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RESUMO

A obesidade € considerada uma epidemia mundial. Recentemente tem sido relacionada a
alteracdo na microbiota, em especial, nos Firmicutes/Bacteroidetes. Estudos com finalidade de
modular a microbiota e, por conseguinte melhorar parametros ligados a obesidade estdo sendo
conduzidos com a utilizacdo de probioticos, prebioticos e simbioticos. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito da administracdo de simbiotico sobre o peso corporal, lipemia e glicemia
de mulheres obesas. Trata-se de um ensaio clinico (www.ClinicalTrials.gov - Access Number:
NTC02505854), randomizado, duplo-cego, placebo controlado. Trinta e quatro mulheres
foram alocadas aleatoriamente em dois grupos: simbi6tico e placebo. O primeiro foi orientado
a ingerir capsulas gastro-resistente contendo Bifidobacterium lactis 10° UFC e sachés com 5g
de frutooligossacarideos. O segundo recebeu cépsulas e sachés placebos. Ambos foram
tratados com dieta hipocalorica por oito semanas. Amostras de sangue foram coletadas na
semana basal e final. Foram avaliados os pardmetros: peso, indice de massa corporal (IMC),
perimetro da cintura, colesterol total e fragdes (HDL, LDL e VLDL), glicemia e insulinemia.
Vinte e duas mulheres concluiram o estudo. O peso e o IMC reduziram nos dois grupos
(p<0,05). Néao foram observadas alteracdes em CT, TG, LDL-c, HDL-c e glicemia (p>0,05).
O consumo de simbidtico ndo promoveu reducdo no peso e alteracdo de parametros
metabdlicos em mulheres com obesidade. O grupo suplementado teve reducdo do percentual
de massa gorda e do perimetro da cintura em compara¢do com o tempo basal e melhora na

frequéncia de evacuacéo.

Palavras chave: obesidade, microbiota, Bifidobacterium lactis, frutooligossacarideos,

simbioticos.
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ABSTRACT

Obesity is a worldwide epidemic. Recently it has been related to changes in the microbiota,
especially in the Firmicutes / Bacteroidetes. Studies with the purpose of modulating the
microbiota and thereby improve parameters related to obesity are being conducted with the
use of probiotics, prebiotics and synbiotics. The objective of this study was to evaluate the
symbiotic administration's effect on body weight, blood glucose and lipemia obese women.
This is a clinical trial (www.ClinicalTrials.gov - Access Number: NTC02505854),
randomized, double-blind, placebo controlled. Thirty-four women were randomly allocated
into two groups: symbiotic and placebo. The first was instructed to ingest gastro-resistant
capsules containing Bifidobacterium lactis 10° CFU and sachets with frutooligossacarideos
5¢. The second group received capsules and placebos sachets. Both were treated with low-
calorie diet for eight weeks. Blood samples were collected at baseline and final week. The
parameters analyzed were: weight, body mass index (BMI), waist circumference, total
cholesterol and fractions (HDL, LDL and VLDL), glucose and insulin. Twenty-two women
completed the study. The weight and BMI decreased in both groups (p < 0.05). There were no
changes in TC, TG, LDL-C, HDL-C and glucose levels (p>0.05). Consumption of symbiotic
did not promote weight reduction and changes in metabolic parameters in women with
obesity. The supplemented group had reduced body fat percentage and waist circumference

compared to the baseline time and improvement in stool frequency.

Keywords: obesity, microbiota, Bifidobacterium lactis, fructooligosaccharides, symbiotic.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca complexa e multifatorial resultante de fatores ambientais e
genéticos que se caracteriza pelo aumento excessivo de gordura corporal, como causa do
desequilibrio energético, desencadeado pelo aumento da ingestdo de macronutrientes em
detrimento da diminuicdo do gasto (COUTINHO, 1999; DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
OBESIDADE, 2009).

Segundo a Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) (2008-2009), a obesidade atinge
aproximadamente 15% da populacdo adulta (BRASIL, 2010). Essa enfermidade é um
importante problema de saude publica, considerada uma epidemia global, além de ser um
fator de risco para o desenvolvimento de outras doengas conicas ndo transmissiveis (DCNT),
como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial sistémica, dislipidemias, doencas
cardiovasculares e alguns tipos de canceres (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
OBESIDADE, 2009).

Um componente ambiental que tem sido associado a obesidade e, como consequéncia,
suas comorbidades é a microbiota intestinal (LEY et al., 2005; LEY et al., 2006). Apesar de
pesquisas neste ambito serem recentes, estudos de revisdo descrevem a microbiota como
importante componente na homeostase do metabolismo energético (KOOTTE et al., 2012; DE
MORAES et al., 2014; SERINO et al., 2014; MORENO-INDIAS et al., 2014; SANCHEZ et
al., 2015).

Tal proposta fundamenta-se nas seguintes constatacGes obtidas em estudos
experimentais: a) a microbiota de obesos pode promover melhor aproveitamento de energia
advinda da dieta e armazenamento na forma de gordura no hospedeiro, podendo esta ser
considerada um fendtipo transmissivel (BACKHED et al., 2004; TURNBAUGH et al., 2006;
BACKHED et al., 2007); b) a microbiota parece ser capaz de interferir no estado inflamatério
devido a endotoxemia metabdlica e isso pode repercutir no controle glicémico (CANI et al.,
2007b); c) a microbiota atua na modulacdo da secrecdo de peptideos derivados do intestino
gue atuam sobre mecanismos de saciedade e sobre as proteinas de juncdo do intestino
(DELZENNE; NEYRINCK; CANI, 2011).

Recentes estudos cientificos justificam a utilizacdo de suplementos probidticos,
prebioticos e simbidticos para modulacdo da microbiota intestinal e melhora de parametros
bioquimicos, antropométrico, de composicdo corporal em modelos experimentais e humanos
(KOOTTE etal., 2012; DA SILVA et al., 2013; DE MORAES et al., 2014).
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Dentre as atribui¢fes concedidas ao consumo de prebidticos e probidticos podem ser
destacados alguns beneficios observados como: perda de peso e reducdo da adiposidade
(PARNELL; REIMER, 2009; KADOOKA et al., 2010; KADOOKA et al., 2013; PARK;
BAE et al., 2015), aumento da saciedade (KONDO et al., 2010; KELLOW; COUGHLAN;
REID, 2014; POURGHASSEM et al., 2013), modulacdo da microbiota (CANI et al., 2007b;
DEWULF et al., 2013), melhora da glicemia (GENTA et al., 2009; ANDREASEN et al.,
2010; EJTAHED et al., 2012; POURGHASSEM et al., 2013; DEHGHAN et al., 2014;
RUAN et al., 2015) e perfil lipidico (BALCAZAR-MUNOZ et al., 2003; YADAV et al.,
2007; ATAIDE-JAFARI et al., 2009; EJTAEHD et al., 2011).

Quando combinados, os probiodticos e prebidticos ddo origem aos simbidticos
(KOLIDA; GIBSON, 2011). Em virtude dos beneficios propostos pelo consumo tanto de
prebidticos quanto de probioticos, em diversas variaveis pelos estudos citados acima, €
provavel que a utilizacdo de ambos possa promover e/ou potencializar tais efeitos. Com isso,
intervencbes com simbioticos estdo sendo conduzidas com a finalidade de melhorar
parametros atrelados a obesidade (MOROTI et al., 2012; KELISHADI et al., 2014,
BOMHOF et al., 2014; ESLAMPARAST et al., 2014).

No entanto, a contribuicdo da modulacdo da microbiota sobre a obesidade em
humanos ainda ndo estd bem descrita. Ademais, ha grande heterogeneidade nos estudos de
intervencdo no que diz respeito a variaveis de confusdo como: a populacdo (idade, sexo,
etnia), padrdo alimentar dos individuos, quantidade e qualidade do prebi6tico e do probidtico
utilizado e o tempo de intervencdo realizado nos ensaios (MORENO-INDIAS et al., 2014),
sendo necessarios mais ensaios clinicos randomizados e controlados para elucidar esta

questéo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

A obesidade ¢é considerada um problema de salde publica em decorréncia do seu
crescente aumento tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento e por sua
associacdo com outras doengas (KELLY et al., 2008).

Possui etiologia multifatorial derivada de combinagfes ambientais (aumento do
consumo caldérico e reducdo do gasto energético, associados ou ndo) e genéticas
(COUTINHO, 1999; DIRETRIZES BRASILEIRAS DE OBESIDADE, 2009).

Desde a década de 80 o nimero de obesos dobrou. Dados da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) revelam que no ano de 2014, 39% dos adultos com idade superior a 18 anos
tinham excesso de peso (2 bilhdes de adultos), destes 13% eram obesos indice de massa
corporal (IMC ) >30 kg / m?, sendo 11% dos homens e 15% das mulheres e perfazendo quase
meio bilhdo de obesos no mundo todo (WHO, 2014). Projeta-se que em 2030 essa frequéncia
atinja valores de 30,3% (3,3 bilhdes de adultos) de pessoas no mundo com sobrepeso e
obesidade (KELLY et al., 2008).

No Brasil, dados da POF (2008-2009) demonstram que obesidade continua crescendo
e atinge cerca de 15% da populacdo adulta (BRASIL, 2010). Na cidade do Rio de Janeiro,
12,8% da populagéo é obesa segundo dados do inquérito de Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), realizado com as 26
capitais e o Distrito Federal (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A OMS preconiza a utilizagdo do IMC, que consiste no peso em kg dividido pelo
quadrado da estatura em metro, para diagnostico de obesidade (IMC>30 kg/m2) (WHO,
2000). Estudos apresentam o IMC como um bom indicador associado ao risco de
comorbidades e mortalidade (YUSUF et al., 2005; TCHERNO; DESPRES et al., 2013).

Dentre as comorbidades (FRANCISCHI et al., 2000; WHO 2014) podemos destacar
as alteracdes metabolicas e enddcrinas como hipertensao arterial sisttmica (CHANDRA et al.,
2014), dislipidemias, resisténcia a insulina (RI), fator de risco para doencgas cardiovasculares,
DM2 (FOX et al., 2007; PIRES et al., 2015) e alguns tipos de canceres (HERRERA-
COVARRUBIAS et al., 2015).

O aumento da gordura visceral na obesidade estd intimamente relacionado as

complicagdes metabolicas (FOX et al., 2007), visto que o tecido adiposo é responsavel pela



20

producdo de adipocinas associadas ao processo inflamatério e de RI. As células adiposas
secretam citocinas, como a interleucina (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que
acentuam a RI caracterizando a obesidade como uma inflamacao subclinica (YUDKIN et al.,
2000; GIORGINO et al. 2005; FILHO et al., 2006). Os adipdcitos também secretam a
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1),
consequentemente favorecendo a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo e exacerbando a
producdo de citocinas inflamatdrias por meio destes (WEISBERG et al., 2003; FILHO et al.,
2006). Estudo experimental demonstra que animais submetidos a retirada da gordura visceral
apresentaram melhoras em pardmetros metabolicos associados ao aumento da gordura
visceral (GABRIELY; BARZILAI et al., 2003).

O tratamento da obesidade é multidisciplinar e consiste em alteracdo no estilo de vida
(alimentacdo mais saudavel associada a préatica de atividade fisica), podendo estar associado
ou ndo ao uso de farmacos. A terapéutica dietética é caracterizada pelo balango energético
negativo que visa promover a perda de peso (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
OBESIDADE, 2009).

Além dos fatores ambientais conhecidos na génese da obesidade mais um elemento
tem sido apontado, a microbiota intestinal. Ha evidéncias de que o perfil bacteriano intestinal
parece estar alterado e possa impactar na regulacdo do equilibrio de energia e no peso
corporal dos individuos. Muitas revisdes de literatura compilam esses indicios e descrevem a
associacdo da microbiota intestinal com as doencas cronicas, em especial a obesidade e
alteracbes metabdlicas (KOTTE et al., 2012; ANGELAKIS et al., 2012; SERINO et al., 2014;
MORENO-INDIAS et al., 2014; MIELE et al., 2015).

Alguns estudos ja demonstraram alteracdo no perfil da microbiota em animais e
humanos quando comparados a seus controles magros (LEY et al., 2005; LEY et al., 2006;
TURNBAUGH et al., 2006).

2.2 Microbiota intestinal e sua relacdo com a obesidade

O trato gastrointestinal (TGI) humano abriga diversos microrganismos sendo
composto por cerca de 100 trilhdes de bactérias (BACKHED et al., 2005). Estima-se que na
microbiota intestinal existam cerca de mil espécies e quase dez vezes mais bactérias que o
namero de células do organismo humano (QIN et al., 2010). A microbiota € composta em sua
maioria por bactérias, mas também sdo encontrados fungos, archaea e virus (ARUMUGAM
etal., 2011).
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A formacdo da microbiota intestinal no inicio da vida sofre varias influéncias, como o
tipo de parto e amamentagdo. Ademais, fatores ambientais, como alimentacdo e eventuais
exposicOes a patdgenos e a antibioticos, ao longo dos anos, contribuem para a variabilidade
intra e intertindividual (KOTTE et al., 2012).

Uma forma de organizar o perfil bacteriano é usar a classificacdo taxondmica, que
distribui as bactérias em filos, classes, ordens, familias, géneros e espécies (ARUMUGAM et
al., 2011; ANGELAKIS et al., 2012). Os principais filos que compreendem a microbiota sdo:
Firmicutes (64%), Bacteroidetes (23%), Proteobactéria (8%) e Actinobactérias (3%). Outros
filos, como Synergistetes, Verrucomicrobia, Fusobactéria e Euryarchaeota, constituem
pequeno percentual da microbita humana, cerca de 2% (FRANK et al., 2007; DE MORAES et
al., 2014).

Os Firmicutes (Gram-positivo) e o0s Bacteroidetes (Gram-negativo) perfazem
aproximadamente 90% da microbiota do individuo adulto. Sendo os Firmicutes das classes
Bacilli, Clostridia e Molicutes, e os Bacteroidetes representados pelas classes Bacteroides,
Flavobactéria e Sphingobactéria. Os filos Proteobactéria e Actinobactérias sdo formados, em
maioria, por bactérias das familias Enterobacteriaceae e Bifidobacteriaceae, respectivamente
(FRANK et al., 2007; ARUMUGAM et al., 2011; DE MORAES et al., 2014).

Em modelos animais e em humanos com obesidade foi encontrado alteracdo na
microbiota, ao nivel de filo (LEY et al., 2005; LEY et al., 2006). Estudos experimentais
apontam que na microbiota de animais obesos ocorre aumento no filo Firmicutes em
comparacdo ao filo Bacteroidetes (LEY et al., 2005; TURNBAUGH et al., 2008; MURPHY
et al., 2010). Neste sentido, as primeiras evidéncias surgiram com o trabalho de Ley et al.
(2005), onde camundongos geneticamente obesos (ob/ob), com deficiéncia no receptor de
leptina, tinham 50% menos Bacteroidetes e aumento proporcional de 50% de Firmicutes,
guando comparado a camundongos convencionais.

No ano seguinte, esse mesmo grupo de pesquisadores evidenciaram alteragdes
qualitativas na microbiota de humanos obesos comparados a eutréficos, tendo encontrado
aumento na relacdo dos filos Firmicutes/Bacteroidetes ao analisarem amostras fecais no
momento inicial e semanas seguintes (12°%, 262 e 52%) (LEY et al., 2006). Além disso,
observaram que a perda de peso nestes individuos, apds dieta restrita em carboidratos bem
como em lipidios, era acompanhada do aumento na quantidade de Bacteroidetes e
concomitante reducdo de Firmicutes (LEY et al., 2006).

Apesar de alguns estudos relatarem alteracdo da microbiota na obesidade (LEY et al.,
2005; LEY et al., 2006; TURNBAUGH et al., 2008; MURPHY et al., 2010), alguns
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pessquisadores ndo obtiveram 0 mesmo achado na relagdo do padrdo Firmicutes/Bacteroidetes
e 0 estado nutricional (SCHWIERTZ et al., 2010; ARUMUGAM et al., 2011).

A microbiota funciona como um biorreator influenciando no metabolismo energético
do individuo, ou seja, na extragdo de energia advinda da dieta (BACKHED et al., 2005). Um
estudo que evidencia essa questdo é o de Bdackhed et al. (2004), no qual camundongos
convencionais, ou seja, que abrigam microbiota intestinal desde o nascimento, apresentaram
42% a mais de gordura corporal que camundongos livres de germes (germ-free) em mesmas
condicdes. 1sso sugere que a microbiota intestinal tém intima relacdo com a oferta de energia
para o hospedeiro.

Com a evidéncia de que alteragdes nos principais filos podem impactar no
desenvolvimento da obesidade, tem se buscado padrGes de géneros e espécies microbianas
que estejam envolvidos no ganho de peso e no aumento da adiposidade. Desta forma, ndo s6 a
proporcao dos filos, mas também a diversidade destes microrganismos (ARUMUGAM et al.,
2011) tém sido foco de investigagéo.

Foi demonstrado que a alteracdo da microbiota mediada por dieta hiperlipidica (high
fat - HF) reduz o contetdo de Bifidobacterium spp. em modelos experimentais (CANI et al.,
2008). Além disso, a analise comparativa entre microbiota de humanos obesos e eutréficos
identificou menor conteldo fecal de Bifidobacterium spp. nos obesos quando comparado aos
individuos eutréficos (SCHWIERTZ et al., 2010).

A quantidade de bactérias benéficas no intestino pode auxiliar na protecdo contra o
desenvolvimento da obesidade. Estudo prospectivo observou que criangas magras com sete
anos de idade tinham maior quantidade no género Bifidobacterium spp. durante a infancia (12
meses a 6 anos) comparadas a criancas de mesma idade com excesso de peso. Também
identificaram que a quantidade de Staphylococcus aureus (filo Firmicutes) foi menor nas
criancas magras que naquelas com excesso de peso. Esses resultados sugerem que o perfil da
microbiota na infancia pode prever o excesso de peso futuro (KALLIOMAKI et al., 2008).

Million et al. (2012a) foram os primeiros a comparar microbiota de individuos obesos
com seu controle magro, em relacdo a espécie de Lactobacilos. Os obesos apresentaram
elevado conteldo fecal de Lactobacillus reuteri e pobre em Methanobrevibacter smithii,
enquanto Bifidobacterium animallis foi positivamente associado aos voluntarios com peso
normal.

Uma meta-analise realizada com 82 estudos de intervencdo em animais e em humanos
com diferentes estados nutricionais evidenciou que as cepas Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus ingluviei, Lactobacillus fermentum estavam relacionadas ao ganho de peso. Ja
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as bactérias Lactobacillu gasseri e Lactobacillus plantarum foram associadas a perda de peso,
sendo que esses dois efeitos s6 foram observados quando a amostra apresentava excesso
ponderal (MILLION et al., 2012b). Desta forma, a relagdo da microbiota com o peso ou
gordura corporal parece estar atrelada a determinadas espécies de bactérias e ndo apenas
associada ao tipo de filo destas.

Apesar das evidéncias da relagdo entre a microbiota intestinal e o estado nutricional,
ainda ndo estd claro determinar se as alteracbes na microbiota intestinal sdo resultado da
obesidade ou sua causa (DE MORAES et al., 2014).

2.2.1 Microbiota intestinal: adiposidade, endotoxemia metabdlica e resisténcia a insulina

Estudos de revisdo compilam as principais evidéncias acerca do papel da microbiota
como um potencial contribuinte na homeostase energética (KRAJIMALNIK-BROWN et al.,
2012; MORENO-INDIAS et al., 2014; PAREKH et al., 2014; DE MORAES et al., 2014;
TEIXEIRA et al., 2014; SANCHEZ et al., 2015). Os mecanismos propostos incluem: 1)
maior obtencdo de energia advinda da dieta e armazenamento de gordura pela influéncia da
lipoproteina lipase (LPL), mediada pelo fator adiposo induzido pelo jejum (FIAF)
(BACKHED et al., 2004); 2) inibi¢do da enzima proteina cinase ativada por monofosfato de
adenosina (AMPK) (BACKHED et al., 2007); 3) alteragdo da microbiota intestinal por meio
de dieta HF, a qual interfere na permeabilidade da membrana desencadeando inflamacao
crbnica de baixo grau, em virtude da passagem de endotoxinas bacterianas (CANI et al.,
2007a); e 4) resisténcia a acdo da insulina ocasionada pela inflamacdo (CANI et al., 2008).

Indicio de que a microbiota participa da absorcdo de energia advinda da dieta foi
encontrado por Backhed et al. (2004), onde houve aumento de 60% de gordura corporal total
em camundongos convencionalizados (camundongos germ-free que receberam microbiota de
camundongos selvagem saudaveis), apos 14 dias, comparados aos seus controles germ-free
mesmo com ingestdo alimentar menor. Tal estudo sugere o envolvimento da microbiota
intestinal e sua associagdo com o FIAF e a LPL. O FIAF, também conhecido como proteina 4
tipo angiopoietina (Angiopoietin-Like 4 ANGPTL4), é produzido pelas células intestinais,
figado e tecido adiposo (KERSTEN et al., 2000). A LPL regula a liberacdo de acidos graxos
das lipoproteinas no musculo, coracgdo e tecido adiposo (BACKHED et al., 2004). O FIAF
atua inibindo a atividade da LPL. A modificagdo da microbiota promove redugdo na
expressdo de FIAF, o que resulta no aumento na atividade da LPL e, por conseguinte,

desencadeia maior absorcdo de &cidos graxos e triglicerideos (TG) nos adipdcitos. A
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convencionalizagdo promoveu aumento da atividade da LPL em 122% e dos TG no figado,
acompanhado de aumento na expressao de enzimas que atuam na lipogénese de novo. Isto
indica que animais isentos de microbiota apresentam maior expressdo de FIAF e fenotipo
resistente a obesidade (BACKHED et al., 2004).

