redugao significativa
de Peso (p=0,024) e IMC (p=0,018) apresentada.

O consumo de acidos graxos da dieta tem sido associado ao aumento da
prevaléncia de obesidade e ao desenvolvimento de uma série de fatores de risco que

4445 ¢ prejuizos a satide, impactando na concentracdes de

podem causar doengas cronicas
colesterol, enfraquecendo o sistema imunologico e contribuindo para a formagdo
ateromas*®. Um ponto forte e significativo encontrado neste estudo foi a reducdo do
consumo de gordura trans pelo Grupo Prebidtico (p=0,018).

As fibras dietéticas tém grande influéncia sobre a composi¢do, diversidade e
riqueza da microbiota intestinal, pois s3o consideradas compostos "prebidticos" por
exercerem beneficios sobre a satide e a imunidade, induzindo seletivamente populacdes
bacterianas benéficas no intestino*’**®. Nesta pesquisa, o inico aumento significativo na
ingestdo de fibras foi encontrado no Grupo Prebidtico, levando em consideragdao o
conteudo de fibras presente na suplementacao. No MO, esse grupo atingia apenas 55,7%
das recomendacdes minimas dessa ingestdo (21-25g/dia), considerando a formagado
apenas por participantes mulheres.

Embora o organismo possua defesas antioxidantes endogenas efetivas para o
combate ao excesso de RL, como exemplo as enzimas CAT e SOD, acredita-se que elas
ndo sdo infaliveis®. Dessa forma, os antioxidantes dietéticos sdo indispenséaveis para a
defesa apropriada contra a oxidacdo®, e destacam-se as vitaminas A, C e E e os minerais
cobre, magnésio, manganés, selénio e zinco’!*2. Porém, nesta pesquisa, as analises
mostraram que os participantes ingeriam valores abaixo das recomendagdes didrias,

principalmente para Vitamina A, cobre e selénio.
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O consumo de vitamina A pelos participantes deste estudo, embora tenha
aumentado em nimeros absolutos entre MO e M1 em todos os grupos, foi insuficiente
quanto a recomendac¢ao didria para mulheres (700ug/dia) e para homens (900ug/dia). Um
estudo realizado com 154 mulheres atendidas no Ambulatério de Satde da Mulher
Climatérica (ASMUC) da Universidade de Sdo Paulo identificou 82,8% das participantes
com consumo insuficiente de vitamina A associado a alta frequéncia de excesso de peso,
75%3, situagdo semelhante ao presente estudo. Considerando que os carotenoides sio
importantes sequestradores de radicais oxigénio singlet, capazes de inativa-los e destrui-
los, inibindo, assim, a peroxidacao lipidica, o estudo CARDIA/YALTA, que acompanhou
4.580 individuos brancos e negros (18-30 anos) por 15 anos, encontrou associagao inversa
entre a concentragdo sérica dos carotenoides e marcadores de estresse oxidativo>?.

O cobre ¢ um cofator essencial para uma série de enzimas envolvidas em reagdes
metabolicas de integridade do DNA, diferenciagdo e divisdo celular, de transporte de
oxigénio e protecdo antioxidante. Juntamente com o zinco, ¢ importante cofator da
enzima SOD (Cu/Zn-SOD), prejudicando seu completo funcionamento quando em
caréncia no organismo”. Neste estudo, a média da ingestdo de cobre apresentou-se 99,9%
abaixo da recomendac¢do (900ug/dia) no M0 e M1.

No Brasil, estudos revelam baixa biodisponibilidade de selénio na dieta
consumida pela populagdo de baixa renda do Estado de Sdo Paulo e também do Mato

3657 No entanto, ndo estio publicados estudos que tenham avaliado se a

Grosso
suplementagdo de selénio teria efeitos protetores em relagdo a obesidade e suas
comorbidades na populacdo brasileira. Porém, ¢ importante destacar que o selénio atua

como cofator da enzima glutationa perixodase (Se-GPX) e, quando em falta, acarreta em

maior suscetibilidade a lesdes oxidativas®®. A ingestio média desse mineral no presente
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estudo foi muito abaixo da recomendacao (55u/dia), atingindo apenas 12% das DRIs no
MO e 7% no M1.