Estudos posteriores de Backhed et al. (2007) testaram o papel do FIAF no controle da
adiposidade e peso. Camundongos knockout para FIAF-/- quando submetidos ao padrdo de
dieta ocidental, rica em lipidios e acucares (41% das calorias sob a forma de gordura; 41% de
carboidrato simples (sacarose); e 18% de proteina) ganhavam mais peso e tecido adiposo que
os animais FIAF+/+ (BACKHED et al., 2007).

A microbiota de obesos parece ser mais eficiente na extracdo de energia adicional
proveniente da dieta. Turnbaugh et al. (2006), em estudo envolvendo transplante de
microbiota de ratos magros ou geneticamente obesos para ratos germ-free, mostraram que 0s
animais transplantados com a microbiota de obesos tiveram maior ganho de massa gorda
comparado aqueles que receberam o transplante de animais magros. Este achado ndo foi
relacionado ao maior consumo de racdo pelos animais obesos, uma vez que ndo houve
diferenca no consumo entre os dois grupos (TURNBAUGH et al., 2006).

Ademais, fezes dos animais obesos tiveram menor contetdo de energia comparadas as
de camundongos magros o que indica que a microbiota de camundongos obesos
(caracterizada pelo aumento do filo Firmicutes determinado no estudo) foi mais eficiente em
extrair energia da dieta (TURNBAUGH et al., 2006). Em humanos, Schwiertz et al. (2010)
verificaram que as fezes de obesos tinham maior conteddo de &cido graxo de cadeia curta
(AGCC) comparado as de individuos magros. Esses dados sugerem que a microbiota de
obesos parece mais eficiente em digerir polissacarideos dietéticos que ndo podem ser
digeridos pelo hospedeiro, desencadeando maior absorcdo intestinal de AGCC, os quais
podem participar da lipogénese hepatica de novo (SCHWIERTZ et al., 2010).

Em animais convencionalizados, Béackhed et al. (2004) encontraram aumento no TG
hepatico e na expressao de fatores reguladores nucleares de enzimas lipogénicas, proteina de
ligacdo ao elemento de resposta aos carboidratos (ChREBP) e proteina de ligacdo ao elemento
regulador de esterol 1 (SREBP-1). Esses reguladores sdo responsaveis por ativar enzimas
lipogénicas como acetil-CoA carboxilase (ACC) e acido graxo sintase.

A enzima AMPK esté relacionada a regulacdo do balanco energético sendo associada
com menor ou maior ingestdo de alimentos de acordo com sua inativacdo ou ativagéo,

respectivamente (KOLA, 2008). Esta enzima estimula a via bioquimica de oxidacdo de acidos
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graxos promovendo reducdo dos depdsitos de gordura no musculo e figado (KAHN et al.,
2005).

Camundongos que sofreram convencionalizacdo submetidos a dieta ocidental
ganharam mais peso quando comparado aos seus homologos germ-free, que mantiveram o
peso, mesmo em uma dieta hipercaldrica, como encontrado por Backhed et al, (2007). Essa
resisténcia a obesidade pela dieta foi atribuida a elevada atividade da AMPK. Os animais
germ-free apresentaram maior concentracdo de AMPK no figado e no musculo comparado
aos animais convencionais. A maior ativacdo de AMPK resulta na maior oxidagédo de acidos
graxos e sensibilidade a insulina nos animais germ-free. Tais evidéncias indicam que a
presenca da microbiota suprime a oxidacao de acidos graxos musculares, via mecanismos que
envolvem a inibigdo da AMPK favorecendo a adipogénese e a RI (BACKHED et al., 2007).

Outra hipdtese presente na literatura envolve a sinalizacdo mediada por AGCC. Foi
demonstrado que os AGCC podem se ligar aos receptores acoplados a proteina G (GPCR),
GPRA41 e GPR43. Tais receptores sdo expressos pelas células L enteroenddcrinas responsaveis
pela producdo do horménio PYY (PYY) que atua inibindo a secrecdo gastrica, o
esvaziamento gastrico e reduzindo o transito intestinal. Esta acdo permite maior absorcdo de
nutrientes, monossacarideos, o que pode contribuir para disturbios metabélicos (KIMURA et
al., 2014; EREJUWA et al., 2014).

Samuel et al. (2008) em experimento com camundongos germ-free knockout GPR41-/-
e selvagem GPR41 +/+ e animais convencionalizados com microbiota fermentativa GPR41-/-
e GPR41+/+ encontrou que: ndo houve diferenca no peso e tecido adiposo em relagdo a
presenca ou auséncia do receptor GPR41. Entretanto, os animais convencionalizados
GPR41+/+ tiveram aumento de peso e tecido adiposo, enquanto os animais com microbiota
GPR41-/- apresentam peso semelhante aos dos camundongos germ-free. Os autores sugerem
gue a auséncia do receptor esteja associada a menor secrecdo de PYY e, com isso, a0 maior
transito intestinal e menor extracdo de substratos para lipogénese no figado. Esses dados
indicam que a repercussdo da presenca da microbiota intestinal na deposi¢do de gordura é
dependente de receptor de AGCC.

A via que envolve o sistema imunoldgico inato também é uma linha estudada. Células
imunologicas reconhecem moléculas derivadas das enterobactérias por meio dos receptores
Toll-Like (TLR) (CANI, 2007a). Os lipopolissacarideos (LPS) sdo fragmentos de bactérias
gram-negativas reconhecidos pelos receptores Toll-Like 4 (TLR4) com auxilio do receptor

CD14. O complexo TLR4/CD14, ligado ao LPS, ativa cascatas de sinaliza¢Oes intracelulares



26

responsaveis pela secrecdo de citocinas inflamatérias como TNF-o e IL-6, envolvidas na
aterosclerose, obesidade e Rl (CANI et al., 2008).

A obesidade e desordens metabolicas foram associadas as concentracdes plasmaticas
aumentadas de LPS, denominada endotoxemia metabolica (CANI et al., 2007a). Por meio de
trés experimentos, Cani et al. (2007a) encontraram as seguintes constatagdes: a) camundongos
alimentados com dieta HF apresentaram ganho de peso, aumento da glicemia de jejum,
aumento do LPS, RI e reducdo no conteudo intestinal de bifidobactérias; b) animais
submetidos a infusdo continua de LPS, por bomba, tiveram resposta metabodlica semelhante
aqueles alimentados por HF; e c) animais knockout para o receptor CD14 séo sensiveis a
insulina e tem o inicio do desenvolvimento da obesidade e RI atrasados, comparados aqueles
com receptor e dieta HF.

A explanacdo para os achados supracitados advém de que alteragdes na microbiota
intestinal possam desencadear modificacbes nas juncBes intimas da barreira intestinal
paracelular levando ao aumento de sua permeabilidade. Estudo experimental demonstrou que
dietas HF reduzem a expressdo da proteina da zénula de oclusdo 1 (ZO-1) responsavel pela
integridade da membrana intestinal (CANI et al., 2008).

Acredita-se que a associagdo de dietas HF com a maior absorgcéo de LPS se dé em
virtude desta molécula ser absorvida pelos enterdcitos e transportada para a circulacdo por
meio dos quilomicrons, como demonstrado em estudo com obesos morbidos. Neste estudo
uma carga de ingestdo de gordura foi correlacionada positivamente com maiores
concentracdes de TG pos-prandiais e LPS (CLEMENTE-POSTIGO et al., 2012).

Melhora da permeabilidade intestinal estd atrelada ao aumento de bifidobactérias
intestinais e se correlaciona negativamente com a endotoxemia metabdlica, inflamacgdo e
intolerdncia a glicose (CANI et al., 2007b). Mais detalhes do papel da microbiota na
regulacdo da permeabilidade serdo descritos nas proximas secoes.

Em animais, a redugdo de LPS plasmatico foi associada a reducdo de permeabilidade
intestinal, intolerancia a glicose, marcadores inflamatorios, estresse oxidativo, infiltracdo de
macrofagos no tecido adiposo e menor ganho de peso, que pode ter ocorrido em virtude da
interacfes do LPS com o sistema endocanabindide (MUCCIOLI, et al., 2010).

A microbiota também regula a homeostase energética enviando sinais
enteroendocrinos por meio dos hormdnios intestinais como peptideo semelhante ao glucagon
1 (GLP-1), GLP-2, PYY associados a ingestdo alimentar e secre¢do de insulina (PANWAR et
al., 2013).
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A modulagdo da microbiota intestinal tem sido proposta como uma importante
intervengdo para tratamento de diversas afeccOes, como enfermidades intestinais, cancer,
doencas metabdlicas e cardiovasculares, dentre outras. Tal estratégia pode ser alcancada por
meio da utilizacdo de prebidticos, probioticos e simbioticos, com propriedade funcional
estabelecida (PAREKH et al., 2014; PANDEY et al., 2015). A Figura 1 ilustra a modulagéo
da microbiota pelo uso de prebioticos e probidticos.

{} Lipogénese
Microbiota alterada ' AGCC 1} Armazenamento de gordura
{}LPL
" FIAF 1} Armazenamento de gordura
f Permeabilidade | {}Lps < {} citocinas inflamatérias
{t eCB >{Fadipogénese
‘ AMPEK Oxidagdo de dcido graxos > {}adipogénese
Prebidticos f AGCC
Probioticos
§ FIAF
o - N
) P bilidad
>< § Permeabitdade oYY | O saciedade
' t I} ingestio energética
‘ AMPK GLP-1 {1 peso corporal
— | § i,
A

Figura 1. Mecanismos propostos para o papel dos prebidticos e probidticos na modulagdo da
microbiota. AGCC: éacido graxo de cadeia curta; AMPK: enzima proteina cinase ativada por
monofosfato de adenosina; eCB: sistema endocanabinoide; FIAF: fator adiposo induzido pelo jejum;
GLP-1: peptideo semelhante ao glucagon 1; LPL.: lipoproteina lipase; LPS: lipopolissacarideos; PYY:
pepetideo YY.

Figura adaptada de Sanchez et al. (2015).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define, pela Resolugdo n°
18/1999, a alegacao de propriedade funcional como: “aquela relativa ao papel metabdlico ou
fisiologico que o nutriente ou ndo-nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manuten¢do e outras fun¢des normais do organismo humano” (BRASIL, 1999). Tanto os

prebidticos e quanto os probioticos sdo reconhecidos como ndo-nutrientes com alegacéo de
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propriedade funcional, pois ambos contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal
(ANVISA, 2008). Entretanto, algumas pesquisas ja constataram tanto em ensaios clinicos,
guanto em modelos experimentais, beneficios adicionais, como a melhora de parametros
inflamatdrios, bioquimicos e antropométricos, a partir da utilizacdo de probidticos, prebidticos
(KOOTTE et al., 2012; DA SILVA et al., 2013) e simbio6ticos (MOROTI et al., 2012;
MORELLI et al., 2003; VAN ZANTEN et al., 2014; ESLAMPARAST et al., 2014;
BOMHOF et al., 2014), sendo, portanto, a modulacdo da microbiota intestinal uma alternativa

terapéutica promissora.

2.3 Modulacao da microbiota por meio de prebidticos, probioticos e simbioticos

2.3.1 Prebidticos: definicdo e caracteristicas

Os prebidticos foram definidos por Gibson ¢ Roberfroid (1995), como “ingrediente(S)
alimentar(es) ndo digerivel(is) que afeta(m) beneficamente o hospedeiro ao estimular
seletivamente o crescimento e / ou atividade de uma ou de um numero limitado de bactérias
no célon, e, portanto, melhora a satde do hospedeiro”. Contudo, uma defini¢do mais recente
foi descrita pela Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos (ISAPP)
para “ingredientes seletivamente fermentados, que resultam em alteracdes especificas na
composicdo e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, proporcionando beneficios para a
satide do hospedeiro” (ROBERFROID, 2010).

Embora todo prebiotico seja fibra, nem toda fibra tem acdo prebidtica. Para um
ingrediente alimentar ser considerado prebidtico 0 mesmo deve: resistir a acidez gastrica; a
hidrélise por enzimas de mamiferos; a absorcdo no TGI superior e ser fermentado pela
microbiota intestinal estimulando o crescimento e / ou atividade de bactérias intestinais
potencialmente associados com a salde e bem-estar (GIBSON; ROBERFROID, 1995;
SLAVIN, 2013). Sdo encontrados naturalmente nos alimentos como alho-por6, aspargo,
chicéria, alcachofra de Jerusalém, alho, cebola, trigo, aveia e soja (SLAVIN, 2013).

Os frutanos do tipo inulina que compreendem os oligossacarideos, inulina e 0s
frutooligossacarideos (FOS) sdo os mais utilizados nos estudos com humanos e que tiveram
seus efeitos prebioticos confirmados por alterarem a microbiota intestinal, especialmente o
contetdo de bifidobactérias (ROBERFROID, 2010). De acordo com a ANVISA, a inulina e o
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FOS sdo permitidos para comercializagdo como prebidticos, respeitando a dose méxima diaria
de 30 g/porcéo de suplemento isolado (ANVISA, 2008).

A inulina e a oligofrutose consistem em polimeros de frutose linear ou ramificada
ligados por meio de ligacdo B (2-1) e se diferem de acordo com o grau de polimerizacdo. A
inulina e os FOS sdo entidades quimicamente similares, com as mesmas propriedades
nutricionais. S8o resistentes a acdo de enzimas salivares e intestinais atingindo o célon de
maneira intacta. A inulina possui grau de polimerizacdo médio entre 10 ou mais e os FOS
possuem grau de polimerizacdo inferior a 10. O FOS possui grande especificidade pelas
bifidobactérias (SAAD, 2006; CAPRILES; AREAS, 2012).

2.3.2 Beneficios do consumo de prebioticos

Estudos conduzidos com prebioticos tém sido evidenciado os efeitos fisiologicos
destes na melhora do perfil lipémico (BALCAZAR- MUNOZ et al., 2003); na homeostase da
glicose (CANI et al., 2009b) e no efeito bifidogénico, (KOLIDA et al., 2007; CANI et al.,

2007b) dentre outros, como descritos a seguir e apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Efeito do consumo de prebidticos sobre salde metabolica, pardmetros
antropométricos e consumo energético em individuos com excesso de peso ou eutroficos.

Autor/Ano Populacéo Desenhodo  Intervencéo Resultados
estudo (tipo/dose/tempo)
Balcazar- n=12 homens, ECR, GT: 7g de inulina/dia | CT,LDL-ce TG
Mufioz etal.,  obesos com controlado, GC: placebo (nédo <> Glicemia de jejum
2003 hipercolesterole- paralelo, especificado) e insulina
mia e duplo-cego Duracdo: 4 semanas
hipertrigli-
ceridemia
Dehghan et n=52 mulheres, ECR, GT: 10g de oligofrutose | Glicemia de jejum
al., 2014 com excesso de  controlado, enriquecida com inulina/dia | Ingestdo cal6rica e
peso e DM2 paralelo, GC: 10g de HbAlc
duplo-cego maltodextrina/dia
Duragéo: 8 semanas
Dewulfetal., n=30 mulheres, ECR, GT: 16g de inulina | Glicemia apds
2013 obesas controlado, enriquecida com TTOG
paralelo, oligofrutose (50:50)/dia < Insulina apds
duplo-cego GC: 169 de TTOG
matodextrina/dia <> Glicemia e
Ambos o0s grupos com dieta insulina de jejum
para perda de peso < HbAlc e HOMA
Duragdo: 12 semanas IR
> Perfil lipidico
Pourghassem n=49 mulheres, ECR, GT: 10g de inulina/dia | Peso corporal
etal., 2013 com excesso de  controlado, GC: 10g de | IMC
peso e DM2 paralelo, maltodextrina/dia | Glicemia de jejum
duplo-cego Duracéo: 8 semanas | Ingestdo energética
e HbAlc
<> Insulina de jejum e
HOMA-IR
Parnell; n=35homense ECR, GT: 21g de oligofrutose/dia | Peso corporal ¢
Reimer, 2009  mulheres, com controlado, GC: 21gde massa gorda
sobrepeso ou paralelo, maltodextrina/dia | Ingestdo calédrica
obesidade duplo-cego Duracéo: 12 sema-nas | Grelina p6s-
prandial
| Insulina pés-
prandial
<> Glicose pos-
prandial
< PYY e GLP-1 p6s-
prandial
Verhoef etal., n=29 homense ECR, GT: 169 de FOS/dia < Apetite
2011 mulheres, controlado, GC: 169 de maltodextrina/ <> Saciedade
eutrdficos ou Crossover, dia < Ingestdo caldrica
sobrepeso duplo-cego Durac&o:13 dias <> GLP-1 plasmético

Washout: 2 semanas

1 PYY plasmatico
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Gentaetal., n=35 mulheres, ECR, GT: 0,149/kg de peso | Peso corporal |
2009 obesas com controlado, (aproximadamente 12,59) IMC
DM2 paralelo, de xarope de FOS/dia | Perimetro da cintura
duplo-cego GC: xarope placebo | Insulina de jejum
Duragéo: 17 semanas | HOMA e LDL-c
1 Saciedade

(qualitativo)
> Glicemia de jejum
— CT,HDLe TG

Cani et al., n=10 homense ECR, GT: 169 de frutanos 1 GLP-1plasmaético
2009 a mulheres, controlado, derivados de raiz de 1 PYY plasmatico
eutréficos paralelo, chicoria/dia | Glicose pés-
duplo-cego GC: 169 de prandial
maltodextrina/dia | Fome

Duragéo: 2 semanas

CT: colesterol total; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; ECR: Ensaio clinico randomizado; FOS:
frutooligossacarideos; GLP-1: peptideo semelhante ao glucagon 1; GT: grupo teste; GC: grupo controle; HbAlc:
hemoglobina glicada; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; HOMA IR: modelo de homeostase de resisténcia a
insulina; IMC: indice de massa corporal; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade; PYY: peptideo YY; TG:
triglicerideos; TTOG: teste de tolerancia oral a glicose.

Obesos com hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia tiveram redugdo nas
concentracdes plasmaticas de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade colesterol
(LDL-c) e TG quando consumiram 7 g/dia de inulina por 4 semanas (BALCAZAR-MUNOZ
etal., 2003).

Entretanto, revisdo sisteméatica com ensaios clinicos randomizados, observou que dos
onze ensaios avaliados, cinco apresentaram reducdes no TG e o0s seis demais ndo encontraram
qualquer alteracdo. Porém, apds meta-analise dos mesmos, o resultado foi contraditério com
relacdo ao efeito da suplementacdo de prebiodticos sobre concentracdes de TG, pois nao
apontou significancia estatistica a favor do consumo de prebidticos (KELLOW,
COUGHLAN; REID, 2014).

O AGCC propionato, produto da fermentacdo dos prebidticos, pode desempenhar
papel no metabolismo dos lipidios. No figado, esse AGCC pode contribuir para a inibicdo da
sintese de colesterol por alterar a atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG
CoA-redutase). Além disso, os prebioticos reduzem a glicemia que juntamente com a insulina
contribui para a lipogénese (PEREIRA; GIBSON, 2002; ROBERFROID, 2010; KELLOW,;
COUGHLAN; REID, 2014).

Os éacidos biliares provenientes da bile sdo liberados no intestino para emulsdo das
gorduras dietéticas e formacdo de micelas para absor¢do. Porem, quando desconjugados ou

hidroxilados pela microbiota intestinal tornam-se menos hidrofébicos limitando a sua
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absorcdo atraves da mucosa, ndo ocorrendo sua reabsorcdo, sendo excretado nas fezes. Desta
forma, novos &cidos biliares precisam ser sintetizados a partir do colesterol enddgeno,
impactando sobre as concentrac@es sanguineas de colesterol. O consumo de fibras também
pode desencadear esse processo (CONTERNO et al., 2011).

Dietas ricas em oligofrutose suscitam no aumento do conteldo intestinal de
Bifidobacterium spp. (CANI et al., 2007b). As bactérias Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium bifidum estdo associadas a desconjugacéo de acidos biliares e colesterol, pois
acidificam o meio precipitando os mesmos, como observado in vitro (KLAVER; VAN DER
MEER, 1993) podendo desencadear menor absorcao pelo individuo.

Como descrito anteriormente, dietas com elevado teor de gordura alteram a microbiota
e a permeabilidade intestinal tendo como consequéncia o aumento na concentracdo de LPS no
intestino e circulacdo desencadeando endotoxemia metabolica e RI (CANI et al., 2007a).

Revisdo sistematica apontou apds meta-analise que o consumo de prebioticos reduz
concentragfes plasmaéticas de glicose e insulina pds-prandiais em humanos (KELLOW,
COUGHLAN; REID, 2014). A suplementacdo de 10 g/dia de oligofrutose enriquecida com
inulina por 8 semanas em voluntarios com DM2 também promoveu reducdo plasmatica de
glicemia de jejum e hemoglobina glicada (HbAlc) (DEHGHAN et al., 2014).

Dewulf et al. (2013), em mulheres obesas, encontraram que a ingestdo de 16g de inulina
enriquecida com oligofrutose (50:50)/dia durante 12 semanas também promoveu melhoras na
glicemia ap0s teste de tolerancia oral a glicose. Outros ensaios clinicos também verificaram
melhoras na homeostase da glicose ap6s consumo de prebidticos (GENTA et al., 2009;
POURGHASSEM et al., 2013).

Por sofrerem fermentacdo coldnica como as fibras dietéticas, os prebidticos também
formam emulsdo tipo gel, complexando gordura e impedindo a acdo da lipase pancreatica,
reduzindo assim a absorcao intestinal desse macronutriente (SLAVIN, 2013).

Um beneficio adicional atribuido aos prebidticos, com importante impacto no
tratamento do exesso de peso, esté relacionado a capacidade destes de reduzirem a ingestdo
alimentar, a partir de sua interferéncia sobre a secrecdo de peptideos gastrintestinais
modulados pelos AGCC (ROBERFROID, 2010). Esses peptideos estdo envolvidos na
regulacao da sensacao de fome e saciedade através do eixo cérebro-intestino (CONTERNO et
al., 2011).

Reducdo no peso e IMC foram verificadas com o consumo de 10 g/dia de inulina,

durante 8 semanas, assim como redugdo na ingestdo de carboidratos, lipidios e calorias de
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acordo com os registros alimentares de mulheres com excesso de peso e DM2, comparados
aos do grupo controle (POURGHASSEM et al., 2013).

Trabalhos em humanos tém verificado alteracbes positivas nas concentragcdes de
peptideos gastrintestinais apds o consumo de prebidticos (CANI et al., 2009b; PARNELL,;
REIMER, 2009; VERHOEF et al., 2011) e redu¢do no consumo da ingestdo calorica
(POURGHASSEM et al., 2013; PARNELL; REIMER, 2009; DEHGHAN et al., 2014).

Ensaio em humanos com excesso de peso, que receberam 21 g/dia de oligofrutose
durante 12 semanas, encontrou reducdo no peso e gordura corporal. Essas observacfes foram
acompanhadas pelo menor ingestdo caldricas, aumento do horménio anorexigeno PYY e
reducdo do hormdnio orexigeno grelina nos individuos suplementados (PARNELL; REIMER,
2009).

Verhoef et al. (2011) observaram aumento nas concentracdes plasmaticas de PYY, apés
ingestdo de 16g de FOS/dia, em homens e mulheres eutroficos ou sobrepeso apos 13 dias em estudo
crossover. Desta forma, alterages nas concentracdes plasmaticas de hormonios com potencial
efeito sobre a saciedade podem justificar a redugdo no consumo energeético, a perda de peso e
de massa gorda, apo6s a utilizacdo de prebidticos.

Genta et al. (2009), estudando mulheres obesas com DM2 que consumiram 0,14 g de
FOS/kg de peso/dia (aproximadamente 12,59 de FOS) durante 17 semanas, identificaram
reducdo de peso corporal, IMC e aumento na saciedade, porém, o estudo ndo avaliou
hormdénios orexigenos e anorexigenos.

A suplementacdo com prebidtico ativa células L, localizadas no epitélio intestinal,
produtoras de GLP-1. Isto resulta em melhora na resposta glicémica e insulinémica, reduz
massa gorda e contribui para saciedade (DELZENNE, NEYRINCK; CANI, 2011). Cani et al.
(2009b) observaram aumento nas concentragdes plasmaticas de GLP-1, PYY e reducdo da
fome, apos teste de tolerancia a refeicdo, em individuos eutréficos que consumiram 16 g
diarias de frutanos derivados de raiz de chicoria, por 2 semanas. A liberacdo de GLP-2, que é
secretado juntamente com o GLP-1 pelas células L, implica em reducdo da inflamacdo de
baixo grau (pela diminuicdo nas concentrages de LPS e citocinas pro-inflamatdrias). Esta
menor absor¢do de LPS pela membrana do intestino é ocasionada pela maior expresséo e
atividade das proteinas envolvidas na jungdo da mucosa intestinal, ocludina e ZO-1 (CANI et
al., 2009a).

A ingestdo de prebidticos aumenta a secrecdo GLP-2. Estudo demonstrou que 0 GLP-
2 atua melhorando a barreira da mucosa intestinal por aumentar a expressdo das proteinas de

juncéo. Cani et al. (2009a) realizaram dois experimentos: no primeiro trataram camundongos
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obesos com prebidtico e observaram aumento na secre¢cdo de GLP-2 e reducdo da
endotoxemia, a qual foi associada a melhora da fungdo da membrana intestinal; no segundo,
trataram os camundongos obesos com prebioticos e antagonistas de GLP-2 e neste caso, ndo
observaram melhoras da inflamacao, sugerindo que o tratamento com o antagonista impediu o
GLP-2 de atuar sobre os mecanismos de melhora da integridade da barreira intestinal.

Em ensaios experimentais, a suplementagcdo com frutanos do tipo inulina, em roedores,
desempenhou papel sobre os peptideos produzidos pelas células L do TGI. A reducdo no
consumo de calorias e de gordura edipididimal nesses animais foi justificada pela
concomitante alteragdo nos hormonios da saciedade, como o GLP-1 e o PYY que se
encontravam elevados ap6s o consumo de prebidtico (DELZENNE et al., 2005).

A ingestdo de 10% do peso da dieta de oligofrutose juntamente com dieta HF mostrou
reduzir citocinas inflamatdrias e endotoxemia metabdlica e como resultado melhora da
sensibilidade a acdo da insulina, logo, melhora na tolerancia a glicose em camundongos
suplementados comparado aos controles que so receberam dieta HF (CANI et al., 2007b).

Sugerindo, portanto, que a reducdo da inflamacdo melhora a homeostase da glicose.

2.3.3 Probioticos: definicdo e caracteristicas

Bactérias probidticas podem ser definidas como “microrganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro”
(FAO/WHO, 2003).

As bactérias frequentemente utilizadas como probioticos pertencem ao género
Lactobacilos e Bifidobactérias. De acordo com a ANVISA as cepas permitidas com alegacdo
funcional para comercializacdo sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota,
Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis (incluindo a
subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum. A recomendacdo com base na porcao diaria de
microrganismos viaveis deve ser ingerida na quantidade de 10° a 10° unidades formadoras de
col6nia (UFC/g ou mL) (ANVISA, 2008).

A selecdo de microrganismos probioticos para ser adicionado a alimentos deve
considerar 0s seguintes critérios: ser capaz de sobreviver a degradacdo do ambiente &cido do
estdbmago e acido biliar; reproduzir e colonizar o intestino, e aderir ao epitélio intestinal
produzir metabdlitos para modulagdo da atividade metabdlica e estabilizar o equilibrio da
microbiota intestinal (GIBSON; FULLER, 2000).
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Estudos clinicos descrevem a utilizacdo de bactérias probidticas e indicam sua
capacidade em induzir alteracbes benéficas no TGl ou melhorar a funcionalidade das
comunidades microbianas preexistentes por meio de mecanismos como a competicdo por
nutrientes, producdo de substratos de crescimento ou inibicdo e, ainda, modulacdo da
imunidade intestinal (DE MORAES et al., 2014). Neste contexto, microrganismos probidticos
auxiliam no tratamento da Sindrome do Intestino Irritdvel (SII), constipagdo intestinal
(AGRAWAL et al., 2009; GUYONNET et al., 2007) e na reducdo de episodios diarreicos em
criancas hospitalizadas (ROSENFELDT et al., 2002).

2.3.3.1 Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp

O género Bifidobacterium pertence ao filo e classe Actinobacteria. Sao
microrganismos gram-positivos, nao formadores de esporos, desprovidos de flagelos, catalase
negativo e anaerdbico, sendo algumas cepas tolerantes a presenca do oxigénio (TURRONI et
al., 2011).

O género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes e classe dos Bacilos. Sdo gram-
positivos, anaerobicos facultativos, ndo formadores de esporos e pertencem ao grupo das
bactérias de acido lactico (BERNARDEAU et al., 2008).

Tanto as bifidobactérias quanto os lactobacilos auxiliam na manutencdo de uma
microbiota saudavel, pois produzem compostos decorrentes da atividade fermentativa como
acido lactico, peroxido de hidrogénio e acido acético, que reduzem o pH intestinal, inibindo a
multiplicacdo de bactérias patogénicas. Sdo bactérias importantes para 0 TGI de humanos e
mamiferos, sendo que suas quantidades variam de acordo com idade e padrdo alimentar
individual (MORAIS; JACOB, 2006).

Trabalhos recentes em modelos experimentais que avaliam o0s beneficios da
administracdo de Bifidobacterium spp. de forma isolada (mais especificadamente com a cepa
Bifidobacterium lactis) comecaram a ser desenvolvidos, entretanto, ndo ha indicios de
intervencdes em humanos utilizando apenas esta bactéria probiotica até o momento (AMAR
et al.,, 2011; BOMHOF et al., 2014; STENMAN et al., 2014). A maioria dos estudos que
utilizam  probioticos associa 0s géneros Lactobacillus spp. e Bifidobacterium
spp.(ANDREASEN et al., 2010; EJTAHED et al., 2011; EJTAHED et al., 2012).

Como os Lactobacillus spp. pertencem ao filo Firmicutes, pode ser que a utilizagdo do

género Bifidobacterium spp. possa ser mais promissora dentro do contexto de modular a
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microbiota na obesidade. Isto porque nesta condicdo clinica ja foram descritas alteragcdes no
perfil da microbiota intestinal, a saber: 1) aumento no filo Firmicutes, tanto em modelos
animais quanto em humanos (LEY et al., 2005; LEY et al., 2006); e 2) reducdo do conteido
intestinal de bifidobactérias em individuos obesos (SCHWIERTZ et al., 2010). Ademais,
estudo de Cani et al. (2007b) demonstram que o género Bifidobacterium spp. estd associado
positivamente a melhor tolerancia a glicose, secre¢do de insulina e redugdo da inflamagéo, por
reduzir a permeabilidade da mucosa do intestino (CANI et al., 2007b).

Pelo seu papel desempenhado na integridade da barreira intestinal, a partir do
incremento na expressdo de proteinas de juncdo intercelulares (CANI et al., 2009a) e por
melhorar parametros inflamatorios, associados a reducdo da endotoxemia (CANI et al.,
2007b), a utilizacdo de bifidobactérias parece ser promissora em intervencdes com humanos

obesos.

2.3.3.2 Efeitos do consumo de probidticos

Recentemente, os probioticos tém sido amplamente estudados (in vivo e in vitro) em
virtude da sua capacidade bioterapéutica sobre parametros associados a obesidade e ao DM2
(PANWAR et al., 2013). Investigacbes acerca da modulacdo da microbiota por meio de
probidticos estdo sendo desenvolvidas extensamente pela comunidade cientifica.

Atuacdes positivas dessa suplementagéo sdo evidenciadas no peso (WOODARD et al.,
2009; KADOOKA et al., 2010; DORIA et al., 2013; SHARAFEDTINOV et al., 2013),
composicdo corporal (KADOOKA et al.,, 2010; KADOOKA et al., 2013) e parametros
bioquimicos (EJTAHED et al.,, 2011; EJTAHED et al., 2012). A Tabela 2 apresenta alguns

ensaios com probidticos realizados em humanos com ou sem excesso de peso.
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Tabela 2. Efeito do consumo de probidticos sobre salde metabolica, pardmetros
antropométricos e consumo energético em individuos com excesso de peso ou eutroficos.

Autor/Ano  Populacéo Desenhodo  Intervencéo Resultados
estudo (tipo/dose/tempo)
Ataide-Jafari n=14 ECR, GT: 300g iogurte/dia contendo | CT
et al., 2009 individuos Crossover, Lactobacillus acidophilus e <~ LDL-c, HDL-c,
eutréficos com  simples-cego  Bifidobacterium lactis TG
hipercolestero- GC: 300g iogurte sem <> consumo
lemia probidtico/dia energético
Duracéo: 6 semanas
Washout: 4 semanas
Ejtahed et n=60 homens ECR, GT: iogurtes com | CT, LDL-c,
al., 2011 e mulheres paralelo, Lactobacillus CT/HDL-c e LDL-
com DM2 duplo-cego acidophilus La5 (1,85 x 10° c/HDL-c
UFC/g ) e Bifidobacterium. TG e HDL-C
lactis Bb12 (1,79x 106 UFC/g) «»Consumo
GC: iogurte placebo calorico
Duragdo: 6 semanas
Kadooka et n=87 homens ECR, GT: leite fermentado contendo l massa gorda,
al., 2010 e mulheres paralelo, probidtico (5 x 10*° UFC de gordura
COM excesso duplo-cego, | actobacillus gasseri subcutanea,
de peso multicéntrico  SBT2055/ 100g) visceral e total,
GC: Leite fermentado controle ~ P%0 corporal, PC e
) perimetro do
100g 2~vezes ao dia quadril.
Duragdo: 12 semanas
Kadookaet  n=210 homens ECR, duplo- g1 Leite fermentado contendo | da area de
al., 2013 e mulheres, cego, probidtico Lactobacillus gordura abdominal,
com PC > paralelo, gasseri SBT2055 10'UFC massa gorda, IMC
80cm multicéntrico G2: Lactobacillus gasseri ePCemGle G2
SBT2055 10° UFC
GC: Leite fermentado controle
100g/2 vezes ao dia
Duracéo: 12 semanas
Jungetal,  n=57homens  ECR, GT: Capsula de probidticos —peso, IMC e CC
2013 e mulheres paralelo, contendo Lactobacillus gasseri ., olicemia d
COMm excesso duplo-cego 10 5 > gicerma de
p g BRN17 (10 UFC) e pO de Jejum, HbAlC e
de peso ou enchimento (50% trealose, perfil lipidico
obesidade e 25% leite desnatado e 25%
glicemia de FOS) JIMC e PC no GT
jejum o comparados com
> 100mg/dL GC: Capsula placebo contendo g5 dados basais

p6 de enchimento

6 capsulas/dia (2 unidades 30
min. antes das grandes
refeicdes)

Duragéo: 12 semanas

|HbAlc e HDL-c
no GC comparados
com os dados
basais
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Sharafedtinov N=40 homens  ECR, GT: Dieta hipocaldrica + | peso e IMC
etal, 2013 € mulheres, controlado,  gueijo contendo probiético <> perfil lipidico,
obesos paralelo, (1,5 x 10** de Lactobacillus glicemia de jejum
hipertensos duplo-cego plantarum)
GC: Dieta hipocalorica +
queijo sem probiotico
50g de queijo/dia
Duracéo: 3 semanas
Sanchez,et  n=125homens ECR, 2 fases «<>peso corporal e
al., 2014 e mulheres, controlado, 12 fase GT: dieta hipocalérica  massa gorda
obesos paralelo, (restricdo de 500 kcal/dia) + <> perfil lipidico,
duplo-cego capsula de probidtico (1,62 x glicemia e insulina
10° Lactobacillus rhamnosus,  de jejum
300mg de oligofrutose e <> consumo
inulina e 3mg de estearato de energeético
magnésio) | peso corporal no
12 fase GC: dieta hipocal6rica  sexo feminino
(restricdo de 500 kcal/dia) | de massa gorda
(250mg de maltodextrina e sexo feminino apds
3mg de estearato de 1%fase
magnésio);
2%fase GC e GT: Plano
alimentar sem restricéo
(manutencéo de peso)
2 capsulas/dia
Duracéo: cada fase durou 12
semanas (total de 24 semanas)
Andreasen et n=45homens ECR, GT: cépsulas com Preservacédo da
al., 2010 com e sem paralelo, Lactobacillus acidophilus sensibilidade a
intoleranciaa  duplo-cego ~ NCFM (10'° UFC) insulina apds
glicose e GC: céapsula placebo (diéxido  Clamp
DM2. de silicio e a lactose)
Duragéo: 4 semanas
Ejtahed et n=60 homens ECR, GT: iogurtes com | glicemia de
al., 2012 e mulheres paralelo, Lactobacillus jejum e HbAlc
com DM2 duplo-cego acidophilus La5 (1,85 x10°

UFC/g) e Bifidobacterium.
lactis Bb12 (1,79x 106 UFC/g)
GC: iogurte placebo

Duracéo: 6 semanas

CT: colesterol total; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; ECR: Ensaio clinico randomizado; GT: grupo teste; GC:
grupo controle; HbAlc: hemoglobina glicada; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; IMC: indice de massa
corporal; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade; PC: Perimetro da cintura; TG: triglicerideos.

Bactérias probidticas (Bifidobacterium lactis e Lactobacillus acidophilus) foram

utilizadas em um estudo crossover com individuos hipercolesterolémicos. Esses foram

randomizados em dois grupos (iogurte placebo ou iogurte probidtico) e permaneceram
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durante 6 semanas em cada fase com washout de 4 semanas. Ao final, o CT reduziu
significativamente apds o consumo do iogurte contendo probidtico (ATAIDE-JAFARI et al.,
2009).

Ejtahed et al. (2011) verificaram em individuos com DM2 e LDL-c superior a 100
mg/dL, que receberam 300g de iogurte contendo Bifidobacterium lactis Bb12 1,19 x 10°
UFC/g e Lactobacillus acidophilus La5 1,05 x 10°® UFC/g por seis semanas, reducdo nas
concentracdes plasmaticas de CT, LDL-c e na relacdo CT/lipoproteina de alta densidade
colesterol (HDL-c) e LDL-c/HDL-c comparados aos controles que receberam iogurte sem
probidtico.

O mecanismo proposto envolvido na reducdo das concentracdes de colesterol é a
assimilacdo do mesmo pelas bactérias probidticas, como anteriormente comentado. Os AGCC
produzidos pelos probioticos intestinais mediante fermentacdo inibem a sintese de colesterol
enddgeno. Ademais, essas bactérias também atuam na desconjugacdo dos sais biliares
interferindo, desta forma, na cirulacdo entero-hepética da bile, desecadeando redugdo do
colesterol sanguineo que sera utilizado na sintese de novos sais biliares (PEREIRA; GIBSON,
2002).

A hipétese de que a suplementacdo de probidticos possa atuar sobre o peso corporal
também tém sido verificada em estudos experimentais e com humanos. Estudo duplo-cego,
controlado, utilizou 5 x 10° UFC/100g de Lacbtobacilus gasseri SBT2055, fornecido a 87
individuos com excesso de peso, em 200g de leite fermentado evidenciou reducdo de peso
corporal, IMC, perimetro da cntura (PC), gordura visceral e subcutdnea. Os autores
consideram que o Lactobacillus gasseri SBT2055 utilizado no ensaio tém uma influéncia
sobre o metabolismo energético e estado inflamatorio do individuo, pois esse probidtico tem
capacidade de se estabelecer no intestino dos seres humanos e melhorar o ambiente intestinal
e em conjunto com a sua capacidade de diminuir a absorcao de lipidios pode levar a reducao
na gordura abdominal (KADOOKA et al., 2010).

O mesmo grupo de pesquisadores em 2013, com as caracteristicas do estudo
supracitado, em 210 individuos com excesso de peso, observaram que tanto as quantidades de
10° e 107 UFC/100g de leite fermentado foram efetivas na reducdo da adiposidade no grupo
tratado (KADOOKA et al., 2013). Em ambos os estudos ndo houve alteracdo na ingestdo
caldrica pelos voluntarios, o que demonstrou que esses efeitos foram ocasionados pelas
bactérias oferecidas, independentes de restrigdo calorica.

Jung et al. (2013), encontraram associa¢do entre 0 consumo de bactérias probidticas,

fornecida em capsula na concentracdo de 10"° UFC de Lactobacillus gasseri BRN17 (cepa
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isolada a partir do leite humano), com a reducdo do IMC, perimetro da cintura (PC) e ligeira
reducdo de peso (ndo significativa) apds intervencdo controlada por 12 semanas em

individuos com sobrepeso e obesidade.

Sharafedtinov et al. (2013) econtraram que a associacdo de dieta hipocalorica + 50g
queijo contendo probiético (1,5 x 10 de Lactobacillus plantarum) reduziu peso e IMC de

homens e mulheres obesos e hipertensos ap6s 3 semanas de consumo.

Restricdo calérica de 500 kcal/dia juntamente com cépsula de probiético (1,62 x 10°
Lactobacillus rhamnosus, 300mg de oligofrutose e inulina e 3 mg de estearato de magnésio)
por 12 semnas ocasionou reducdo de IMC e massa gorda em mulheres obesas (SANCHEZ et
al., 2014).

Contudo, parece que o efeito dessas bactérias probioticas sobre o peso corporal é
dependente de espécie como descrito na meta-analise conduzida por Million et al. (2012b),
entretanto, esta revisdo apresentou limitagdes por incluir estudos experimentais e com
humanos.

De posse desta informacao, revisdo sistematica com ensaios clinicos randomizados foi
realizada com intuito de identificar espécies de lactobacilos que se relacionaram com perda de
peso em humanos com excesso de peso (ANEXO 1). Esta revisdo elaborada por nosso grupo
e recentemente aceita para publicacdo encontrou que as espécies de Lactobacillus gasseri
podem promover reducdo de peso assim como observado nas cepas Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus rhamnosus quando associadas a dieta hipocaldrica, e as cepas de Lactobacillus
acidophilus e Lactobacillus casei quando administradas em associacdo a compostos fenolicos
promoveram perda de peso e/ou massa gorda em individuos com excesso de peso. Os
resultados divergentes podem ser causados pelas diferentes cepas de lactobacillus utilizadas,
pela associacdo dos probidticos com outros compostos e, possivelmente, pelas quantidades
ofertadas.

Apesar dos beneficios citados em estudos experimentais, em humanos esse efeito
antidiabético ainda ndo estd muito bem descrito devido aos poucos estudos disponiveis,
porém, alguns trabalhos ja& indicam um papel positivo da utilizacdo de bactérias probidticas no
DM2 (PANWAR et al., 2013).

Estudo placebo-controlado avaliou o efeito da suplementacdo com capsulas de
Lactobacillus acidophillus NCFM 10' UFC por 4 semanas sobre a sensibilidade & insulina
apos utilizacdo de bragadeiras hiperinsulinémica-euglicémica (técnica do clamp). O grupo

suplementado era composto por 20 individuos (dos quais dez possuiam tolerancia normal a
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glicose, trés tinham intoleréncia a glicose e oito eram DM2) enquanto o grupo placebo era
composto por 24 individuos (sendo que doze deles apresentavam tolerancia normal a glicose,
dois eram intolerantes e dez tinham DM2). Os autores constataram apos teste de tolerancia
oral a glicose (TTOG) que o grupo suplementado teve sensibilidade a insulina preservada e a
diminuicdo da sensibilidade a insulina revertida apds utilizacdo de Lactobacillus acidophilus
NCFM (ANDREASEN et al., 2010).