Quanto a ingestdo de Vitamina C, Canoy et al.>° avaliou uma populagdo européia
(n=19.068), com idade entre 45-79 anos, e as baixas concentragdes plasmaticas de acido
ascorbico foram inversamente relacionadas com aumento no IMC em mulheres
(p<0,001). Além da possivel associacdo com o excesso de peso, estudo prospectivo
europeu, com dura¢do de 12 anos, verificou associacdo inversa entre a concentracao
sérica de vitamina C e o risco de diabetes mellitus tipo 2. Um aumento significativo da
ingestdo de Vitamina C foi encontrado no Grupo Placebo (p=0,043), o qual também
apresentou reducao significativa de IMC (p=0,018).

A ingestdo média de vitamina E, embora tenha apresentado diferenca significante
entre as medianas os grupos no MO (p=0,048), foi insuficiente em todos os grupos,
atingindo apenas 24% da recomendagao diaria (15mg/dia) no MO e 28,4% no M1. Essa ¢
a principal vitamina lipossoluvel, e € responsavel pela conversdo de RL em espécies mais
estaveis ou menos reativos. A ingestdo insuficiente dessa vitamina pode ser explicada
pelo consumo reduzido de oleaginosas, gérmen de trigo, sementes e grios integrais®!-626,

A deficiéncia de Magnésio ¢ correlacionada ao aumento da peroxidagao lipidica,
resposta inflamatoria e a diminuigio da atividade antioxidante®’. Neste estudo, a ingestdo
desse mineral apresentou diferenga significante entre os grupos no M0 (p=0,027), porém,
a média da ingestao ficou abaixo das DRIs para homens (59% insuficiente no MO; 47%
no M1) e mulheres (47% insuficiente no M0; 31% no M1).

O Zinco, um importante componente na estrutura da enzima SOD (Cu/ZnSOD),
participa de reagdes no combate aos RL e ¢ cofator na absor¢do de vitaminas
lipossoluveis, além de ser um potente antioxidante. Sua insuficiéncia estd associada a

maior concentragdo de componentes pro-inflamatorios e menor capacidade de defesa

92



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

imunologica, além de estresse oxidativo aumentado por conta da atividade enzimatica
reduzida®. Sanchez et al.®* avaliaram uma populacio adulta do sul da Espanha e
verificaram inadequagdo de zinco em 56,45% da amostra e foram relacionadas de maneira
inversa com IMC (p<0,001). Nesta pesquisa, os valores médios da ingestdo de Zinco
reduziram no M1 e atingiram 96% das recomendagdes diarias para mulheres e 70% para
homens.

O consumo insuficiente de micronutrientes esta entre os dez principais fatores de
risco para a carga total global de doengas em todo o mundo, sendo considerado o terceiro
fator de risco prevenivel de DCNT, e a associa¢do com a adiposidade também parece
existir®. Além disso, um sistema antioxidante niio enzimatico de origem dietética, quando
em desequilibrio em relagdo ao substrato oxidavel, compromete a estrutura, a regulagdo
e a agdo de enzimas antioxidantes dependentes desses micronutrientes, ndo participando
de forma sinérgica no impedimento da formacao de RL, ou ainda como neutralizadores
ou reparadores de lesdes oxidativas®®.

Associacdo inversa entre a CATd e estresse oxidativo em DCNT como a
obesidade e suas comorbidades, sdo demonstradas em varios estudos®’.63:6%70.7L.72.73 = A
CATd no presente estudo aumentou em niimeros absolutos na ingestdo alimentar dos
Grupos Placebo e Prebidtico, porém nao de forma estatisticamente significante e sem
impacto na atividade enzimatica da CAT e SOD.

Um estudo observou em adultos com IMC entre 24,2 e 30,7 kg/m? que receberam
10x1010UFC/dia de Lactobacillus gasseri SBT2055 em leite fermentado por 12 semanas,
diminuigdo significativa na gordura visceral e subcutanea, no peso corporal, IMC e CC
comparando com individuos que receberam apenas leite fermentado’®. Em outro estudo,

os mesmos pesquisadores observaram que os mesmos efeitos, com excec¢ao da reducdo
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na gordura subcutinea, podem ser obtidos com doses de 10° e 107 UFC/dia de
Lactobacillus gasseri SBT2055 por 12 semanas’.

Em estudo feito com diabéticos com IMC de sobrepeso, verificaram que o grupo
probidtico (consumo de 300g/d de iogurte probiodtico contendo Lactobacillus acidophilus
e bifidobactérias) apresentou efeitos benéficos em relagdo ao grupo controle (consumo
de 300 g/d de iogurte convencional), tais como redu¢do da glicose basal e hemoglobina
glicada, maior atividade da SOD e GPx e melhora do estado antioxidante total, em
pacientes diabéticos tipo 276.

Um estudo randomizado, controlado, duplo cego, avaliou a atividade enzimatica
em 21 mulheres com sobrepeso, suplementados com Lactobacillus acidophilluis e casei,
Bifidobacterium bifidum e lactis por 8 semanas. O grupo suplementado apresentou
reducdo da CC, reducao de peso, e aumento significativo na atividade enzimatica da GPX,
quando comparado ao grupo placebo (recebiam maltodextrina 200mg/dia, n=22)"".

Os estudos supracitados reforcam a diversidade nas caracteristicas dos estudos
que propoem a modulagdo da microbiota intestinal como forma de promover a atividade
de enzimas antioxidantes. A partir do conjunto de informagdes, pode-se propor que um
tempo de suplementacao de 8 semanas pode ser necessario para observacao de resultados
da interven¢do proposta nesse estudo, apesar dos ensaios prévios terem sido realizados

com probidticos e com individuos sem diagnostico de obesidade.

CONCLUSAO

Ao avaliar o efeito da suplementacdo de prebidtico ou simbidtico na atividade das
enzimas CAT e SOD em individuos com obesidade moérbida, observa-se que nio teve

diferenca significativa entre os grupos e momentos do estudo. Evidencia-se,
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adicionalmente, uma ingestao insuficiente quantitativamente de nutrientes com potencial
acao antioxidante e de fibra alimentar, sugerindo, portanto, cuidado e assisténcia quanto
ao comportamento alimentar e nutricional dessa populagdo, para possivel mudanca
positiva da sua capacidade oxidativa. Nesse sentido, estudos futuros com universo
amostral maior e associagdes de intervengdes nutricionais com a suplementagdo de
prebidtico ou simbidtico sdo fundamentais para contribuir no cuidado terapéutica dessa
populagdo.

Como possiveis limitagdes podem ser citadas a aplicagdo de apenas um R24h para
cada momento do estudo; os participantes ndo estavam em um ambiente controlado
durante o periodo da pesquisa, tornando-os susceptiveis a mudangas no habito de vida, as