Ensaio clinico, randomizado, controlado com suplementacdo de 300g de iogurte
contendo Bifidobacterium lactis Bb12 1,79 x 10° UFC/g e Lactobacillus acidophilus La5
1,85x10° UFC/g por seis semanas, em individuos com DM2, resultou em reducéo da HbAlc e
glicemia de jejum, no grupo suplementado. Além desta constatagdo, o estudo também
encontrou aumento na atividade da glutationa peroxidase e superoxido dismutase mostrando
beneficio do emprego dessas bactérias na reducdo do estresse oxidativo, propondo o efeito
benéfico desse iogurte sob a progressdo do DM2 (EJTAHED et al., 2012).

Os sistemas precisos envolvidos nos efeitos antidiabéticos de probidticos sdo ainda
desconhecidos. Ejtahed et al. (2012) sugerem que esses efeitos podem ser parcialmente
relacionados com a reducao do estresse oxidativo, mediado por probioticos.

Em modelos experimentais também foram observados associacdo do consumo de
probidtico e varidveis metabdlicas. O consumo de probidtico contendo Lactobacillus
acidophilus e Lactobacillus casei por oito semanas retardou o inicio da dislipidemia em ratos
com diabetes induzida por frutose, comparado ao grupo ndo suplementado (YADAYV et al.,
2007).

Hamad et al. (2009), em ensaio experimental, mostraram aumento na excregdo de
gordura nas fezes de ratos alimentados com leite fermentando contendo a cepa Lacbtobacilus
gasseri SBT2055 em comparag¢do com seus controles. Os possiveis mecanismos envolvidos
na reducdo de peso e tecido adiposo se relacionam com menor absorcao de gordura e aumento
da excrecdo de &cidos graxos nas fezes.

Em ensaio com camundongos que receberam dieta HF, a suplementacdo com
probidtico Bifidobacterium lactis 420 10° UFC, por 4 semanas, promoveu menor ganho
ponderal e acimulo de gordura comparado aos camundongos controles que receberam dieta
HF e os camundongos que receberam dieta normal. Os autores sugerem que os resultados
possam ter se dado em virtude da reducdo do consumo, contudo a ingestdo calorica dos
animais ndo foi mensurada no estudo (STENMAN et al., 2014).

Diferentes ensaios em modelos animais tém sido desenvolvidos a fim de identificar os
beneficios das bactérias probioticas no DM2 (PANWAR et al., 2013). Estudo em ratos, com
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DM2 induzida por frutose (21% de frutose em &gua), encontrou atraso no aparecimento de
intolerancia a glicose, hiperglicemia, hiperinsulinemia e estress oxidativo no grupo
suplementados com Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei por 8 semanas quando
comparados aos controles (YADAV et al., 2007).

Chen et al. (2012) constataram em ratos Wistar, com sindrome metabdlica induzida
por dieta HF, melhora da sensibilidade & insulina no grupo suplementado com 5 x 10® UFC de
Bifidobacterium adolescentis/12 semanas. Os pesquisadores também encontraram que 0 peso
do pancreas do grupo tratado ndo diferiu do seu controle, mas diferiu do grupo tratado apenas
com dieta HF (sendo o peso do pancreas do grupo suplementado maior), sugerindo que esse
fato pode ter se dado em fungdo da melhora da sensibilidade a insulina desses animais, uma
vez que estudos ja relatam decréscimo da massa de células B relacionado com a perda da
sensibilidade a insulina. Os autores propdem que a melhora da sensibilidade a insulina possa
ter ocorrido pelo aumento da secrecdo do horménio incretina, GLP-1 (CHEN et al., 2012),
sugerindo um efeito protetor dessa bactéria ainda que sob ingestao de gordura.

Melhoras no perfil inflamatério e na sensibilidade a insulina, em ratos alimentados
com dieta HF suplementados com Bifidobacterium animalis lactis 420 1x10° UFC / 30 dias
foi encontrado por Amar et al. (2011). Os autores sugerem que a reversdao do diabetes por
tratamento probidtico ocorre pela normalizacdo da disbiose (apesar de ndo terem encontrado
aumento significativo de Bifidobacterium spp. na mucosa de ratos suplementados quando
comparado aos controles ndo tratados).

Estudo recente em camundongos C57BI/6J, utilizou dois modelos experimentais. O
primeiro com diabetes induzida por dieta cetogénica (72% de gordura) que apos tratamento
com Bifidobacterium lactis 420 10° UFC por 4 semanas tiveram reducéo da endotoxemia
metabolica (LPS plasmatico) comparado ao controle, essa reducéo da endotoxemia se deu em
virtude da melhora na integridade da mucosa intestinal devido a modula¢do na microbiota. O
segundo modelo com obesidade induzida por dietas HF (60% de gordura) juntamente com
suplementacéo de Bifidobacterium lactis 420 10° UFC por 6 semanas encontrou reducéo na
glicemia plasmatica , ap6s teste de tolerancia a glicose intraperitoneal, quando comparado ao
grupo que recebeu apenas dieta HF evidenciando que essa bactéria promoveu melhora na
tolerancia a glicose (STENMAN et al., 2014).
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2.3.4 Simbidticos: definicdo e caracteristicas

Quando combinados, os probioticos e prebioticos ddo origem aos simbidticos, uma
interacdo dos mesmos pode ser favorecida pelo substrato fornecido na forma de prebidtico
(KOLIDA; GIBSON, 2011). Uma questdo € que a formulacdo de produtos com caracteristicas
simbidticas deve ser feita de maneira criteriosa a fim de garantir a viabilidade e estabilidade
do mesmo. Comumente, esses sdo de origem lactea, como iogurtes, contendo prebiotico e
probidtico (KOLIDA; GIBSON, 2011).

Em virtude dos beneficios propostos pelo consumo tanto de prebiodticos quanto de
probiodticos em diversas varidveis analisadas pelos estudos descritos acima, é provavel que a
utilizacdo dos dois em conjunto possa promover e/ou potencializar esses efeitos.

Alguns estudos sugerem que 0s simbidticos podem ter efeito antiobesidade. A maioria
dos estudos investiga o efeito do prebidtico e probidtico separadamente e ndo em sinergismo.
IntervencBes com simbidticos em humanos ja mostrou melhorar concentragfes sanguineas de
glicose (MOROTI et al., 2012); aumentar o contetdo intestinal de bifidobactérias (MORELLI
et al., 2003; VAN ZANTEN et al., 2014) e melhorar parametros inflamatdrios com reducéo
de citocinas pro-inflamatorias (KELISHADI et al., 2014).

Poucos trabalhos investigam a acdo dos simbidticos sobre a obesidade e suas
comorbidades. Ademais, ha grande heterogeneidade com relacdo as cepas probidticas
utilizadas bem como ao tipo e quantidade de prebidtico ideal. Estudos a seguir demonstram

alguns beneficios encontrados apos utilizacédo de simbiotico.

2.3.4.1 Efeitos da utilizacao de simbi6tico

A Tabela 3 mostra alguns dados de ensaios e estudos clinicos em diferentes estados

nutricionais com a suplementacdo de simbiético.
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Tabela 3. Efeito do consumo de simbidticos sobre salde metabolica, pardmetros
antropométricos e consumo energético em individuos com excesso de peso ou eutroficos.

Autor/Ano Populacéo Desenho do  Intervencgdo Resultados
estudo (tipo/dose/tempo)
Moroti et n=18 ECR, GT: shake Lactobacillus | CT, TG
al., 2012 mulheres com controlado,  acidophilus 4 x10°UFC/mL, 4 | glicemia de jejum
DM2 com paralelo, x 108 UFC/mL
hiperlipidemia duplo-cego  Bifidobacterium bifidum e 1g
mista FOS/100mL
GC: shake sem probidtico e
prebiotico
Consumo de 200 mL/dia
Duracéo: 4 semanas
Kelishadi et  n=56 criangas ECR, GT: capsula com 2 x 10° | Peso corporal,
al., 2014 e adolescentes controlado, UFC/dia Lactobacillus casei, IMC e PC
com excesso  paralelo, Lactobacillus rhamnosus, < Consumo
de peso triplo-cego  Streptococcus thermophilus, energeético
Bifidobacterium breve, <> TNF-a, IL-6
Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium longum,
Lactobacillus bulgaricus e
FOS (sem quantidade
mencionada)
GC: capsula com
maltodextrina (sem quantidade
mencionada)
Duragéo: 8 semanas
Eslamparast n=38 homens ECR, GT: cépsulas Lactobacillus | CT, TG nos dois
etal., 2014 e mulheres controlado,  casei, Lactobacillus 1 HDL-C nos dois
com sindrome  paralelo, rhamnosus, Streptococcus grupos
metabolica duplo-cego  thermophilus, Bifidobacterium | glicemia de jejum
breve, Lactobacillus e HOMA-IR
acidophilus, Bifidobacterium < IMC, PC
longum e Lactobacillus <>CONSuMmo
bulgaricus (2x10° UFC) e energético
250mg de FOS/dia
GC: capsula placebo
Associado a atividade fisica
(4-5 vezes/semana) e dieta
Duracéo: 28 semanas.
Shakeri et n=78 homens ECR, GT1: Lactobacillus | TG, VLDL-c,
al., 2014 e mulheres controlado,  sporogenes (1x 10 UFC/g)e ~ CT/HDL-c
com DM2 paralelo, 0,07 g de inulina/g de péo. 1 HDL-C
duplo-cego  GT2: Lactobacillus <> glicemia de

sporogenes (1x 10° UFC/g).
GC: Pao placebo

Consumo de 120g de péo/dia
Duragéo: 8 semanas

jejum, CT, LDL-c
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Asemi etal.,, n=62homens ECR, GT: composto simbidtico <> peso corporal e
2014 e mulheres controlado,  Lactobacillus sporogenes (1x  IMC
com DM2 Crossover, 10" UFC), 0,04 g inulina com | insulina de jejum
duplo-cego  0,38g isomalte, 0,369 sorbitol < glicemia de
e 0,05g stévia/ 1g jejum, HOMA-IR
GC: as mesmas substancias > perfil lipidico

sem probidticos e prebidticos | PCR
Orientag&o para consumo de 3

pacotes de 9g/dia

Duracdo: 6 semanas

Washout: 3 semanas

Pefia et al., n=40 ECR, GT: saché comlg « TG, HDL-c,
2014 mulheres e controlado,  Bifidobacterium lactis (10" LDL-c, CT, glicemia
homens paralelo, UFC) + 8g oligofrutose de jejum, insulina de
obesos duplo-cego  GC: saché com 9g de jejum, PCR, IL-6,
maltodextrina LBP, sCD14 e
Durag&o: 6 semanas HOMA IR

«— IMC, massa
gorda, PC e pressdo
arterial

CT: colesterol total; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; ECR: Ensaio clinico randomizado; FOS:
frutooligossacarideos; GT: grupo teste; GC: grupo controle; HbAlc: hemoglobina glicada; HDL-c: lipoproteina
de alta densidade; HOMA IR: modelo de homeostase de resisténcia a insulina; IL-6: interleucina 6; IMC: indice
de massa corporal; LBP: proteina ligadora de lipopolissacarideo; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade; PCR:
proteina C reativa; sCD14: receptor CD14 sollvel; TG: triglicerideos; VLDL-c: lipoproteina de muito baixa
densidade.

Moroti et al. (2012) avaliaram a eficacia de um shake simbiético (10° UFC/mL
Lactobacillus acidophilus, 108 UFC/mL Bifidobacterium bifidum e 2 g oligofrutose)
consumido 2 vezes ao dia, em idosas com DM2 e dislipidemia leve em estudo duplo-cego,
placebo-controlado. Apds trinta dias de ingestdo glicemia de jejum reduziu e houve aumentou
nas concentracdes plasmaticas de HDL-c no grupo tratado.

A utilizacdo de simbidtico por criancas e adolescentes com sobrepeso e obesidade
ap6s intervencdo com capsulas simbidticas (2 x 10® UFC/dia Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium longum, Lactobacillus bulgaricus e FOS), durante oito semanas,
promoveu reducdo de peso, IMC e PC, embora os autores ndo tenham observado alteracdo no
consumo energético e nivel de atividade fisica praticada pelos participantes (KELISHADI et
al., 2014).

Estudo piloto, duplo-cego, randomizado, placebo-controlado, conduzido com 38
humanos com sindrome metabdlica avaliou o impacto da utilizacdo de simbiotico (cipsula

contendo 2 x 10®° UFC de Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus
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thermophilus, Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum e
Lactobacillus bulgaricuse e 250 mg de FOS) por 28 semanas sobre a RI e parametros
lipidicos. Os autores encontraram reducdes significativas nas concentracdes de glicemia de
jejum, insulina e melhora no HOMA-IR. As concentra¢fes plasmaticas de CT e TG reduziram
em ambos 0s grupos, contudo, a média de reducdo foi maior o grupo simbiotico. Ndo houve
alteracdo no IMC e LDL-c. Os resultados indicam que a suplementacéo de simbi6tico pode
aumentar a eficacia terapéutica no tratamento sindrome metabdlica e na Rl (ESLAMPARAST
etal., 2014).

Em individuos obesos com DM2 houve reducéo de TG e aumento de HDL-c com a
ingestdo de pao simbiético contendo Lactobacillus sporogenes (1x 10° UFC/g) e 0,07 g de
inulina/g de pdo durante 8 semanas, mas nao observou altera¢do na glicemia de jejum e CT
(SHAKERI et al., 2014). Asemi et al. (2014) com a mesma cepa probidtica e prebidtico
acima, com quantidades menores (10’ UFC e 0,360 g) em um crossover de 6 semanas, ndo
encontaram melhoras nos parametros lipidicos.

Pend et al. (2014) entretanto, ndo encontraram alteracdes nos parametros bioguimicos,
antropométricos e inflamatérios avaliados apés consumo de Bifidobacterium lactis (10™°
UFC) e 8g oligofrutose, por 6 semanas, em individuos obesos. Cabe resaltar que este é o
unico estudo, até o momento, que utilizou como simbidtico apenas essa espécie de bactéria
probidtica em associagdo a esse prebidtico em humanos obesos.

Pesquisa desenvolvida em ratos com obesidade induzida por dieta comparou, em um
estudo controlado, a administracdo de probidtico, prebidtico e simbidtico durante oito
semanas sobre varidveis bioquimicas, antropométrica e de microbiota cecal. A bactéria
probidtica utilizada no estudo foi a Bifidobacterium animalis spp. lactis BB-12 (10'° UFC),
fornecida por gavagem por oito semanas. O prebidtico fornecido foi a oligofrutose (10% do
peso da dieta). O grupo simbidtico recebeu a associacdo dos dois anteriores nas mesmas
quantidades. O grupo prebiotico apresentou reducao significativa na energia ingerida, no peso
corporal e na gordura corporal. Ambos os grupos tiveram melhoras nas concentracdes de
glicose plasmatica, porém, apenas 0 grupo prebidtico obteve aumento significativo no
conteddo de Bifidobacterium spp (BOMHOF et al., 2014).
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2.4 Justificativa

Tendo em vista a problemética da obesidade e suas comorbidades, alternativas
coadjuvantes no tratamento e/ou reducdo do risco no desenvolvimento destas se fazem cada
vez mais necessarias. Neste sentido, a modulagdo da microbiota intestinal parece ser uma
proposta promissora no que tange o peso coropral e varidveis associadas a obesidade.

A heterogeneidade dos ensaios com relacdo a cepa probiotica, ao prebiotico, tempo de
intervencdo e perfil da populacdo utilizada apontam resultados divergentes. Como 0s
resultados encontrados sugerem ser cepa dependente, avaliar cepas isoladas seguidas de sua
associacdo parece ser ponto de partida para posteriores combinacGes de probioticos e
prebidticos. A literatura é escassa em estudos de intervencdo com simbidticos objetivando
controle glicémico, perda de peso e modulacdo da microbiota intestinal em individuos obesos.
Nessa continuidade, destaca-se a necessidade de mais investigacdes acerca da utilizagdo de
simbidticos na obesidade e suas comorbidades.

2.5 Objetivos

2.5.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do consumo de simbidtico por mulheres obesas no peso corporal e
variaveis associadas a obesidade.

2.5.2 Objetivos especificos

Comparar intra e entre os grupos de estudo, antes e apds a intervencao:

e as variaveis antropomeétricas, de composi¢do corporal e de pressdo arterial: peso, IMC,
massa magra, massa gorda, perimetro da cintura e pressao arterial sistolica e
diastdlica.

e as variaveis laboratoriais: glicemia de jejum, insulina de jejum, lipidograma, HOMA—
IR.

e 0s componentes dietéticos ingeridos: valor energetico, carboidrato, lipidio, proteina,

gordura monoinsaturada, poli-insaturada, gordura saturada, colesterol e fibras.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1.Delineamento experimental

Trata-se de um ensaio clinico, duplo-cego, randomizado, paralelo, placebo-controlado
com duracdo de 8 semanas. O presente projeto esta inserido em um estudo maior intitulado
“Influéncia da microbiota na perda de peso e no controle glicémico de mulheres obesas”,
registrado no www.ClinicalTrials.gov, Access Number: NTC02505854, este contempla
intervencdo com probidtico e simbidtico, compartilhando o mesmo grupo controle. Por essa
razdo, a técnica de randomizacdo utilizada foi em blocos que se caracteriza pela formagéo de
blocos de nimero fixo de individuos, de igual tamanho, dentro dos quais sdo distribuidos os
tratamentos em questdo, bloco por bloco, até o término do processo de alocacdo de
participantes da pesquisa (ESCOSTEGUY, 1999).

3.2 Considerac0es éticas

O projeto “Influéncia da microbiota na perda de peso ¢ no controle glicémico de
mulheres obesas” foi aprovado em 09/08/2014, sob protocolo n°104-14, pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/ UFRJ)
(ANEXO 2).

3.3 Local do estudo

O estudo foi realizado na cidade do Rio de Janeiro-RJ no Centro de Ciéncias da Salide
(CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

3.4 Populacéo e amostra

Foram elegiveis mulheres adultas em idade fértil, com obesidade classe | e Il (IMC
entre 30 e 39,9 kg/m?) (WHO, 2000), de qualquer raca ou cor.

O recrutamento foi realizado por meio de divulgagéo do cartaz de pesquisa na pagina
do INJC em rede social (facebook®). As mulheres interessadas foram direcionadas a um

questionario de triagem com perguntas pertinentes (ANEXO 3).
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Ap0s o preenchimento, a equipe de pesquisa tinha acesso as informacdes fornecidas, e
por meio delas, selecionava as voluntarias aptas ou ndo a pesquisa. As que preenchiam os
critérios eram contactadas por e-mail ou telefone, quando o primeiro era inviavel. Aquelas
que ndo atendiam aos critérios de elegibilidade eram informadas de que ndo poderiam
participar da pesquisa por meio de e-mail.

A meta amostral foi definida, em 60 mulheres sendo 20 por grupo, por conveniéncia
com base em ensaios com desenho experimental semelhantes como o de Moroti et al. (2012),
Ejtahed et al. (2012) e Eslamparast et al. (2014) que utilizaram 10, 15 e 19 voluntarios por
grupo, respectivamente. Entretanto, considerando o periodo de julho a dezembro de 2015
concluiram o estudo 32 voluntarias, distribuidas em trés grupos: prébidtico (n=10), simbidtico
(n=11) e controle (n=11).

Né&o foram elegiveis para o estudo mulheres com diagndstico clinico de: hepatopatias;
cardiopatiass; nefropatias; com distlrbios tireoidianos; cancer; doenca inflamatdria intestinal;
em uso de suplementos probiotico, prebidtico e simbidticos; em uso de medicamentos
hipocolesterolemiantes, antidepressivos, diuréticos, antibioticos, antiacidos, bloqueadores H2
ou inibidores de bomba de prétons, enzimas digestivas ou hipoglicemiantes orais; fumantes;
gestantes; lactantes; menopausadas; com idades < 25 e >50 anos devido ao periodo fertil
necessario a pesquisa e de outra cidade que néo da capital do Rio de Janeiro.

3.5 Esquema geral do estudo

Apds contato com as voluntarias era agendada uma reunido geral na qual eram
explicados os objetivos e etapas da pesquisa e sanadas as duvidas. Aquelas com interesse em
participar assinavam o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) (ANEXO 4). Nesta
ocasido, as voluntarias receberam orientagdes quanto: ao preenchimento do registro dietético
de trés dias, a manutencdo de suas atividades fisicas habituais e a marcacdo da primeira
consulta. Todas as voluntarias eram orientadas a se abster do consumo de iogurte, leite
fermentado e quaisquer suplementos probidticos, prebidticos ou simbéticos durante a
pesquisa.

Na primeira consulta as voluntarias coletavam sangue no Laboratério de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia (LACFAR) da UFRJ e recebiam consulta nutricional no
Laboratorio de Avaliacdo Nutricional (LANUTRI) do INJC. Nesta ocasido respondiam a um

questionario de informacg6es gerais (ANEXO 5), realizavam antropometria, afericdo da PA,
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exame de composicdo corporal e preenchiam 3 questionarios: o internacional de atividades
fisicas (IPAQ) na forma curta, o de sintomas gastrointestinais (escala Likert) e o de
consisténcia das fezes (escala de Bristol). Ademais, entregavam e tinham seus registros
alimentares de trés dias conferidos, além de receber o plano dietético hipocaldrico, com as
devidas orientagdes e os suplementos a serem consumidos.

Ao final da consulta era agendada a reconsulta que acontecia quinzenalmente. Em
cada encontro era realizada a avaliacdo antropométrica e de adesdo ao plano alimentar, aferida
a pressao arterial (PA) e aplicados questionarios de sintomas gastrointestinais e de
consisténcia das fezes. Em cada reconsulta eram entregues mais suplementos e agendada

reconsulta. O Quadro 1 ilustra a esquematizacéo do estudo de acordo com cada encontro.