diferentes comorbidades ¢ medicamentos utilizados pelos individuos com obesidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com as informagdes ja disponiveis na literatura cientifica, sugere-se
uma relagdo entre obesidade, microbiota intestinal e perfil oxidativo. O presente estudo
clinico randomizado, triplo cego, placebo-controlado respeitou as exigéncias desse
desenho metodologico, colaborando para sua relevancia cientifica; e observou que o uso
de prebiodticos ou simbiodticos ndo impactou significativamente nas atividades da CAT e
SOD. A ingestdo de antioxidantes alimentares apresentou-se abaixo das recomendagdes
para todas as vitaminas ¢ minerais avaliados. A partir disso, cria-se a hipotese de que a
ingestdo insuficiente de antioxidantes, em todos os grupos, pode ter interferido na
auséncia de efeito dos prebiodticos e simbioticos na atividade de enzimas. Houve redugdo
significativa no peso e IMC do grupo placebo e do grupo suplementado com prebidtico.
Considerando as caracteristicas da presente pesquisa, € possivel que os resultados nio
foram mais expressivos devido ao numero limitado de individuos incluidos nos grupos
de seguimento, bem como pelo tempo de intervencdo realizado. Nesse sentido, o
desenvolvimento de estudos que investiguem os mesmos desfechos primarios aqui
apresentados, com maior tamanho amostral, mais tempo de seguimento e também maior
controle da ingestao de antioxidantes dietéticos podem colaborar para a compreensao das

hipoteses testadas neste artigo.
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7. APENDICES

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, ginastica aerdbica, natagao
rapida, carregar cargas pesadas (> 20 kg).

- Consumir bebida alcodlica.

- Consumir alimentos enriquecidos com prebiodticos, probidticos ou simbidticos, tais

como:
o Kefir
e Kimchii

e Missoshiro

e Chucrute

e C(Coalhada

e Molho shoyu (ou molho de soja)

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

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

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

prebidtico e probiodtico. Palavras como “fibras” na embalagem sdo sinénimos para
prebidticos e palavras como “cultura viva” e “cultura ativa” na embalagem também sao

sindnimos para probidticos.

Observacio: 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
atencao e cuidado as informagdes a seguir e se desejar, discuta com sua familia, para que
a sua participagao possa ser uma decisao 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. Instituiciio sede da pesquisa: Departamento de Nutricdo (NTR) do Centro de Ciéncias
da Satde (CCS) no Campus Trindade (Florian6polis-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 inflamatéria 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 informacao e desisténcia: O(A) Senhor(a) sera 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) ndo queira participar do estudo, ndo haverd nenhuma desvantagem, inclusive
em relagdo ao seu tratamento e aos cuidados que tenha direito a receber.

5. Descri¢do do estudo: A pesquisa acontecera 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 mdrbida. Neste estudo, pretende-se avaliar se a suplementagdo
de prebiotico ou simbidtico apresenta beneficios a saude humana. Prebioticos sdo
produtos alimentares nao digeridos pelo corpo e que estimulam o crescimento de bactérias
benéficas no intestino. Probioticos sao micrdbios vivos (ou bactérias vivas) que, quando
ingeridos em quantidades adequadas, produzem beneficios & saude humana. Essas
bactérias sdo consideradas seguras para o consumo, desde que consumidas na dose
correta. Ja os simbioticos sdo produtos que contém tanto prebidticos quanto probidticos.
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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 doencas. 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, serdo coletados: dados do prontuério; 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
e 60 dias ap0ds a primeira consulta. O Senhor(a) recebera um tipo especifico de suplemento
(placebo OU prebidtico OU simbidtico) na quantidade de 12 gramas por dia. A ingestdo
dos suplementos terd duragdo de 30 dias, e serd iniciada logo apds a primeira consulta no
respectivo ambulatorio. Apds este periodo a suplementagdo sera encerrada, mas o
Senhor(a) serd acompanhado por mais 30 dias, totalizando 60 dias de pesquisa. Em todos
os momentos da pesquisa (0, 15, 30 e 60 dias) havera coleta de dados clinicos, de sangue,
de peso, altura e circunferéncia da cintura.

E importante esclarecer que havera uso de placebo (substincia inativa). Neste
estudo, o placebo que sera utilizado ¢ a maltodextrina, um produto alimentar proveniente
do amido de milho. A suplementagdo com placebo ¢ necessaria para verificar se a
suplementagdo de prebiodtico ou simbiodtico traz beneficios a saide de individuos obesos
comparado aos individuos que sdao 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 serd necessario que o(a) Senhor(a) forneca 20 mL de sangue (totalizando 80 mL
na soma dos quatro momentos) que serdo coletados pela equipe do laboratério de anélises
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 simbiotico.
Além disso, havera contatos telefonicos uma vez por semana, a fim de acompanhar o
andamento do estudo.

Caso o(a) Senhor(a) ndo aceite a suplementagdo, solicito a utilizacdo dos dados

do seu prontuario. Reafirmo o compromisso ético da ndo violagao destas informacdes.
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6. Riscos e desconfortos: Os efeitos prejudiciais decorrentes da suplementagdo de
prebidtico e simbidtico ndo sao frequentes, entretanto, pode ocorrer aumento de gases,
nauseas e dor na barriga. Estudos em individuos sem obesidade ou que realizaram cirurgia
de reducdo do estdmago nao apresentaram efeitos prejudiciais & saude humana apds a
suplementagdo 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 os pesquisadores. Importante: Se vocé for alérgico a prebiodtico
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 nao
prevé riscos. Ainda assim, se houver qualquer dano a sua saide 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 indenizagao por danos, por parte do pesquisador e da institui¢ao
envolvida nas diferentes fases da pesquisa.

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

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

9. Esclarecimentos e duvidas: Se o(a) Senhor(a) tiver alguma davida em relacdo ao
estudo ou ndo quiser mais fazer parte do mesmo, pode entrar em contato com o
pesquisador responsavel, Prof. Dr. Erasmo Benicio Santos de Moraes Trindade, com o
doutorando Ricardo Fernandes pelos seguinte meios: telefone fixo: (48) 3721-9784
(ramal  23); telefone celular: (48) 9615-6587 / 9997-9941; e-mail:
erasmotrindade@gmail.com; ricardontr@gmail.com. O(a) Senhor(a) pode também entrar
em contato com o pesquisador responsavel, Prof. Dr. Erasmo Trindade, no seguinte
endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias da Saude,
Departamento de Nutrigdo, 3° andar, sala 214, Rua Delfino Conti, s/n, Trindade,

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

Esta pesquisa estd pautada nas orientagdes e recomendacdes da Resolugdo do
Conselho Nacional de Saude 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 PRSPPSO , portador do
RG: o, Fone para contato:.........ccceeeeevvvnieeinieennnnen. concordo de
maneira livre e esclarecida em participar da pesquisa: Efeito da suplementagio de
prebiotico e simbiotico 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 informagdes
fornecidas sobre minha participag¢do na pesquisa, tive oportunidade de discuti-las e fazer
perguntas. Todas as minhas dividas foram esclarecidas satisfatoriamente. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a 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 Fernandes
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Apéndice C — Caracterizacao dos individuos

N°®  prontudrio HU/UFSC: N° da randomizacao:
Nome:

E-mail:

Telefones:

Procedéncia/Endereco:

Sexo: () Masculino () Feminino

Intervengdo cirargica anterior no trato gastrointestinal: ( ) Nao ( ) Sim

Se sim,
qual:

Comorbidades:

Medicamentos previamente utilizados (antes da inclusdo no
estudo):

Data de nascimento: / /

Data de inicio da suplementacdo: / /

Data do término da suplementagao: / /

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

AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Estatura:
Marcador Mo (Basal) M (15 M2 (30 M3 (60
dias) dias) dias)
Peso atual (kg)

IMC (kg/m?)