Quadro 1 - Esquema geral do estudo.

< g o 2 | 24
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Consultas £ 5 = 8 ¢ aF 2 2
n o ! ~ E ~—~ 8_ 1 \8_ 1
~ ~ T n (1] (=] o < N
© © ~ ®© =3 — © — ®©
T @ 33 8ol S5 S S
Variaveis 2o = S = £ b=
£ = LS S 5 S &
o (% @ =y o ° o
Avaliacéo antropomeétrica (peso, X X X X X
estatura, IMC e PC)
Presséo arterial X X X X X
Avaliagao dos sintomas X X X X X
gastrointestinais
Escala de Bristol X X X X X
Avaliacéo do consumo dietético X X
Avaliacdo da atividade fisica X X
Avaliagio laboratorial X X
Avaliagio da composicdo corporal X X
Entrega de suplemento X X X X

3.6 Intervencao e tratamento dietético

As voluntarias foram randomizadas em 3 grupos. Por se tratar de um estudo maior, a
randomizacéo foi realizada em blocos de 3 de modo que cada voluntaria era alocada no grupo
probiético, simbidtico e placebo aleatoriamente. Para este estudo apenas foram considerados
0s grupos simbidtico e placebo. O grupo tratamento recebeu capsulas gastro resistentes
contendo o probidtico Bifidobacterium lactis (UBBLa-70 MTCC 5400) na concentracdo de
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1x10° UFC (ANVISA, 2008) manipulados por uma farmacia de manipulacio da cidade do
Rio de Janeiro, Homeopatia Quintesséncia, e sachés contendo o prebidtico 5 g de FOS
(originaria do Chile) adquiridos de um fornecedor brasileiro e envasado por uma farmacia de
manipulacdo da cidade do Rio de Janeiro, Officilab. O grupo placebo recebeu capsulas
placebo (contendo gelatina) e sachés placebo (contendo 5 g de maltodextrina) como descrito
na literatura (POURGHASSEM et al., 2013).

As cépsulas e os sachés eram de coloracdo e tamanhos idénticos. As voluntarias foram
instruidas a ingerir a capsula mais o saché, juntos, apos o desjejum, uma vez ao dia. O
contedo do saché era diluido em &gua. Por ndo existir na literatura uma quantidade de
prebidtico minima para considerar um suplemento simbiodtico, a dose de FOS (5g) foi
determinada com base no estudo de Sivieri et al. (2014), no qual avaliaram que 5g de FOS em
Simulador de Ecossistema Intestinal Humano (aparelho SHIME) foi suficiente para promover
aumento na populacdo de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.

Para a avaliacdo da adesdo a suplementagdo, as voluntarias foram orientadas a levarem
0s sachés e capsulas remanescentes, em cada reconsulta, para que fosse realizada uma
contagem de ambos e assim registrado o quanto foi ingerido de suplemento nos uGltimos
quinze dias.

Ambos os grupos receberam tratamento dietético hipocalérico. Para calculo do valor
energético total (VET) do plano alimentar foi utilizado 23 kcal/kg de peso (KREYMANN,
2006). Em relacdo a composi¢do de macronutrientes, as dietas eram normolipidicas (até 30%
do VET), normoglicidicas (55-60% do VET) e normoprotéicas (15-20%) (DIRETRIZ
BRASILEIRA DE OBESIDADE, 2009; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2014). O VET era ajustado conforme a perda de peso. A Tabela 4 plota a distribuicdo de
macronutrientes, &cido graxo saturado, &cido graxo poli-insaturado, acidos graxos
monoinsaturados, colesterol e fibras prescritos para cada VET, no intervalo de 1700 a 2300
kcal.

As voluntarias eram orientadas quanto ao plano alimentar recebido juntamente com a
lista de substituicdo. A lista de equivalentes alimentares foi dividiva em 7 grupos (grupo 1:
vegertais; grupo 2: frutas; grupo 3: leites e derivados; grupo 4: pées, biscoitos e cereais; grupo
5: arroz, cereais e massas; grupo 6: leguminosas e grupo 7: carnes, aves, peixes e outros
pratos principais). As mulheres foram orientadas a ndo ingerir suplementos probioticos,

prebidticos, simbidticos, iogurtes e leites fermentados durante a pesquisa.



52

Tabela 4. Distribuicdo percentual dos macronutrientes, &cidos graxos saturados, poli-
insaturados e monoinsaturados, colesterol e fibras do plano alimentar prescrito.

Energia Proteina Carboidrato Lipidios AGS AGPlI AGMI Colesterol Fibras

(keal) (%) (%) () () (%) (%) (mg) (9)

1700 19,96 56,23 2532 442 672 822 154,46 36,56
1800 19,33 57,18 2481 424 657 7,85 154,46 37,36
1900 18,76 58,04 2436 407 644 752 154,46 38,16
2000 18,35 57,93 2484 447 651 7,62 15821 38,74
2100 18,02 58,66 2432 436 647 743 15821 39,53
2200 18,46 58,11 2421 428 620 7,8 17555 39,94
2300 18,01 58,18 2452 443 634 7,25 17555 4051

AGS (&cido graxo saturado); AGPI (acido graxo poli-insaturado); AGM (acidos graxos
monoinsaturados).

3.7 Avaliacdo antropométrica

3.7.1 Indice de massa corporal

Para avaliacdo antropométrica foi mensurado o peso corporal, estatura e
posteriormente calculado o IMC.

O peso corporal foi mensurado em uma balanca eletronica digital com capacidade de
150 kg e precisdo de 100 g (marca Filizola®) estando as voluntarias descalcas e com roupas
leves. A estatura foi medida com a régua antropométrica com a paciente descalca, com pés
unidos, bracos relaxados e cabeca no plano de Frankfurt (WHO, 1995) (ANEXO 6).

O peso corporal foi aferido nos tempos: 0, 15, 30, 45 e 60 dias. O IMC foi classificado
de acordo com a OMS sendo a faixa de obesidade classe | e 1l de 30 Kg/m? a 39,9 Kg/m?
(WHO, 2008).

3.7.2 Perimetro da cintura

O PC foi mensurado com o auxilio de uma fita métrica inextensivel com capacidade
de 150 cm e precisdo de 0,1cm (Cescorf®). As voluntérias foram orientadas a ficarem de pé,
com o abdémen relaxado, bragcos ao longo do corpo, pés juntos e com o0 peso corporal

distribuido entre as pernas. A fita foi posicionada horizontalmente no ponto médio entre a
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borda inferior da ultima costela e a crista iliaca (WHO, 2000) (ANEXO 6). A mensuragéo do
PC ocorreu nos tempos: 0, 15, 30, 45 e 60 dias. Os pontos de corte para o perimetro da cintura
e riscos de complicacBes metaboluicas associadas a obesidade estdo apresentados no Quadro
2.

Quadro 2- Pontos de corte para o perimetro da cintura e riscos de complicagdes metabdlicas
associadas a obesidade.

Perimetro da cintura

Risco de complicacdes metabolicas Mulheres
Aumentado >80 cm
Aumentado substancialmente >88 cm

Fonte: | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabdlica, 2005.
3.8 Pressao arterial

A PA foi aferida com o aparelho OMRON® (Modelo HEM-742INT). As voluntérias
foram orientadas a manter as pernas descruzadas, pés apoiados no ch&o, dorso recostado na

cadeira e relaxado (ANEXO 7). As analises ocorreram nos tempos: 0, 15, 30, 45 e 60 dias.

Quadro 3- Classificacdo da pressdo arterial de acordo com a medida casual no consultério
(>18 anos).

Classificacéo Pressao sistolica (mm Hg) Pressdo diastolica (mm Hg)
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130-139 85-89
Hipertensao estagiol 140-159 90-99

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia. VI Diretrizes brasileiras de hipertenséo, 2010.
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3.9 Avaliacéo da composicéo corporal

A avaliagdo da composicdo corporal foi realizada utilizando o aparelho de
bioimpedancia tetrapolar (BIA) multifrequéncia horizontal por meio do aparelho Biodynamics
450®, baseando-se no principio da passagem de corrente elétrica no tecido hidratado, o qual
estd diretamente relacionado ao conteido de massa magra (LUKASKI et al., 1985). A
avaliacdo ocorreu no tempo inicial (TO) e tempo final (T60).

Durante a avaliacdo, as pacientes estavam deitadas em decubito dorsal, com membros
estendidos, sem sapatos, meias, luvas ou objetos de metal. Para a realizacdo desta avaliacéo as
mulheres foram orientadas a: estarem em jejum, ndo ingerirem liquidos uma hora antes da
avaliacdo, ndo realizarem exercicios fisicos nas Gltimas 24 horas e a urinarem antes da
avaliacdo (ANEXO 8).

3.10 Avaliagéo da ingestdo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado por meio de registros dietéticos de trés dias
(ANEXO 9), preenchidos em dois dias tipicos, durante a semana, e um atipico, durante o fim
de semana ou feriado, para analise do hébito alimentar dos participantes do estudo
(FONTANIVE et al., 2002). Os registros foram entregues no tempo inicial (T0) e tempo final
(T60).

Foram analisados a ingestdo caldrica (expressa em Kcal); percentuais de
macronutrientes (proteinas, carboidratos, lipidios), acidos graxos monoinsaturados, &cidos
graxos poli-insaturados, &cidos graxos saturados; colesterol (mg) e fibras (g) por meio do
programa DietPro versdo 5i Profissional® (DIETPRO, 2008).

3.11 Avaliagéo laboratorial

Todas as coletas de sangue foram realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas da
Faculdade de Farméacia (LACFAR) da UFRJ no tempo basal TO e final T60, pela manha, apos
jejum noturno de 12 horas, por pessoal devidamente treinado. O Quadro 4 apresenta 0S
valores de referéncia do perfil lipidico para maiores de 20 amos.

e A glicemia de jejum (LOTT; TURNER, 1975) e a lipemia (triglicerideos, HDL-c, CT)
foram analisados por método enzimatico-colorimétrico por meio dos kits comerciais

CELM® e KATAL® (RICHMOND, 1973, KOSTNER et al., 1979, MCGOWAN et
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al., 1983). Os valores de referéncia utilizados foram: Glicemia normal < 100mg/dL;
tolerancia a glicose diminuida > 100 a < 126 mg/dL (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2014).

e OVLDL-ce LDL-c foram calculados (FRIEDEWALD et al., 1972).

e A insulina foi analisada pelo método de ELISA utilizando-se o kit Human Insulin
ELISA (Génese Produtos Diagnosticos) (LIDA et al., 2008). Valores acima de 12 (i
U/L) caracterizam hiperinsulinemia (CARMINA; LOBO, 2004).

e Foi calculado o Modelo de avaliacdo da homeostase de resisténcia a insulina
(HOMA-IR) para avaliar a Rl (MATTHEWS et al., 1985; PONTES et al., 2012).
Valores acima de 2,71 indicam um quadro de resisténcia a insulina (MATTHEWS et
al., 1985; GELONEZE et al., 2006).

HOMA-IR = glicemia de jejum (mg/dL) X insulina de jejum (uU/dL)
405

Quadro 4- Valores de referéncia do perfil lipidico para adultos maiores de 20 anos.

Lipidios Valores (mg/dL) Categoria
<200 Desejavel
200-239 Limitrofe
cT >240 Alto
<100 Otimo
100-129 Desejavel
130-159 Limitrofe
LDL-c 160-189 Alto
>190 Muito alto
>60 Desejavel
HDL-c <40 Baixo
<150 Desejavel
150-200 Limitrofe
TG 200-499 Alto
>500 Muito alto
<130 Otimo
130-159 Desejavel
Colesterol ndo-HDL 160-189 Alto
>190 Muito alto

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia.V Diretriz brasileira de dislipidemia e prevencédo
da aterosclerose, 2013.
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3.12 Avaliagéo da atividade fisica habitual

Foi avaliada a atividade fisica das voluntarias antes da intervencdo (TO) e ao final
(T60) do estudo, para verificar se esta foi mantida ao longo da pesquisa. Para tal foi utilizado
0 questionario internacional de atividades fisicas (IPAQ) na forma curta (ANEXO 10)
(MATSUDO et al., 2001). A orientagéo foi para que as mulheres mantivessem as atividades
fisicas habituais. O Quadro 5 apresenta a classificacdo do nivel de atividade fisica de acordo
com o IPAQ.

Quadro 5- Classificacdo do nivel de atividade fisica, segundo o questionario internacional de
atividade fisica (IPAQ).

a) Atividade vigorosa: > 5 dias na semana e > 30 minutos por sesséo
ou

Muito ativo b) Atividade vigorosa: > 3 dias na semana e > 20 minutos por
sessdo + Atividade moderada e/ou caminhada: > 5 dias na semana e
> 30 minutos por sesséo.

a) Atividade vigorosa: > 3 dias na semana e > 20 minutos por
Sessdo; ou

Ativo b) Atividade moderada ou caminhada: > 5 dias na semana e¢ > 30
minutos por sessdo; ou

¢) Qualquer atividade somada: > 5 dias na semana e > 150 minutos
na semana (caminhada + atividade moderada + atividade vigorosa).

Insuficientemente ativo | a) Frequéncia: 5 dias na semana; ou

A b)Duracdo: 150 minutos na semana.
Insuficientemente ativo | Aquele que ndo atingiu nenhum dos critérios da recomendacao
B quanto a frequéncia nem quanto a duracao.
Sedentério Aquele que ndo realizou nenhuma atividade fisica por pelo menos

10 minutos continuos durante a semana.

3.13 Avaliacdo da presenca de sintomas gastrointestinais e da consisténcia das fezes

A avaliacdo da presenga de sintomas, tais como: dor, desconforto abdominal, distenséo
abdominal, flatuléncia, gases, ruidos estomacais ou intestinais digestivos, e a frequéncia em
que eles ocorrem foi realizada por meio da escala Likert de cinco pontos (ANEXO 11) que
variam de 0 (nunca), 1 (uma vez na semana), 2 (duas a trés vezes na semana), 3 (4 a 6 vezes
na semana), e 4 pontos (todos os dias da semana) (GUYONNET et al., 2009). Para avaliacéo

desses sintomas foi contruido um escore, que variou de 0 (auséncia de sintomas) a 20 (todos
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0s sintomas todos os dias). O escore foi avaliado considerando seu aumento ou reducdo ao
final do ensaio.

Foi aplicada a escala de Bristol (HEATON et al., 1992) para avaliar a consisténcia das
fezes por meio de figuras de variados padrdes a cada reconsulta, sendo os tipos 1 e 2,
caracterizadas pelo ressecamento do bolo fecal, 3 e 4 considerados normais, especialmente a 4
por ser associada a menor urgéncia, esforco e sensacdo de evacuagao incompleta, e 5 a 7 fezes
moles (ANEXO 12).

3.14 Andlises estatisticas

As variaveis quantitativas estdo apresentadas como média, desvio padrdo e intervalo de
confianca e as categoricas expressas em frequéncia. A comparacdo entre grupos foi realizada
por meio de teste, ndo-paramétrico, Mann-Whitney. A avaliacdo do efeito da intervencdo em
cada grupo foi & avaliada pelo teste Wilcoxon, ndo paramétrico. Foi utilizada Analise de
Variancia (ANOVA) de medidas repetidas para comparacao entre 0s grupos com ajustes dos
valores basais de IMC, percentual de MM e MG.

O pacote estatistico utilizado foi o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

versdo 21.0 para Windows, o nivel de significancia estabelecido foi de 5% (p< 0,05).
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4.1 Populacéo e amostra
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Participaram deste estudo 51 mulheres, randomizadas igualmente em trés grupos:

placebo, simbidtico e probiotico, sendo que este ultimo nédo foi incluido nos resultados desta

dissertagdo. A Figura 2 expbe o fluxograma de recrutamento das voluntarias elegiveis,

aquelas que ndo atenderam aos critérios de elegibilidade e o motivo de exclusdo ou

desisténcia ao longo da intervengéo.

(n=2696)

Total de voluntarios

(n=177)

Voluntarias elegiveis

Voluntérios ndo elegiveis (n=2519):
Doenca crénica (n=703);
IMC < 30 kg/m? (n=612);
IMC > 40 kg/m? (n=446);
Perda ou ganho de peso >3kg recente (n=487);
Idade < 25 anos (n=56);
Menopausa (n=57);
Uso de medicamento (n=49);
Em dieta para perda de peso (n=34);
Fumante (n=27);
Gestante ou lactante (n=17);
Sexo masculino (n=16);
Indisponibilidade de ir ao Fundéo (n=11);
Ciruraia bariatrica (n=4).

Grupo ' Voluntarias incluidas
probidtico |- --1 (n=51)
(n=17) ! randomizacao
1

Voluntérias ndo incluidas (n=126):

N&o conseguimos contactar (n=86);
Auséncia na reunido geral (n=32);
Motivos pessoais (n=6);
Antibidtico (n=1);

Zika (n=1).

Grupo Grupo
simbiotico placebo
(n=17) (n=17)
Grupo Grupo
simbidtico placebo
(n=11) (n=11)

Desisténcia grupo simbidtico (n=6):
Auséncia na 12 consulta (n=1);
Auséncia na reconsulta (n=3);
Inicio de medicamento (n=1);
Indisponibilidade de comparecer as consultas

(n=1).

Desisténcia grupo placebo (n=6):
Auséncia na 12 consulta (n=2);
Auséncia na reconsulta (n=3);
Auséncia na Ultima consulta (n=1).

Figura 2. Fluxograma de recrutamento das voluntarias do estudo.
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Concluiram o estudo, apés sessenta dias de intervencao, 11 mulheres no grupo placebo
(GP) e 11 no grupo simbiético (GS). O nimero de voluntarias que desistiu do estudo foi o
mesmo em ambos 0s grupos (n=3), sendo esta perda de seguimento ndo atribuida ao consumo
de capsulas ou sachés.

A Tabela 5 apresenta as caracteristicas das voluntarias no momento basal do estudo.
Observa-se que o estudo foi conduzido com mulheres na faixa etaria de 30 a 40 anos. O uso
de contraceptivos orais foi relatado em 36,36% (n=4) da amostra no GS e 45,45% (n=5) no
GP. O habito intestinal, avaliado pela frequéncia de evacuacOes diariamente, foi mais
adequado no GP 72,72% (n=8), comparado ao GS 54,54% (n=6).

Em relacdo aos parametros antropométricos e de composicao corporal, expressos por
média e desvio-padrao, foi observado que o GS apresentou obesidade classe 1l (36,34 + 2,08)
e 0 GP obesidade classe | (33,78 + 3,07), sendo o IMC diferente entre os grupos (p=0,03). Os
percentuais de massa magra (MM) e massa gorda (MG) também foram diferentes (p-valores
0,04). Néo foram encontradas diferencas entre os grupos (p>0,05) para as varidveis: peso, PC,
MM (kg), MG (kg) e agua corporal total (ACT). Os dados demonstram que ambos 0S grupos
apresentavam o elevado percentual de gordura e acimulo de tecido adiposo visceral, sendo 0s
valores de PC (GS=98,42 + 9,00 e GP=94,53 + 10,74) associados ao aumento substancial do
risco de complicacdes metabdlicas na populagdo do estudo.

Em média, os valores de pressdo arterial sistdlica (PAS) e pressdo arterial diastélica
(PAD) da populacdo estudada encontravam-se dentro da faixa de normalidade, embora a
variabilidade deste parametro indique a presenca de voluntarias na faixa limitrofe. Nao foram
observadas diferencas entre os grupos para PAS e PAD (p>0,05).

As concentracbes de CT e suas fracbes (HDL-c, LDL-c, VLDL-c), triglicerideos,
glicose, insulina e 0 modelo de homeostase de resisténcia a insulina (HOMA-IR) foram
semelhantes entre os grupos. O perfil bioquimico da amostra, considerando os valores de
média e desvio-padrdo, ndo reflete inadequacBes expressivas na lipemia e glicemia da

populagéo do estudo. Entretanto, em ambos 0s grupos observou-se RI.



Tabela 5. Dados basais das voluntarias.
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Simbiotico Placebo p-valor
(n=11) (n=11)

Idade (anos) 35,18 + 5,58 31,45 +6,18 0,13
Uso anticoncepcional (%0) 36,36 45,45 -

Habito intestinal diério (%0) 54,55 72,27 -

Peso (kg) 93,00 + 8,58 88,71+ 14,24 0,51
IMC (kg/m?) 36,34 + 2,08 33,78 + 3,07 0,03
PC (cm) 98,42 + 9,00 94,53 + 10,74 0,33
MM (kg) 54,64 + 4,63 54,00 + 7,14 0,79
MM (%) 58,86 + 1,72 61,14 + 2,85 0,04
MG (kg) 38,34 +4,44 34,74 + 7,53 0,19
MG (%) 41,17 + 1,77 38,87 +2,85 0,04
ACT (L) 39,03 + 3,22 38,54 +4,71 0,74
PAS (mmHg) 120,54 + 10,63 118,54 + 11,59 0,51
PAD (mmHg) 78,72 + 9,54 79,90 + 7,99 1,00
CT (mg/dL) 171,81 + 37,74 184,63 + 29,67 0,21
HDL-c (mg/dL) 44,72 + 7,76 47,18 + 12,55 1,00
LDL-c (mg/dL) 108,27 + 29,34 116,81 + 20,55 0,30
VLDL-c (mg/dL) 18,81 + 6,95 22,63 +6,91 0,17
TG (mg/dL) 94,18 + 35,11 113,18 + 34,67 0,19
Glicose (mg/dL) 94,63 + 8,32 93,63 + 5,66 0,69
Insulina (mcU/mL) 14,97 +7 ,85 14,53 + 5,14 0,74
HOMA-IR 3,56 +2,14 3,37+1,20 0,65

ACT: agua corporal total; CT: colesterol total; IMC: indice de massa corporal; HDL-c: lipoproteina de alta
densidade; HOMA IR: modelo de homeostase de resisténcia a insulina; LDL-c: lipoproteina de baixa
densidade; MM: massa magra; MG: massa gorda; PAD: pressdo arterial diastolica; PAS: pressdo arterial
sistolica; PC: Perimetro da cintura; TG: triglicerideos; VLDL-C: lipoproteina de muito baixa densidadde.
Os valores séo representados em média + desvio padrdo. Comparacao entre grupos analisadas por teste Mann-

Whitney U (p< 0,05).
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4.2 Adesdo a intervengdo simbidtica e ao tratamento dietético

O consumo de capsulas e de sachés foi avaliado em percentual e refletiu boa adesao a

intervencdo, sendo semelhante entre os grupos (Tabela 6).