Circunferéncia da cintura

(cm)

AVALIACAO LABORATORIAL

Marcador Mo (Basal) M (15 M2 (30 M3 (60
dias) dias) dias)

PCR (mg/L)
Albumina (g/dL)
Sédio (mEqg/L)
Potassio (mEq/L)
Fosforo (mg/dL)
Vitamina D (ng/mL)

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

Ferro sérico (mg/dL)

Célcio sérico (mg/dL)
Insulina (IU/mL)

Glicemia de jejum (mg/dL)

Hemoglobina glicada (%)
Colesterol total (mg/dL)
HDL-c (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
IL-1 (pg/mL)

IL-6 (pg/mL)

IL-10 (pg/mL)

TNF-a (pg/mL)

Apéndice E — Parametros clinicos
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Farmacos utilizados:

Alteragdes gastrointestinais:

My - ( ) Nao ( ) Sim Quais:

M; - ( ) Nao () Sim Quais:

M: - ( ) Nao ( ) Sim Quais:

M; - () Nao () Sim Quais:

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

Consisténcia e formato das fezes (segundo critérios da Escala de Bristol, 1997):
Mo— ()1 ()2 ()3 (H4 ()5 ()6 ()7

Mi—-()1T ()2 ()3 (H4 ()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:

Periodo menstrual regular: ( ) Sim () Nao

Data da ultima menstruagao: / /

Menopausa: ( ) Sim ( ) Nao

Auséncia de ovulagdo por contracep¢ao hormonal continua: ( ) Sim ( ) Nao

Apéndice F — Formulario para registro de ingestao do suplemento
134



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 refei¢des.
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 liga¢do 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 conteudo de apenas um

suplemento no dia.

» Marque “2” no quadradinho se vocé consumiu o conteiido 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]
Dia / / | | Dia / / L]
Dia / / | | Dia / / L]
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ANEXO A - Lista de checagem do CONSORT

Lista de informag¢des CONSORT 2010 para incluir no relatério de um estudo randomizado

ltem Relatado na
Secgdo/Topico No Itens da Lista pg No
Titulo e Resumo
1a  Identificar no titulo como um estudo clinico randomizado
1b  Resumo estruturado de um desenho de estudo, métodos, resultados e conclusdes para orientacéo especifica,
consulte CONSORT para resumos
Introdugdo
Fundamentacéo e 2a  Fundamentac3o cientifica e explicacdo do raciocinio
objetivos 2b  Objetivos especificos ou hipdteses
Métodos
Desenho do 3a  Descricdo do estudo clinico (como paralelo, factorial) incluindo a taxa de alocacio
estudo 3b  Alteragdes importantes nos métodos apds ter iniciado o estudo clinico (como critérios de elegibilidade), com as
razoes
Participantes 4a  Critérios de elegibilidade para participantes
4b  Informacdes e locais de onde foram coletados os dados
Intervenctes 5  Asintervencdes de cada grupo com detalhes suficientes que permitam a replicacdo, incluindo come e gquando
eles foram realmente administrados
Desfechos Ba Medidas completamente pre-especificadas definidas de desfechos primarios e secundarios, incluindo como e
quando elas foram avaliadas
B6b  Quaisquer alteracdes nos desfechos apds o estudo clinico ter sido iniciado, com as razdes
Tamanho da 7a  Como foi determinado o tamanho da amostra
amostra 7b  Quando aplicavel, deve haver uma explicacdo de qualquer analise de interim e diretrizes de encerramento
Randomizacéo:

Sequéncia 8a Método utilizado para geracdo de sequéncia randomizada de alocacéo
geracdo 8b  Tipos de randomizacio, detalhes de qualquer restricdo (tais como randomizacdo por blocos e tamanho do

bloco)

Alocacdo 9  Mecanismo utilizado para implementer a sequéncia de alocacdo randomizada (como recipients numerados
mecanismo seqéncialmente), descrevendo os passos seguidos para a ocultacdo da sequéncia até as intervencdes serem
de ocultacdo atribuidas