Tabela 6. Adesdo a intervencdo simbidtica

Simbidtico Placebo
(n=11) (n=11)
Consumo de capsulas (%) 90,86 + 10,04 91,69 + 7,88
(65,63; 100) (70; 98,44)
Consumo de sachés (%) 90,58 + 10,01 91,94 + 8,27
(65,63; 100) (70; 100)

Dados em média + desvio padrdo (minimo e maximo).

A Tabela 7 apresenta o valor cal6rico, os percentuais de macronutrientes, &cidos
graxos monoinsaturados (AGM), poli-insaturados (AGP) e saturados (AGS), o consumo de
colesterol e fibras no momento basal e apds a intervencdo dietética. Esta ndo resultou em
diferenca entre grupos para varidveis analisadas, entretanto, podem ser observadas variacdes
em alguns pardmetros dietéticos ao longo do estudo.

A intervencdo nutricional favoreceu a reducgédo significativa (GS=-306,38 e GP=-
362,27 kcal) da ingestdo energética, sem diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). O
consumo de proteinas ao final do estudo foi acima do recomendado pela ABESO (2009),
sendo 22,13% no GS e 21,68% no GP, contrariando as orientacbes fornecidas. O GS
apresentou reducdo (p < 0,05) na ingestdo de lipidios (-4,14 %), AGM (-1,98 %) e AGP (-
1,11%).

Apenas o consumo de fibras foi diferente no tempo inicial e final entre grupos
(p<0,05), sendo o consumo médio maior no GP. Os demais nutrientes ndo diferiram entre o0s
grupos (p>0,05).
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Tabela 7. Comparacdo de variaveis de consumo alimentar entre grupos no periodo basal e

apos a intervencdo dietética, e analise das variagdes por grupo.

Simbiotico A Controle A p **
(n=11) (n=11)
VET  1592,06 + 615,86 1896,25 + 782,90 0,15°
(kcal)  (1373,68; 1810,44) (1618,64; 2173,85)
inicial -306,38 + 659,50 -362,27 + 554,02
(-540,23;- 72,52) (-558,71; -165,82)

VET  1285,68 + 392,26 1533,98 + 615,47 0,11°
(kcal)  (1146,59; 1424,77) (1315,74; 1752,22)
final
p* 0,01° 0,000 0,86°
PTN 16,91 + 5,26 17,37 + 6,07 0,97°
(%) (15,05; 18,78) (15,21; 19,52)
inicial 5,21 + 8,79 4,81 +7,87

(2,10; 8,33) (1,52; 7,10)
PTN 22,13 + 6,60 21,68 +7,17 0,85°
(%) (19,79; 24,47) (19,14; 24,23)
final
p* 0,004 0,005 0,74°
LIP 30,75+ 8,71 28,56 + 7,67 0,50°
(%) (27,67; 33,84) (25,83; 31,28)
inicial -4,14 + 9,84 2,47+ 10,31

(-7,63; -0,65) (-6,12; 1,18)
LIP 26,61 + 6,98 26,09 + 5,62 0,97°
(%) (24,14; 29,09) (24,09; 28,08)
final
p* 0,003 0,18° 0,66°
CHO 51,23 + 12,64 54,18 + 9,50 0,54°
(%) (46,75; 55,71) (50,81; 57,55)
inicial 0,06 + 15,20 -0,34 + 17,05

(-5,32; 5,45) (-6,38; 5,70)
CHO 51,29 + 8,40 53,83 + 13,82 0,59°
(%) (48,32; 54,27) (48,93; 58,74)
final
p* 0,68 0,49° 0,87°
Col. 313,23 + 216,42 260,54 + 184,76 0,37°
(mg) (236,48; 389,97) (195,02; 326,05)
inicial -59,09 + 232,68 36,56 + 360,16

(-141,60; 23,40) (-91,14; 164,26)

Col. 254,13 + 128,18 297,10 + 316,09 0,73°
(mg) (208,68; 299,58) (185,01; 419,18)
final
p* 0,20 0,74° 0,50°
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Fibra 16,10 + 9,42 22,48 + 10,57 0,006"
(9) (12,75; 19,44) -0,79 + 11,62 (18,74; 26,23) 2,09 +11,21
inicial (-4,91; 3,33) (-6,07; 1,87)
Fibra 15,30 + 7,92 20,39 + 10,26 0,01°
(9) (12,49; 18,11) (16,75; 24,02)
final
p* 0,97 0,40° 0,50°
AGM 10,10 + 3,61 8,75 + 3,09 0,18
(%) (8,81;11,38) (7,65; 9,85)
inicial -1,98 + 4,11 -0,44 + 4,22
(-3,44;-0,52) (-1,94; 1,05)
AGM 8,11 + 2,68 8,31 + 2,63 0,99°
(%) (7,16; 9,06) (7,37; 9,24)
final
p* 0,03 0,70° 0,13¢
AGP 5,89 + 2,13 6,02 + 3,01 0,83°
(%) (5,13; 6,64) (4,95; 7,09)
inicial -1,11 + 3,06 -0,44 + 3,75
(-2,20; 0,03) (-1,77 ; 0,89)
AGP 4,77 + 2,01 5,58 + 2,35 0,19°
(%) (4,06; 5,49) (4,74; 6,41)
final
p* 0,04° 0,64° 0,33¢
AGS 10,30 + 4,10 9,69 + 3,34 0,55
(%) (8,84; 11,75) (8,50; 10,88)
inicial -0,72 + 4,57 -1,06 + 4,26
(-2,34 ; 0,90) (-2,57 ; 0,45)
AGS 9,57 + 3,37 8,63 + 2,68 0,19°
(%) (8,38; 10,77) (7,68; 9,58)
final
p* 0,45 0,23° 0,78°

AGM: acido graxo monoinsaturado; AGP: acido graxo poli-insaturado; AGS: &cido graxo saturado; CHO:
carboidrato; Col.: colesterol; LIP: lipidio; PTN: proteina; VET: valor energético total.

Os valores séo representados em média + desvio padréo e (intervalo de confianca de 95%). * Diferencas entre
tempos, por grupo, avaliadas por Wilcoxon Signed Rank test, a 5% de probabilidade. ** Diferengas entre grupos
analisadas pelo teste Mann-Whitney U. A: delta (valor final - valor inicial). * Comparacdo dos momentos basal e
final, por grupos; ® Comparagdo dos momentos basais entre grupos; © Comparacéo dos momentos finais entre
grupos; ¢ Comparacao dos A entre grupos.

4.3 Variacdo de parametros antropométricos, de composicéo corporal e pressao arterial

ao longo do estudo

A Tabela 8 apresenta os valores de peso, IMC, PC, MM e MG (kg e %), além de
ACT, PAS e PAD no tempo inicial e final no GS e GP no tempo basal e apds 60 dias de

intervencao.
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Ambos os grupos tiveram reducéo significativa de peso (GS=-2,26 kg; GP=-1,35 kg) e
IMC (GS=-0,88 kg/m?; GP=-0,53 kg/m?) comparando o tempo basal e final, entretanto, sem
diferenca estatistica entre os mesmos (p>0,05).

Também foram observadas diferengas na composicéo corporal no grupo simbidtico ao
longo do estudo. O percentual de MM aumentou (p=0,02), enquanto os parametros MG em
quilo e em percentual reduziram (p=0,05 e p=0,09, respectivamente). N&do foram obsevadas
diferenca entre grupos. O GS também apresentou reducéo (p=0,01) do PC ao final do estudo.

Apos realizacdo de ANOVA para medidas repetidas, ndo houve diferenca (p>0,05)
para PC, PAS e PAD ap0s ajuste dos valores basais de IMC, percentual de MM e MG.

Tabela 8. Comparacdo de variaveis antropométricas, de composicdo corporal e pressao

arterial entre grupos no periodo basal e ap0s a intervencdo dietética, e analise das variacdes

por grupo.
Simbidtico A Controle A p**
(n=11) (n=11)

Peso (kg) 93,00 + 8,58 88,71 + 14,24 0,51°
inicial (87,23; 98,76) -2,26 + 1,66 (79,14; 98,28) -1,35 + 2,05

(-3,69;- 0,83) (-2,73; 0,02)
Peso (kg) 90,73 + 8,32 87,36 + 14,96 0,47°
final (85,14; 96,33) (77,30; 97,42)
p* 0,01° 0,05 0,33°
IMC 36,34 + 2,08 33,78 + 3,07
(kg/m?) (34,94; 37,73) -0,88 + 0,85 (31,72; 35,85) -0,53 + 0,75 0,03
inicial (-1,45; -0,30) (-1,04; -0,02)
IMC 35,46 + 2,13 33,25 + 3,39 0,07°
(kg/m?) (34,02; 36,89) (30,97; 35,53)
final
p* 0,01° 0,04° 0,30°
PC (cm) 98,42 + 9,00 94,53 + 10,74 0,33°
inicial (92,37; 104,47) -1,79 + 1,87 (87,31; 101,75) -1,83 + 4,38

(-3,05; -0,53) (-4,47; 1,11)
PC (cm) 96,62 + 8,20 92,70 + 12,10 0,19°
final (91,11; 102,13) (84,56; 100,83)
p* 0,01° 0,15° 0,84°
MM (kg) 54,64 + 4,63 54,00 + 7,14 0,79
inicial (51,53; 57,75) -0,38 + 1,57 (49,20; 58,79) 0,43 +1,28

(-1,44; 0,67) (-1,29; 0,42)
MM (kg) 54,26 + 4,58 53,56 + 7,46 0,65°
final (51,18; 57,34) (48,55; 58,57)
p* 0,24° 0,42° 0,74°
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MM (%) 58,86 + 1,72 61,14 + 2,85 0,04°
inicial (57,70; 60,02) 1,01+ 1,11 (59,22; 63,06) 0,52 +1,23

(0,26; 1,76) (-0,30; 1,35)
MM (%) 59,88 + 2,16 61,67 + 3,26 0,24°
final (58,42; 61,33) (59,47; 63,86)
p* 0,02° 0,16° 0,36°

38,34 + 4,44 34,74+ 7,53 0,19°
MG (kg) (35,36; 41,33) -1,87 + 1,32 (29,68; 39,80) -0,94 + 1,65
inicial (-2,76; -0,98) (-2,05; 0,16)
36,47 + 4,44 33,80 + 8,03 0,40°

MG (kg) (33,48; 39,46) (28,40; 39,19)
final
p* 0,005 0,09° 0,10°
MG (%) 41,17 + 1,77 38,87 + 2,85 0,04°
inicial (39,97; 42,36) -1,05 + 1,10 (36,95; 40,78) 0,54 + 1,25

(-1,79; -0,30) (-1,38; 0,29)
MG (%) 40,11 + 2,16 38,32 + 3,26 0,24°
final (38,66; 41,57) (36,13; 40,52)
p* 0,01° 0,16° 0,36°
ACT (L) 39,03 + 3,22 38,54 + 4,71 0,74°
inicial (36,86; 41,20) -0,03 +1,09 (35,38; 41,70) 0,24 +1,13

(-0,77; 0,70) (-1,00; 0,51)
ACT (L) 39,00 + 3,27 38,30 + 4,98 0,65°
final (36,80; 41,19) (34,95; 41,64)
p* 0,54° 0,75° 0,89°
PAS 120,54 + 10,63 118,54 + 11,59 0,51°
(mmHg) (113,40; 127,68)  -7,27+13,27  (110,75;126,33)  -3,36 + 10,21
inicial (-16,19; 1,64) (-10,22; 3,49)
PAS 113,27 + 8,50 115,18 + 13,18 0,40°
(mmHg) (107,55; 118,98) (106,32; 124,04)
final
p* 0,18 0,32° 0,65°
PAD 78,72 + 9,54 79,90 + 7,99 1,00°
(mmHg) (72,31; 85,13) -1,63+7,32 (74,53; 85,27) -3,90 + 7,84
inicial (-6,55; 3,28) (-9,17; 1,35)
PAD 77,09 + 6,59 76,00 + 7,49 0,94°¢
(mmHg) (72,66; 81,52) (70,96; 81,03)
final
p* 0,55° 0,18 0,56°

ACT: agua corporal total; IMC: indice de massa corporal; MM: massa magra; MG: massa gorda; PAD: pressao
arterial diastélica; PAS: pressao arterial sistolica; PC: Perimetro da cintura.
Os valores séo representados em média + desvio padréo e (intervalo de confianca de 95%). * Diferencas entre
tempos, por grupo, avaliadas por Wilcoxon Signed Rank test, a 5% de probabilidade. ** Diferencas entre grupos
analisadas pelo teste Mann-Whitney U. A: delta (valor final - valor inicial). * Comparagdo dos momentos basal e
final, por grupos; ® Comparagdo dos momentos basais entre grupos; ¢ Comparacéo dos momentos finais entre
grupos; ¢ Comparacao dos A entre grupos.
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O impacto da intervencdo dietética e da suplementacdo simbiotica sobre parametros

plasmaticos pode ser observado na Tabela 9.

N&o houve diferenca entre grupos no periodo basal e apos a intervencgdo dietética, e

andlise das variagdes por grupo (p>0,05) no CT, HDL-c, LDL-c, LDL-c e TG. Também néo

houve diferenca apds ajuste para os valores basais de IMC, percentual de MM e MG.

Os valores de glicemia, insulina e HOMA-IR ndo diferiram inicialmente entre os

grupos nem ao longo do tratamento intra e entre os grupos (p>0,05). Apds realizagdo de

ANOVA para medidas repetidas, ndo houve diferenca (p>0,05) para glicemia, insulina e
HOMA-IR ap0s ajuste dos valores basais de IMC, percentual de MM e MG.

Tabela 9. Comparacdo de varidveis laboratoriais entre grupos no periodo basal e apds a

intervencdo dietética, e anélise das variages por grupo.

Simbiotico A Placebo A p**
(n=11) (n=11)
CT 171,81 + 37,74 184,63 + 29,67 0,21°
(mg/dL) (146,45; 197,17) (166,69; 206,57)
inicial -6,81 + 25,90 -2,27 + 14,44
(-24,22; 10,58) (-12,65; 8,10)
CT 165,00 + 29,18 184,36 + 22,83 0,07°
(mg/dL) (145,39; 184,60) (169,01; 199,70)
final
p* 0,56° 0,64° 0,94°
HDL-c 44,72 + 7,76 47,18 + 12,55 1,00
(mg/dL) (39,51; 49,94) (38,74; 55,61)
inicial -1,90 + 7,27 -0,54 + 4,65
(-6,79; 2,97) (-3,67; 2,58)
HDL-c 42,81 + 9,23 46,63 + 10,70 0,47°
(mg/dL) (36,61; 49,02) (39,44; 53,82)
final
p* 0,54° 0,57° 0,94°
LDL-c 108,27 + 29,34 116,81 + 20,55 0,30
(mg/dL) (88,55; 127,98) (103,01; 130,62)
inicial -5,27 + 20,20 -1,54 + 11,74
(-18,84; 8,30) (-9,43:6,34)  0,27°
LDL-c 103,00 + 28,04, 115,27 + 19,23
(mg/dL) (84,15; 121,84) (102,35; 128,19)
final
p* 0,57 0,62° 0,94°
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VLDL-c 18,81 + 6,95 22,63 + 6,91 0,17°
(mg/dL) (14,14, 23,49) (17,98; 27,28)
inicial 0,36 + 5,48 -0,09 + 6,65
(-3,31; 4,04) (-4,56; 4,38)
VLDL-c 19,18 + 6,88 22,54 + 8,90 0,40°
(mg/dL) (14,55; 23,80) (16,56; 28,52)
final
p* 0,47° 0,95° 0,56"
TG (mg/dL) 94,18 + 35,11 113,18 + 34,67 0,19°
inicial (70,58; 117,77) (89,88; 136,47)
1,63 + 26,59 3,18 + 32,27
TG (mg/dL) (-16,23; 19,50) (-18,49; 24,86)
final 95,81 + 34,67 116,36 + 45,22 0,36°
(72,52; 119,11) (85,98; 146,74)
p* 0,47 0,79° 0,84°
Glicemia 94,63 + 8,32 93,63 + 5,66 0,69
(mg/dL) (89,04; 100,22) (89,83; 97,43)
inicial -1,27+ 7,25 -2,81 + 4,75
(-6,14; 3,60) (-6,00; 0,37)
Glicemia 93,36 + 6,57 90,81 + 7,40 0,43°
(mg/dL) (88,94; 97,78) (85,84; 95,78)
final
p* 0,23 0,15° 0,89°
Insulina 14,97 +7 85 14,53 + 5,14 0,74°
(mcu/mL) (9,69; 20,24) (11,07; 17,99)
inicial 0,15 + 8,22 0,20 + 6,30
(-5,37; 5,68) (-4,02; 4,44)
Insulina 15,12 + 7,10 14,74 + 8,87 0,84°
(mcu/mL) (10,35; 19,89) (8,78; 20,71)
final
p* 0,79° 0,72 0,69°
HOMA-IR 3,56 + 2,14 3,37 +1,20 0,65
inicial (2,12; 5,00) (2,55; 4,18)
-0,01 + 2,20 0,04 +1,35
HOMA-IR (-1,49; 1,46) (-0,86; 0,95)
final 354 +1,78 3,41+215 0,56°
(2,34; 4,74) (1,96; 4,86)
p* 0,85° 0,53 0,79°

CT: colesterol total; HDL-c: lipoproteina de alta densidade-colesterol; HOMA IR: modelo de avaliacdo da
homeostase - resisténcia a insulina; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade-colesterol; VLDL-c: lipoproteina
de muito baixa densidade-colesterol; TG: triglicerideos.
Os valores sao representados em média + desvio padréo e (intervalo de confianca de 95%). * Diferencas entre
tempos, por grupo, avaliadas por Wilcoxon Signed Rank test, a 5% de probabilidade. ** Diferencas entre grupos
analisadas pelo teste Mann-Whitney U para comparagdes de grupos (Grupo simbidtico x Grupo placebo). A:
delta (valor final - valor inicial). * Comparacdo dos momentos basal e final, por grupos; ® Comparacéo dos
momentos basais entre grupos; ¢ Comparacdo dos momentos finais entre grupos; ¢ Comparagio dos A entre

grupos.
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4.5 Atividade fisica

Com relac@o ao nivel de atividade fisica, observou-se que das onze voluntarias do GS
no inicio da pesquisa, 9,09% (n=1) foram classificadas como muito ativas, 72,72% (n=8)
ativas e 18,18 % (n=2) como insuficientemente ativas A (Figura 3). Apos a intervencéo, as
mulheres deste grupo foram classificadas como 18,18% (n=2) muito ativas, 45,45% (n=>5)
ativas e 36,36% (n=4) insuficientemente ativas A. No GP havia 27,27% (n=3) mulheres muito
ativas, 45,45% (n=5) ativas e 27,27% (n=3) insuficientemente ativa A no tempo inicial. Ao
final do estudo 36,36% (n=4) eram muito ativas, 45,45% (n=5) ativas e 18,18% (n=2)
classificadas como insuficientemente ativa A. As diferengas mais importantes revelam
reducdo 27,27% (n=3) na populacdo de mulheres ativas no GS.

A Figura 3 mostra a classificacdo do nivel de atividade das mulheres no tempo inicial

e final do grupo simbidtico e placebo.

Tempo inicial
O Simbioético
H Placebo
Muito ativa Ativa Insuficientemente
ativaA
Tempo final
%
80 - O Simbiético
70 + = Placebo

60 |
50
40
30
20
10

Muito ativa Ativa Insuficientemente
ativaA

Figura 3. Classificacdo do nivel de atividade, por grupo, no inicio e no final do estudo.
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4.6 Sintomas gastrointestinais, frequéncia de evacuacdes e consisténcia das fezes

Para analise dos sintomas gastrointestinais foi aplicada a escala Likert e realizado um
escore de zero a vinte pontos dos sintomas avaliados (dor abdominal, distensdo abdominal,
desconforto abdominal, flatuléncia e ruidos estomacais e intestinais) onde zero corresponde a
nenhum sintoma e vinte todos os sintomas. Esse escore foi estabelecido pelo somatorio da
frequéncia dos sintomas.

O escore médio do tempo inicial foi de 6 + 3,31 (média + DP) no GS e de 4,18 + 3,86
no GP. No tempo final o escore médio foi de 5,18 + 2,63 no GS e de 4,18 + 4,19 no GP. Néo
houve diferenca (p>0,05) intra grupos e entre grupos, quando comparados 0s tempos iniciais e
finais (Tabela 10). Apesar disso, algumas voluntarias do GS relataram flatuléncia no inicio da

suplementacéo, sendo essa normalizada com o decorrer das semanas de intervencéo.

Tabela 10. Escore médio para sintomas gastrointestinais, como base na escala Likert, no

tempo inicial e ao final do estudo.

Simbiotico Placebo p-valor
(n=11) (n=11)
Escore médio no tempo inicial 6,00 + 3,31 4,18 + 3,86 0,27
Escore médio no tempo final 5,18 + 2,63 4,18 +4,19 0,40

Média + desvio padrdo. Comparagdo entre grupos analisadas pelo teste Mann-Whitney U.

No que tange o habito intestinal, no GS 54,54% (n=6) das voluntarias relataram
frequéncia diaria no tempo basal e, ao final do estudo, este percentual elevou-se para 90,90%
(n=10). No GP, a frequéncia diaria foi relatada por 72,72% (n=8) e 90,90% (n=10) das
voluntarias no inicio e final do estudo, respectivamente.

As caracteristicas das fezes, avaliadas pela escala de Bristol, também refletem melhora
do funcionamento intestinal ao longo do estudo, em ambos 0s grupos, tendo sido identificada
por: 1) manutencdo ou reducdo do percentual de fezes dos tipos 1 a 2, associados ao
ressecamento do bolo fecal e dificuldade de eliminacdo; e 2) manutencdo ou aumento dos
percentuais de evacuacgdes ideais, tipos 3 e 4. Excetua-se a este perfil, 0 aumento de
voluntarias do GP, que ao final do estudo, referiram evacuagfes do tipo 6 (27,27%; n=3),

associado a eliminacéo de pecas fecais soltas e auséncia de consisténcia (Tabela 11).



Tabela 11. Distribuicdo percentual do padréo de fezes, de acordo com a escala Bristol.
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Padréo de fezes Tempo Simbidtico (n=11) Placebo (n=11)
% %
Tipo 1 Inicial 0 (n=0) 9,09 (n=1)
Final 0 (n=0) 0 (n=0)
Tipo 2 Inicial 9,09 (n=1) 18,18 (n=2)
Final 0 (n=0) 0 (n=0)
Tipo 3 Inicial 45,45 (n=5) 18,18 (n=2)
Final 36,36 (n=4) 18,18 (n=2)
Tipo 4 Inicial 18,18 (n=2) 27,27 (n=3)
Final 18,18 (n=2) 36,36 (n=4)
Tipo 5 Inicial 0 (n=0) 18,18 (n=2)
Final 18,18 (n=2) 18,18 (n=2)
Tipo 6 Inicial 27,27 (n=3) 9,09 (n=1)
Final 27,27 (n=3) 27,27 (n=3)
Tipo 7 Inicial 0 (n=0) 0 (n=0)
Final 0 (n=0) 0 (n=0)

Tipo 1: carocos duros e separados, como nozes; tipo 2: sasicha moldada, mas granulosa; tipo 3: como uma
salsicha, mas com fissuras em sua superficie; tipo 4: como uma salsicha ou serpente, suave e macia; tipo5:
bolhas suaves com bordas nitidas; tipo 6: pecas soltas com bordas em pedagos, um cocd sem consiténcia; tipo 7:

aquosa, sem parte sélidas. Inteiramente liquida.
Heaton et al., 1992.
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5. DISCUSSAO

A reducdo no peso corporal e consequentemente no IMC (p<0,05), observada no
presente estudo, estd associada a reducdo no consumo energético observado em ambos 0S
tratamentos e ndo a suplementacdo fornecida.

A Diretriz Brasileira de Obesidade (2009) preconiza uma dieta hipocalorica
equilibrada em macronutrientes, normolipidica (até 30% do VET), normoglicidica (55-60%
do VET) e normoprotéica (15-20%). Ambos os grupos relataram consumir uma dieta dentro
das distribuicGes estabelecidas de macronutrientes de acordo com o registro alimentar. Apesar
da ingestdo caldrica ter sido dentro da recomendada o plano alimentar entregue contemplava
melhor qualidade dos alimentos. Contudo, houve reducdo no VET ingerido pelas voluntarias
acompanhado de uma dieta levemente hiperprotéica ao final do estudo. O papel da dieta
hipocal6rica na perda de peso é bastante descrito na literatura (ASTRUP, 1999; DIRETRIZ
BRASILEIRA DE OBESIDADE, 2009).

Sabe-se que em individuos com excesso de peso e ou obesidade é comum acontecer 0
sub-relato mediante inquéritos alimentares em virtude da insatisfacdo corporal e da
necessidade de ajuste social (AVELINO et al., 2014). Apesar do presente estudo nédo ter
encontrado resultado positivo do consumo de simbid6tico no peso corporal, alguns achados na
literatura sustentam essa ideia em intervencgdes com prebidtico, probiodtico ou sua associacao.

Parnell e Reimer et al. (2009) e Pourghassem et al. (2013) encontraram reducdo no
peso corporal e IMC quando voluntarios consumiram 21 g/dia/12 semanas de oligofrutose e
10g/dia/8 semanas de inulina, respectivamente quando comparado ao grupo controle. Nota-se
que a quantidade ingerida foi variavel de acordo com o tipo de prebiético.

Genta et al. (2009) estudando mulheres obesas com DM2, que consumiram 0,14 g de
FOS/kg de peso/dia (aproximadamente 12,59 de FOS) durante 17 semanas, identificaram
reducdo de peso corporal, IMC e aumento na saciedade. Apesar de utilizar 0 mesmo
prebidtico, tanto a dose como o tempo de intervencao foram superiores ao do presente estudo.

Da mesma forma Kadooka et al. (2013), Sanchez et al. (2014) e Sharafdtinov et al.
(2013) também encontraram reducao nesses parametros apos intervencdo com probiotico. As
cepas utilizadas nesses ensaios foram Lactobacillus gasseri SBT2055 10° e 10’ UFC/dia/12
semanas, 1,62 x 108 UFC/dia/12 semanas de Lactobacillus rhamnosus e 1,5 x 10"'/UFC/dia/3
semanas de Lactobacillus plantarum.Vale ressaltar que os dois Gltimos estudos foram
conduzidos em associagdo a dieta hipocaldrica. Ademais, o suplemento fornecido no estudo

de Sanchez et al. (2014) também fornecia 300 mg de inulina e oligofrutose.
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Os estudos com probidticos, supracitados, mostram que 0s ensaios clinicos diferem
com relacdo a espécie de Lactobacillus spp. utilizada, bem como o tempo de intervencdo e a
quantidade. A ANVISA (2008) preconiza a ingestdo de 10® e 10° UFC por suplemento de
probidtico o que permitiu nortear a quantidade de 10° UFC de Bifidobacterium lactis
fornecida nessa investigacao.

Sabe-se que a ingestdo energética pode ser um viés nos dados de reducdo de peso, MG
e IMC. Nem todos os ensaios avaliaram a ingestdo alimentar dos voluntarios (GENTA et al.,
2009; KADOOKA et al., 2013; SHARAFEDTINQV et al., 2013) o que pode ter contribuido
para um resultado menos fidedigno. Dentre os que avaliaram, Parnell e Reimer et al. (2009)
observaram aumento de PYY e reducdo de grelina contribuindo para a redugéo do consumo
energético concomitante a perda de peso, papel atribuido a fermentacdo dos prebioticos. No
presente estudo a reducdo do peso se deu em virtude da dieta hipocalorica e alteracdo do
consumo por parte das voluntérias, ndo tendo sido dosadas as concentracBes de hormdnios
anorexigenos.

Pefia et al. (2014) e Bomhof et al. (2014) avaliaram os efeitos de Bifibidobacterium
lactis como probidtico e sua associacdo com prebiotico sob o peso, gordura corporal e
variaveis metabdlicas. De acordo com Bomhof et al. (2014) a utilizacdo de simbi6tico poderia
ser mais vantajosa em relacdo ao consumo de prebiotico e probidtico isolados. Entretanto,
Bomhof et al. (2014), em investigacdo acerca dessa hipdteses, ndo encontraram este achado.
Neste estudo, o consumo de oligofrutose teve efeitos superiores na reducdo de adiposidade,
modulacdo da microbiota e melhora da glicemia, quando comparado ao consumo de
probidtico e simbidtico. O estudo foi experimental com Bifidobacterium lactis e oligofrutose,
porém, mais uma vez, a quantidade de prebiético foi elevada (10% do peso corporal dos
animais), o que indica inviabilidade em extrapolar esses resultados para humanos.

O consumo de Bifidobacterium lactis Bb-12, em associacdo a oligofrutose, 8 g/dia
durante seis semanas, também ndo promoveu reducdo no peso corporal de individuos obesos
(PENA et al., 2014).

No grupo simbiotico houve reducdo, intra grupo, de MG e PC (p<0,05) apos a
suplementacdo. Em consonéncia com os achados do presente estudo, Lactobacillus gasseri
SBT2055, em leite fermentado, foi documentado por promover reducdo de gordura corporal e
PC em ensaios tanto em individuos com excesso de peso quanto naqueles com PC elevados
(KADOOKA et al. 2010; KADOOKA et al., 2013). A reducdo do compartimento adiposo

visceral estd associada a redugdes em complicacdes metabdlicas (FOX et al., 2007). A
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sugestdo € que essas bactérias possam ter modulado de maneira benéfica o intestino e, com
isso, dificultado a absorcao de gordura.

Stenman et al. (2014) observaram que a cepa Bifidobacterium lactis B420 reduziu o
ganho de gordura, peso corporal e LPS plasmatico em animais com obesidade induzida por
dieta HF comparado aos seus controles. Os autores sugerem que 0s achados possam estar
associados a melhora da permeabilidade intestinal.

Tem-se que a endotoxemia metabdlica proveniente dos LPS esta associada ao
desenvolvimento da obesidade e da resisténcia a insulina (CANI et al., 2007a). A passagem
desses fragmentos € possivel em virtude do aumento da permeabilidade intestinal relacionada
a menor expressdo de proteinas de juncdo ocludentes. Ademais, os LPS parecem desencadear
a proliferacdo de pré-adipdcitos como demonstrado in vitro por Luche et al. (2013).

Como descrito anteriormente, a utilizacdo de prebioticos € benéfica por melhorar a
integridade da membrana intestinal pela maior secrecdo de GLP-2 e, por conseguinte, reduzir
a passagem de LPS (CANI et al., 2009 b). No entanto, o presente estudo ndo avaliou as
concentracdes plasmaticas de LPS e a expressdo de ZO-1 e ocludina.

No que se refere a pressao arterial sistdlica e diastdlica, Eslamparast et al. (2014) e
Pefia et al. (2014) também ndo encontraram reducdo ap0s consumo de simbiotico, em
conformidade ao observado no presente ensaio. Poucos trabalhos avaliam a PA no contexto
de intervenc6es que modulem a microbiota intestinal.

Meta-analise reunindo nove estudos com probidticos concluiu que a reducdo na
pressdo arterial ¢ maior quando os individuos tratados possuem alteracdo nessa variavel,
mediante a utilizacdo de doses maiores ou iguais a 10** UFC e com duracéo da intervencdo de
pelo menos 8 semanas. Além disso, sugere que a utilizacdo de varias cepas tem efeito
superior, na pressao arterial, aqueles ensaios onde apenas uma cepa de bactéria € utilizada
(KHALESI et al., 2014).

Acredita-se que os valores de PAS e PAD dentro da normalidade associados a dose de
10° UFC n#o tenham sido suficientes para resultados pressoricos satisfatorios a favor do
consumo de simbidtico. Entretanto, destaca-se que o grupo simbi6tico teve uma reducdo nos
valores da PAS (-7,27 mmHg) de importancia clinica comparado ao tempo basal o que em
alguns casos pode reclassificar um individuo dependendo dos seus valores pressoricos
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010).

N&o houve reducdo nos parametros lipidicos avaliados (p>0,05), embora esta nédo
fosse uma expectativa do estudo em funcdo das caracteristicas bioquimicas das voluntérias,

em funcdo da adequacao dos valores médios ao inicio do estudo. Pefia et al. (2014) também
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ndo encontraram diferencas no HDL-c, LDL-c e TG em individuos de ambos os sexos obesos
ap6s consumo da mesma bactéria e prebi6tico (Bifidobacterium lactis (10'° UFC) + 8g
oligofrutose). Asemi et al. (2014) também ndo encontraram alteracdo no perfil lipidico em
homens e mulheres com DM2 em um estudo crossover onde os voluntarios receberam sachés
contendo Lactobacillus sporogenes (27 x 10° UFC) e 1,08 g inulina durante 6 semanas.

Contrariamente aos resultados apresentados, Shakeri et al. (2014) encontraram
reducdo no TG e aumento no HDL-c em voluntarios com DM2 apds consumo de péo
simbiético contendo Lactobacillus sporogenes (1x 10® UFC/g) e 0,07 g de inulina/g de p&o,
sendo a ingestdo diaria deste de 120 g de péo, por oito semanas. Destaca-se que os valores de
TG dos voluntarios deste estudo eram superiores aos apresentados na presente investigacéo.

Em mulheres com excesso de peso e hiperlipidemia mista, a ingestdo de 200 mL de
shake simbi6tico (8 x 10®° UFC/mL Lactobacillus acidophillus, 8 x 10® UFC/mL
Bifidobacterium bifidum e 2 g FOS) por 4 semanas promoveu reducdo no CT e TG (MOROTI
etal., 2012).

Ooi et al. (2010), avaliando homens e mulheres com hipercolesterolemia, também
evidenciaram reducdo em CT e LDL-c ap6s consumo de quatro cépsulas diarias contendo
Lactobacillus gasseri 10° UFC e 0,20 g de inulina/ capsula durante 12 semanas. Os
voluntarios foram orientados a manter a ingestdo alimentar habitual. Os autores néo
observaram alteracdo na ingestdo caldrica entre 0s grupos tanto na semana basal quanto na
décima segunda semana.

Com excecdo do estudo conduzido por Ooi et al. (2010), os ensaios de Shakeri et al.
(2014) e Moroti et al. (2012) ndo avaliaram o consumo dietético antes e ap06s a suplementacédo
0 que limita suas conclusGes uma vez que alteracdes dietéticas isoladamente interferem no
perfil lipidico (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).

Assim como Pefia et al. (2014) e Asemi et al. (2014) esta pesquisa ndo avaliou
individuos com alteracdes no perfil lipémico, o que pode ter contribuido para a auséncia de
alteracGes positivas na lipemia, diferentemente de Ooi et al. (2010), Moroti et al. (2012) e
Shakeri et al. (2014). Desta forma, parece que a utilizacdo de simbiotico objetivando melhoras
no lipidograma parece estar atrelada a populacdo que apresente alguma alteracao lipémica.

Algumas meta-analises tém sido conduzidas a fim de avaliar os beneficios de
probidticos, prebioticos e simbioticos sobre os parametros lipidicos. Beserra et al. (2015) em
sua pesquisa com artigos publicados sobre o impacto dos simbidticos sobre a lipemia nédo
encontraram resultado a favor desta intervencdo sobre o CT, LDL-c, HDL-c. Porém, a

ingestdo de probidtico ja foi associada a redugdo de LDL-c em individuos com e sem
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alteracdo na lipoproteina, em meta-analise (GUO et al., 2011). Kellow; Coughlan; Reid
(2014) n&o verificaram efeito positivo do consumo de prebidticos sobre a trigliceridemia.

Alguns ensaios conduzidos isoladamente com probidticos ou prebiodticos apontam
beneficios desses sobre parametros lipidicos (BALCAZAR-MUNOZ et al., 2003; GENTA et
al., 2009; ATAIDE-JAFARI et al., 2009; EJTAHED et al., 2011). Destaca-se que nesses
estudos os individuos possuiam alguma alteracdo laboratorial nos marcadores lipémicos o que
diverge dos dados apresentados, como ja mencionados.

No que diz respeito ao controle glicémico, o presente ensaio ndo encontrou reducédo na
glicemiade jejum, insulina de jejum e HOMA-IR (p>0,05). Ambos os grupos apresentavam
hiperinsulinemia (PONTES et al.,, 2012) e HOMA-IR elevados (HOMA-IR >2,71)
(GELONEZE et al., 2006).

Shakeri et al. (2014) e Asemi et al. (2014) também ndo encontraram efeito positivo
sobre a glicemia de jejum apés utilizacio de Lactobacillus sporogenes (1 x 10° UFC/g) e 0,07
g de inulina/g de pdo e Lactobacillus sporogenes (1 x 10" UFC) com 0,04 g inulina,
respectivamente. Esses resultados coadnuam com os obtidos na presente pesquisa.

Shake com Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bifidum e 2 g FOS quando
consumidos por mulheres, brasileiras, com DM2 e hiperlipidemia desencadeou redugdo na
glicemia de jejum (MOROTI et al., 2012). Assim como estudo conduzido por Eslamparast et
al. (2014) que também encontrou reducdo na glicemia de jejum com Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium longum e Lactobacillus bulgaricus (2 x 10® UFC) e 250 mg de
FOS/dia associado a dieta e atividade fisica.

Todavia, 0 ensaio de Eslamparast et al. (2014) associou a suplementacéo de simbiotico
a trinta minutos de atividade fisica de alta intensidade, de trés a quatro vezes por semana. E
descrito que a pratica de exercicios permite melhora da tolerdncia a glicose pela maior
translocacdo de proteina facilitadora do transporte de glicose 4 (GLUT4) expressa em
musculo esquelético, cardiaco e tecido adiposo (PAULI et al., 2009).

Dehghan et al. (2014) evidenciou reducdo plasmatica de glicemia de jejum e
hemoglobina glicada ap6s a suplementacdo de 10 g/dia de oligofrutose enriquecida com
inulina por 8 semanas em voluntarios com DM2. Os estudos supramencionados de Moroti et
al.(2012), Eslamparast et al., (2014) e Dehghan et al. (2014) foram relizados em populagdo
com alteracdo na glicemia o que distingue-se desta investigacéo.

Segundo Beserra et al. (2015), o uso de simbidtico resulta em reducdo da insulinemia

de jejum, mas ndo altera a glicemia de jejum. Entretanto, esta meta-anélise foi conduzida com
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apenas dois ensaios clinicos randomizados, sendo esses o de Malaguarnera et al. (2012) e
Eslamparast et al. (2014) em individuos com excesso de peso e obesidade. Assim, mais
ensaios clinicos similares sdo necessarios para consolidacdo desta hipdtese.

Individuos com DM parecem ser beneficiados pelo consumo de probidticos, uma vez
que possuem valores de glicemia alterada. Meta-analise incluindo estudos com probiéticos no
controle glicémico observou que a glicemia de jejum apresentava-se reduzida nos individuos
com DM e apenas tinha tendéncia a reducdo nos individuos sem a doenca (RUAN et al.,
2015).

A utilizacdo de mistura de varias estirpes parece ser mais eficaz em modular a
microbiota quando comparado as suas espécies individuais como evidenciado por Chapman et
al. (2011) que observaram melhor resposta do mix de cepas (75% dos estudos avaliados) em
diversos estados patoldgicos, em uma revisao. Todavia, se esses efeitos sdo devido a interacdo
sinérgica das cepas ou decorrente da dose utilizada ainda ndo estao claros.

O papel dos prebidticos e probidticos na redugdo da glicemia e da Rl se devem em
virtude do papel imunomodulador desses suplemementos e partem da premissa de que sua
utilizacdo permite melhoras na integridade da mucosa intestinal levando a reducdo da
inflamacéo de baixo grau o que culmina na reducdo da RI e nos valores de glicemia (CANI et
al., 2007a; CANI et al., 2009a).

A reducdo do estresse oxidativo mediante melhora do perfil antioxidante também tem
sido porposta para o papel de probidticos e prebidticos na reducdo da glicemia como
observado nos ensaios de Asemi et al. (2013) e Pourghassem et al. (2013), respectivamente,
em individuos com DM2.

Cani et al. (2007b) encontraram aumento do género Bifidobacterium spp. associado a
reducdo de marcadores inflamatérios e insulina com melhora na tolerancia a glicose em
camundongos que receberam dieta HF e suplementacdo com oligofrutose. Apesar disso, ndo
foram avaliados marcadores inflamatorios no presente estudo.

O aumento na secrecdo de GLP-1 também esta associado a melhora na sensibiliade a
insulina. Chen et al. (2012) observaram aumento tanto da secre¢do desse hormonio quanto do
peso pancredtico de ratos Wistar suplementados com 5 x 10® UFC de Bifidobacterium
adolescentis/ 12 semanas.

Em humanos, a suplementagdo com probiotico (ANDREASEN et al.,, 2010;
EJTAHED et al., 2012), prebidtico (POURGHASSEM et al., 2013; DEHGHAN et al., 2014)
e simbiodtico (MOROTI et al., 2012; ASEMI et al., 2014) desencadeia respostas positivas seja


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chapman%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21229254
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na melhora da resposta a acdo da insulina ou na glicemia em individuos com alteracoes
laboratorias existentes.

Pesquisa similar que utilizou os mesmos componentes do simbidtico do presente
estudo (PENA et al., 2014), em voluntarios obesos, também n&o encontrou beneficios nos
pardmetros avaliados, mesmo com os individuos apresentando alteracdo na glicemia. Isso
pode sugerir que apenas esta cepa em associagdo com o prebidtico pode ndo ter sido suficiente
para promover as modificacOes esperadas.

A heterogeneidade das cepas nos ensaios bem como a quantidade de probidtico e
prebidtico utilizados geram fatores de confudimento e contribuem para os distintos resultados
encontrados nos diferentes parametros metabo6licos. Por se tratar de um assunto recente sao
necessarios mais estudos investigativos que utilizem cepas isoladas, seguidas de suas
associacfes permitindo resultados mais fidedignos associados a analise da microbiota e a
avaliacdo dietética.

Mesmo com a orientacdo para manutencao do padréo de atividades fisicas ao longo do
estudo, o nivel deste foi reduzido no grupo simbiotico e aumentado no grupo controle ao final
da intervencdo. Este dado pode ter mascarado possiveis resultados superiores do grupo
suplementado. Sabe-se que a pratica de atividade fisica e a dieta hipocalérica sdo bem
documentadas como tratamento na perda de peso (MA et al., 2015; BRAY et al., 2016).