Implementacdo 10 Quem gerou a sequéncia de alocacdo randomizada, quem inscreveu os participantes e quem atribuiu as

intervencdes aos participantes
Cegamento 11a  Se realizado, quem foi cegado apds as intervencdes serem atribuidas (ex. Participantes, cuidadores,
assessores de resultado) e como
11b  Se relevante, descrever a semelhanca das intervencdes
Métodos 12a Métodos estatisticos utilizados para comparar os grupos para desfechos primarios e secundarios
estatisticos 12b  Métodos para andlises adicionais, como analises de subgrupo e analises ajustadas
Resultados
Fluxo de 13a Para cada grupo, o nimero de participantes que foram randomicamente atribuidos, que receberam o
participantes ( & tratamento pretendido e que foram analisados para o desfecho primario
fortemente 13b  Para cada grupo, perdas e exclusdes apds a randomizacio, junto com as razdes
recomendado a
utilizaco de um
diagramay)
Recrutamento 14a Definicio das datas de recrutamento e periodos de acompanhamento
14b  Dizer os motivos de o estudo ter sido finalizado ou interrompido
Dados de Base 15 Tabela apresentando os dados de base demograficos e caracteristicas clinicas de cada grupo
Nameros 16 Para cada grupo, nimero de participantes (denominador) incluidos em cada andlise e se a analise foi
analisados realizada pela atribuico original dos grupos
Desfechos e 17a Para cada desfecho primario € secundario, resultados de cada grupo e o tamanho efetivo estimado e sua
estimativa precis@o (como intervalo de confianca de 95%)
17b  Para desfechos binrios, & recomendada a apresentacfo de ambos os tamanhos de efeito, absolutos e
relativos
Analises auxiliares 18  Resultados de quaisquer analises realizadas, incluindo analises de subgrupos e analises ajustadas,
distinguindo-se as pré-especificadas das exploratérias
Danos 19  Todos os importantes danocs ou efeitos indesejados em cada grupo (observar a orientagio especifica CONSORT para danos)
Discussdo
LimitagGes 20  Limitagdes do estudo clinico, abordando as fontes dos potenciais viéses, imprecis&o, e, se relevante,
relevéncia das analises
Generalizacdo 21 Generalizacdo (validade externa, aplicabilidade) dos achados do estudo clinico
Interpretacdo 22 Interpretacdo consistente dos resultados, balanco dos beneficios e danos, considerando outras evidéncias

Outras informagtes
Registro

Protocolo

Fomento

23
24
25

relevantes

MNumero de inscricio e nome do estudo clinico registrado
Onde o protocolo completo do estudo clinico pode ser acessado, se disponivel
Fontes de financiamento e outros apoios (como abastecimento de drogas), papel dos financiadores

* Recomendamos fortemente a leitura desta norma em conjunto com o CONSORT 2010. Explicagio e Elaboragdo de esclarecimentos importantes de todos os itens. Se relevante, também

recomendamoes a leitura das extensdes do CONSORT para estudos cluster randomizados, estudos de ndo-inferioridade e de equivaléncia, tratamentos ndo-farmacologicos, intervencbes de

ervas e estudos pragmticos. Extensdes adicionais estfio por vir: para aquelas e até dados de referéncias relevantes a esta lista de informagBes. ver wuw consort-statement org.
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ANEXO B — Ferramenta da Colaboraciao Cochrane para avaliacio do risco de viés.

Dominio
VIES DE SELECAO

Geracio de sequéncia aleatéria

Ocultamento de alocacio

VIES DE PERFORMANCE

Mascaramento de participantes e
profissionais — Avaliacdo deve ser feita
para cada desfecho principal

VIES DE DETECCAO

Mascaramento dos avaliadores de
desfecho — Avaliacdo deve ser feita para
cada desfecho principal

VIES DE ATRITO

Desfechos incompletos — Avaliagdo
deve ser feita para cada desfecho
principal

VIES DE RELATO

Relato de desfecho seletivo

OUTROS VIESES

Outras fontes de viés

Fonte: HIGGINS e GREEN, 2011.

Suporte para o julgamento

Descrever em detalhes o método
utilizado para gerar a sequéncia aleatoria,
para permitir avaliar se foi possivel
produzir grupos comparaveis.

Descrever em detalhes o método
utilizado para ocultar a sequéncia
aleatoria, para determinarmos se a
alocacdo das intervengdes pdde ser
prevista antes ou durante o recrutamento
dos participantes.

Descrever todas as medidas utilizadas
para  mascarar  participantes e
profissionais envolvidos em relagdo a
qual interven¢do foi fornecida ao
participante. Fornecer informagdes se
realmente o mascaramento foi efetivo.

Descrever todas as medidas utilizadas
para mascarar os avaliadores de desfecho
em relagdo ao conhecimento da
intervengao fornecida a cada
participante. Fornecer informagdes se o
mascaramento pretendido foi efetivo.

Descrever se os dados relacionados aos
desfechos estdo completos, incluindo
perdas e exclus@o da analise. Descrever
se perdas e exclusdes foram informadas
no estudo, assim como suas respectivas
razdes. Descrever se houve reinclusdo de
algum participante.

Indicar a possibilidade dos ensaios
clinicos randomizados terem selecionado
os desfechos ao descrever os resultados
do estudo e o que foi identificado.

Declarar outro viés que ndo se enquadra
em outro dominio prévio da ferramenta.

Julgamento do autor da Revisdo

Viés de selecdo (Alocagdo enviesada
para as intervengdes devido a geracdo
inadequada de uma sequéncia aleatoria).

Viés de selecdo (Alocagdo enviesada
para as intervengdes devido ao
ocultamento inadequado da alocagdo
antes da atribui¢@o aos grupos).

Viés de performance devido ao
conhecimento das intervengdes pelos
participantes e profissionais durante o
estudo.

Viés de  detec¢do devido ao
conhecimento das intervengdes pelos
avaliadores do desfecho.

Viés de atrito devido a quantidade,
natureza ou manipulagdo de dados de
resultados incompletos.

Viés de informagdo devido a relato de
desfecho seletivo.

Viés devido a problemas nao abrangidos
na ferramenta.
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ANEXO C - Orientac¢ao nutricional oferecida aos pacientes durante a pesquisa.

ORIENTACOES NUTRICIONAIS

Retirar/Evitar na alimentacao:

VvV V.V V V VYV VY

Embutidos (salsicha, linguiga, 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 chéas e sucos (sugestdo: agua saborizada — acrescente
horteld, alecrim, cravo, canela, gengibre).

Frutas como: abacaxi, melancia, meldo, goiaba, acerola, morango (3-4 porgoes/dia)
Folhosos verde-escuros: couve, hortela, alface e racula (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

- Nao pule nenhuma refeicao. Faca 3 grandes refei¢des (café da manha, almoco e janta)

e 2-3 pequenos lanches entre as grandes refeicdes.

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

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

- Manter horario regular para as refei¢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 refei¢des, apreciar e sentir o sabor dos
alimentos); a comida deve ser engolida quando em consisténcia pastosa.

- Evitar liquidos durante as refeigdes. Espere no minimo 40 minutos para beber agua ou

Sucos.
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ANEXO D - Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE = Plabaforme
SANTA CATARINA - UFSC \y%grorl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da suplementagéo de prebidtico ou simbidtico em individuos com obesidade
morbida

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 Proprio

DADOS DO PARECER

Nidmero do Parecer: 1.340.253

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

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

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéio obrigatoria:

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

Recomendacgoes:

sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
conclusdo: aprovado.
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ANEXO F — Comprovante de submissao do projeto ao edital Universal CNPq 2016.

fcnpq

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 recepcéo de formularios eletrdnicos do CNPq registra que em 19/02/2016, as 20:08:36 horas, o
formulario identificado acima foi recebido e reconhecido no CNPgq, recebendo o niumero de protocolo
9397955986218238

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