Foi observado impacto superior na evacuacdo didria das voluntarias suplementadas
com simbidtico de 54,54 % (n=6) para 90,90 (n=9). O padrdo das evacuacdes, avaliado pela
aparéncia e consisténcia das fezes por meio da aplicacdo da escala Bristol, demonstrou
melhoras em ambos o0s grupos, sendo associadas as orientacfes quanto a dieta e a ingestdo
hidrica, fornecidas em cada consulta.

Waitzberg et al. (2013), em pesquisa com brasileiras, encontrou aumento na
frequéncia e consisténcia das evacuacbes de mulheres constipadas apds consumo de
simbiético comercial (LACTOFOS®) contendo 10° UFC de Lactobacillus paracasei (LPC-
37), Lactobacillus rhamnosus (HNO0O1), Lactobacillus acidophilus (NCFM) e
Bifidobacterium lactis (HN019) e 6 g de FOS. Alguns metabdlitos, como AGCC, produzidos
pelas bactérias intestinais conferem salde ao intestino e atuam estimulando a atividade
motora do colon o que culmina na melhora do habito intestinal (YAJIMA, 1985;GRIDER;
PILAND, et al., 2007; FATEH et al., 2011).

N&o houve diferenca entre os grupos apds analise da escala Likert dos sintomas
gastrointestinais (p>0,05). Apesar disso, algumas voluntarias do grupo simbidtico relataram

flatuléncia no inicio da suplementacdo com melhoras durante as semanas de intervencao.
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Estudos de Parnell e Reimer (2009) e Dewulf et al. (2014) com prebioticos relatam
episodios de flatuléncia, todavia a ingestao diaria de prebioticos 21g de oligofrutose e 16 g de
inulina e oligorutose (50:50), respectivamente, foi superior a da presente investigacao.

A intervencdo com Lactobacillus sporogenes 9 x 10’ UFC e 0,36 g/dia de inulina,
empregada no estudo de Asemi et al. (2014), ndo provocou nenhum efeito adverso.
Similarmente, neste ensaio, ndo houve relato de efeitos adversos associados a ingestdo de
Bifidobacterium lactis (1x10° UFC) e 5 g de FOS.

Apesar do n amostral ter sido reduzido (n=11) ha estudo na literatura com n menor
(n=10) que encontrou resultado positivo com a adminstracao de simbiotico.

No presente estudo ndo foram dosadas as concentragdes de LPS plasmatico, pardmetro
utilizados em estudos semelhantes para avaliar a endotoxemia metabdlica, que se correlaciona
com a permeabilidade da mucosa intestinal. Também ndo foram avaliados os horménios
sacietogénicos, PYY e GLP-1, que s&o modulados pela microbiota.

A anélise da microbiota antes e apds a intervencdo com simbi6tico poderia mostrar
seus efeitos sobre a comunidade de enterobactérias e evidenciar o impacto isolado da dieta
hipocaldrica sobre a microbiota intestinal.

Este foi o primeiro estudo a utilizar exclusivamente a cepa Bifidobacterium lactis
(1x10° UFC) em associacdo com FOS (5 g) em mulheres com obesidade, em tratamento
dietético hipocaldrico. Apesar do pioneirismo do estudo, as caracteristicas da populacéo, a
saber, auséncia de alteracfes lipémicas e glicémicas, podem ter dificultado a percepc¢do do
impacto da intervencdo sobre pardmetros metabolicos, como glicemia, colesterolemia e
trigliceridemia.

Acrescenta-se que essa investigacdo seguiu os critérios de ensaios clinicos com
relacdo a randomizacdo, grupo placebo e cegamento. Ademais, a condu¢do da pesquisa foi
realizada de maneira a limitar possiveis viéses, uma vez que buscou controlar, antes e apos a
intervencdo, o consumo dietético, o nivel de atividade fisica e a avaliagdo dos sintomas

gastrointestinais.
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6. CONCLUSAO

O consumo do simbidtico contendo Bifidobacterium lactis (10° UFC) e FOS (5 g)
diariamente, por mulheres obesas, durante oito semanas, ndo promoveu reducdo no peso e
alteracOes nas varidveis associadas a obesidade, comparado a intervencao placebo. Os efeitos
sobre peso corporal e IMC observados no estudo foram semelhantes em ambos 0s grupos, e
atribuidos a intervencdo dietética. Entretanto, o grupo suplementado teve reducdo do
percentual de massa gorda e do perimetro da cintura em comparacdo com o tempo basal e
melhora na frequéncia de evacuagdo comparado ao grupo placebo.

A literatura é escassa considerando os ensaios clinicos com simbidticos, duplo-cegos,
randomizados e placebo controlados, sobretudo, com a utilizacdo de cepas probidticas
isoladas. Mais estudos sdo necessarios a fim de avaliar o impacto da intervencdo simbidtica

sobre a modulagdo da microbiota intestinal e satde metabdlica.
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Abstract

Context: Composed gut microbiota seems to contribute with obesity. Modulate the gut
microbiota with probiotics lead weight loss and help treatment of obesity. Many clinical
trial randomized have been developed to evaluate the effect of probiotic on body
weight.

Objective: The objective of this paper was to evaluate the effect of Lactobacillus on
weight loss and body fat in overweight humans.

Methods: We have done the search using the terms "obesity", "body weight changes,"
"weight loss", "probiotics”, "Lactobacillus”, "overweight”, "abdominal obesity", "body
composition” and "body weight" in the databases in Medline (PubMed), Lilacs, and
Scopus published until March 2014. We search randomized clinical trials in humans
that tested Lactobacillus on body weight.

Results: We include only 12 among 351 articles found. Of those six showed decrease in
the body weight and body fat. Other studies showed unchanged weight, weight loss in
both groups or weight gain. The results suggest that the effects depend of the
Lactobacillus strain.

Conclusions: Some Lactobacillus strains have potential to help in weight loss of

overweight subjects.

Key words: overweight, weight loss, fat body, probiotics, Lactobacillus.
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1. Introduction

Obesity is characterized by an excessive increase in body fat. It is result of
energy imbalance due to high intake of macronutrients and a decrease in energy
expenditure®. It is considered a multifactorial disease originated from the combination
of environmental and genetic factors?. In addition, it is a risk factor for other diseases as
type 2 diabetes mellitus, cardiovascular disease and some types of cancer®.

Recently composition of gut microbiota has been associated to development of
obesity*. Studies show that overweight and lean subjects have different qualitative and
quantitative profiles in gut microbiota. Overweight subjects showed higher
Firmicutes/Bacteroidetes ratio than lean subjects®.

In addition metabolic activity of gut microbiota of the obese subjects seems to
facilitate the extraction energy from ingested foods and increase storage of calorie in
adipose tissue of the host'. The bacterial products and bacteria translocation to
circulation promote an immune response, inflammation, and immune cell infiltration in
liver and adipose tissue. This carries food intake deregulation in the hypothalamus
promoted by the insulin and leptin resistance and inhibition expression gut-secreted
anorectic hormones, such as GLP-1 and PYY. Additionally, there is a reduction in the
intestinal Fiaf expression mediated by bacteria that deregulate the fat storage and lipid
metabolism favoring the obese phenotype®. Although studies on humans have started
only recently there are indications that the gut microbiota is important in maintaining
homeostasis energy metabolism in humans®.

A meta-analysis showed that manipulation of the gut microbiota by L.
acidophilus, L. ingluviei and L. fermentum resulted in weight gain whereas L. gasseri
and L. plantarum showed anti-obesity effect’. However, the results achieved by Million

et al’® were obtained by including experimental and human studies in different
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nutritional and physiological states. Also Shimizu et al (2013) studied normal
individuals supplemented with L. Pentosus for 12 weeks and verified weight loss'°. This
variation of population of study interferes on conclusions on the role of the modulation
of microbiota in weight loss. Therefore, the objective of this systematic review was to
evaluate whether use of Lactobacillus promotes weight loss and body fat in overweight

subjects.

2. Methods
2.1. Search methods for identification of studies

The systematic review used studies published until March, 2014. Two authors
checked and reviewed independently the articles found. Any disagreement between the
researches in data abstraction was resolved by discussion. The PICO (participants,
interventions, comparisons, outcomes) strategy used to search articles to answer the
research question.

The database selected for this review were the following: Medline (PubMed),
Lilacs and Scopus. The search protocols were developed and researched in three main
search indexes: title, abstract and subject. The strategies were designed according to
each specific database.

The strategies were developed using the controlled vocabulary of descriptors of
matters (Mesh/Medline and DeCs/VHL). In addition, free search terms were used in
main journals as well as references, abstracts and comments related to the purpose of
increasing the sensitivity of search items. The search was combined with the Boolean
operators “OR” to add and “AND” to relate the term. The terms used in the research
were translated into the controlled vocabulary according to the variables of the research.

2 13

This followed the representation of matters and free terms: “obesity”, “body weight
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changes”, “weight loss”, “probiotics”, “Lactobacillus”, “overweight”, "abdominal
obesity", “body composition” and “body weight”. The search protocols were developed
and represented as follows: in Pubmed (probiotics [mh] or probiot* [ti] OR
Lactobacillus) AND (overweight or weight loss[ti] or weight loss[mh] or “body weight”
or “body weight changes” “body composition” or obesity[mh] or Obes* or “abdominal
obesity”[ti] or obesity, abdominal[mh]); in Scopus (TITLE-ABS-KEY (overweight OR
"weight loss" OR "body weight" OR "body weight changes” "body composition” OR
obes* OR "abdominal obesity")) AND (TITLE-ABS-KEY (probiotics OR
lactobacillus)) AND (LIMIT-TO(DOCTYPE, "ar")); and in BVS (probiotics or probiot$
OR Lactobacillus) and (overweight or “weight loss” or obes$ or obesity).
2.2. Criteria for considering studies for this review

The eligibility criteria considered for review were: randomized clinical trial,
Lactobacillus supplementation independent of dose and vehicle of administration,
human adults, studies that evaluated body weight and/or fat mass, written in English,
Spanish or Portuguese.
2.3. Assessment of quality of evidence

Two reviewers independently assessed the risk of bias of included studies as
described in the Cochrane Handbook for Systematic Reviews for Interventions
according to the following 6 components: allocation sequence generation, allocation
concealment, blinding, incomplete outcome data, selective outcome reporting, other

sources of bias®.

3. Results

3.1. Included studies
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From 351 papers about matter, only 12 were included in this systematic review.
Figure 1 shows the reason exclusion of articles. Selected studies are in Table 1.

Twelve articles were included in this systematic review. From these articles one
showed weight gain, five showed body weight unchanged after use of Lactobacillus, in
which three reported weight loss in both groups. Others studies (six) reported weight
loss and weight fat mass after intervention with Lactobacillus. Among articles that
showed decrease in the body weight two studies used L. gasseri alone; one used a
commercial product with many Lactobacillus; other used L. acidophilus associated with
L. casei, floridizin, isoflavones and caloric restriction; another with L. rhamnosus with
hypocaloric diet, and one study used L. platarum associated with active diet.

3.2. Quality of evidence
The risk of bias of the included studies may be seen Figure 2. Six trials

described clearly the methods used for random sequence generation'?*41>182021

Random sequence generation was done through computer randomization?*#1>20:2!

or
according to a random code’®, The method used for random sequence generation was
not clearly described in six studies. Five trials, treatment allocation was adequately
concealed'?*4**2°21 * Allocation concealment was adequate due to central allocation
using a computer?***>2%2L |n the rest of the 18 studies, allocation concealment was not
clearly demonstrated or described.

Adequate blinding of study participants, care providers and assessors was done
in nine trials. Blinding was ensured by using pre-coded™?™* 1192023 | the others three
trials, one was not enough information given on the blinding method to make a
judgement™® and two were not blinding'***.Reported data was satisfactory for eleven

studies. One study did not report the data of anthropometry of all participants, only a

subgroup®.
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In ten studies, the pre-specified outcomes in the methods section were reported
in the results section. In two studies do not explain how collected data such as weight,
BMI and vital signs***. Eight studies appeared to be free from other potential sources
of bias. In other trial, two include adults and elderly, although there were differences in
body composition among life cycle'®®. Furthermore Omar et al?® reported that the
female menstrual cycle was not taken into account when determining body composition
effects.

Other trial includes pre and post menopausal women however postmenopausal
women show changes in body composition with decreased lean mass and increased fat
mass'’. Furthermore Doria et al'’ offered isoflavones and floridizin with probiotic.
These elements also are functional compound and they could mask the real results of
probiotic. Active diet was compound by others functional compound that are bias in

result effect of the probiotic in weight™®.

4. Discussion

Among 12 papers selected, six reported a reduction in weight; five reported no
findings in changes among groups and one reported weight gain when Lactobacillus
acidophilus or rhamnosus were ingested. Probiotics that showed effect benefic on body
weight were L. gasseri, L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. platarum and mix of
Lactobacillus with or without other compounds and/or restriction caloric.

A decrease in BMI and waist circumference was found in the studies that used L.

gasseri**

. Studies with L. gasseri reported a decrease in the visceral fat after
administration of probiotic***°, The visceral fat is associated with insulin resistance®*

and metabolic risk?®>.
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The L. gasseri BRN17 strain took not significant weight loss'®, a result similar to

those found by Kang et al*®

, Who observed that the use of L. gasseri BRN17 avoided an
increase in the weight and in the adipose tissue in rats fed high-carbohydrate diet.
Moreover, L.gasseri SBT2055 promoted a decrease in the weight and body fat'**°. Sato

et al?’

observed a decrease in the size of visceral adipocytes in rats using fermented
milk containing the same strain. The weight decrease due to L. gasseri observed in the
present review is similar to the results found by meta-analysis. By using meta-analysis,
it was found that this strain is associated with a reduction in the weight when
administered to overweight humans and animals®.

There are few studies that used L. rhamnosus strain in adults or animals models.

On the other hand, there are studies with this strain in pregnant women and children. In

these trials is possible to note that this probiotic strain is associated with weight gain®®
% These articles may explain the results found by Agerholm-Larsen et al'.
Nevertheless Sanchez et al®® found weight loss in women alone. In this study the
subjects ingested a hypocaloric diet that is treatment proposed for obesity®. Weight loss
in women supplemented with probiotics can be explained by microbiota composition
that differs between genders™.

The study that used L. plantarum associated with active diet showed weight loss.
This strain has been associated with body weight loss*®. Million et al® also associated
the use of this strain with weight loss in overweight animals. L. plantarum associated
with dietetic modification led to a significant weight loss, showing that probiotics
potentiate the weight loss caused by caloric restriction. Besides one study in rats

showed anti-obesity effect when probiotic used after high-fat diet induced-obesity*”.

Other study associated high-fat diet with L. plantarum in pregnant female rats and their
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offspring until the age of six months. The group that received probiotic showed small
gain weight and retroperitoneal adipose tissue during the follow-up®.

L. acidophilus has been associated with weight gain®*, which explains the result
found by Agerholm-Larsen et al?’. However L. acidophilus associated with L. casei,
phenolic compounds (floridizin and isoflavones) and caloric restriction affected weight
loss although the element that caused weight loss could not have been identified. A
study on humans showed body weight loss after the intake of yogurt containing L.
acidophilus associated with B. infantis and other bioactive compounds containing
fibersol-2, FK-23, pine tree leaf extract solution, Peptigen IF-3090, RGP-HC-90,
Bifidobacteria producing conjugated linoleic acid (CLA) and YQ-2%. All functional
compounds used in this study are not similar to those used in the study included in this
systematic review, causing the doubt whether weight loss was caused by probiotic or by
the association of phenolioc compounds with it.

The dosage of probiotic provided in the different studies included in this review
is also very important since it varies from 10° to 1.5 x 10"*UFC. This can be explained
by the fact that each probiotic has its own particular characteristics. The strain of
probiotic can be more resistant or not to storage, and also by the means which it will be
provided to subjects, if by means of any dairy product or by capsule®”. Beneficial effects
on body weight were found at the dosage from 10°UFC"°.

The present study showed some limitations, such as the differences in the
population in the studies. However take care to include studies conducted in humans
overweight adults. We do not define the strain and amount of Lactobacillus may be used
to weight loss, because studies used strain and amount different.

The results found in this systematic review show that probiotics have potential to

help in weight loss of overweight subjects. Among the probiotics with potential weight
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loss can cite Lactobacillus gasseri, L. rhamnosus, L. plantarum and L. acidophilus
associate with L. casei. More studies are needed to determine the real impact of
probiotics on weight loss. Furthermore find out the best strain, whether alone or

combined with other strains and amount to be administered to promote weight loss.
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351 records identified through database
search (Medline, Scopus and BVS)

A 4

295 records after duplicate removal

A 4

29 full-text articles assessed for eligibility

A 4

266 records excluded after abstract reading

A 4

12 studies included in qualitative synthesis

A 4

17 full-text articles excluded, lean subjects
(n=3), review articles (n=2), not used
probioitc (n=3), not evaluated weight loss
(n=2), animal studies (n=3), non-English,
Spanish or Portuguese publication (n=2),
used Bifidobacterioum (n=2)

Figure 1. Flow diagram of the total selected articles for systematic review.
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B High risk of bias

Figure 2. Methodological qualities of included studies.



Table 1. Effects of Lactobacillus on body weight and body fat in overweight subjects.
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Characterization of the population:
N of CG/TG

Intervention:

Author, Study design  Sex Kind of strain Variables of Results of interest
year y g Age (vear) Amount administered interest analyzed
Average BMI (Kg/m?) +SD or SE * Duration
- CG1.: placebo yogurt
- CG2: placebo capsule containing
500mg calcium lactate Body weight increased in
CGL/ICG2ITGLTG2: 14/10/16/14 - TG1: yogurt containing Weidht bod it 3r’0u Sg o cont of COL
Parallel, 3/9:16/38 10x10’CFU/mL of Lactobacillus g Y groups, b '
Agerholm- . ; . body Fat mass did not increase
Larsenet ~ double-blind, 18-55 acidophilus - composition significantly in TG1 and
al 2000 randomized, BMI CG1l/CG2/TGL/TG2: - TG2: yogurt containing waist and hi’ CG2 TG1and TG2
’ controlled. 30.0+0.9/29.9+1.1/30.040.7/30.2+0.7  2x108CFU/mL of Lactobacillus . P S o
circumferences showed increase waist hip
rhamnosus ratio
- 450mL yogurt/day or 2
capsules/day
-8 weeks
i . . . . - TG: standard treatment for bariatric Probiotic group showed
Randomized, 44 morbid obesity patients submitted + Puritan’s Pride® (2.4 x 10°CFU of higher decrease in body
Woodard  placebo- to RYGB . . i .
, Lactobacillus) Body weight weight at 3 months in the
etal, 2009 controlled CG/TG: 41.2/48.6 - CG: standard treatment for bariatric ostoperative period
clinical trial  BMI CG/TG: 46.9/45.7 ' poStop P
- 6 months
. - Body weight
. - TG: fermented milk containing 5x 2
mﬂlgllgegltﬁ:d TG/CG: 43/44 10'°CFU of Lactobacillus gasseri EiMI’ waist and All parameters evaluated
Kadooka DI 3791 59/28 SBT2055/100g 1P parame HLeC
randomized, ] . circumferences, decreased in the probiotic
etal, 2010 controlled 33-63 - CG: control fermented milk body composition group
clinical trial BMI CG/TG: 27.2 £1.7 /275 £1.7 - 100g at 2 times per day (BIA), abdominal

- 12 weeks

fat area (CT)
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CG/TG: 61/59

Double-blind, 200: 43/77 - TG: yogurt 5x10*°CFU of
j randomized, ’ Lactobacillus reuteri NCIMB 30242 . .
ones et lacebo- 20-74 - CG: control ¢ Body weight, Body weight and BMI
al, 2012 ~ Placeho BMI CG/TG: 26,08+ 2.62/26,11+ 2.80 >- controtyogur BMI unchanged
’ controlled o o - 2 times/day
clinical trial LDL>131mg/dL; triglyceride < - 6 weeks
354mg/dL
, - TG: three bottles of light Yakult
Randomized, CG/TG' 15713 with 6.5x10°CFU of Lactobacillus : : .
i 3/9:18/1 S Body weight, Weight, BMI and waist
Leber et placebo 24-66 casel Shirota BMI, waist circumference unchanged
al, 2012 controlled . - GT2: standard therapy for MetS . g
. . BMI CG/TG: 35.4 +5.3/35.3 £5.5 ) . circumference
clinical trial Metabolic syndrome - CG: healthy subjects
- 3 months
- Active diet: meals of lower
glycemic index, food high-
Randomized, J/9Q: 8/36 antioxidants, fish oil as source Active diet promoted
omega-3, fermentable fiber and . :
Tovar et controlled, 50-73 10 . Body weight and  higher
, 107"CFU of Lactobacillus plantarum )
al, 2012 crossover BMI: 28.5+£0.3 _ Control diet without active BMI. weight loss
clinical trial  Fasting blood glucose: < 110mg/dL
compounds
- Each diet was consumed during 4
weeks with 4-week washout
- TG: 25mL of isoflavones, floridizin
. and 7.5x108CFU of Lactobacillus
Double-blind, casei and 7.5 x 10°CFU of Body weight, fat
randomized,  @: 40 Caucasian sedentary overweight - . . . . 2
. : : Lactobacillus acidophilus diluted in ~ mass, waist,
Doria et placebo- (10-20% ideal body weight) I f lori Ksi All parameters decreased
al 2013 controlled 30-60 one liter of water + caloric ba_c side and N TG
’ clinical trial NR restriction 300kcal/day thigh

- CG: placebo drink + caloric
restriction 300Kcal/day
- 1 liter of drink/day

circumference
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- 90 days

- TG: probiotic capsule containing
10'°CFU of Lactobacillus gasseri

i ) BRN17 and filler powder (50% Body weight, .
Randomlz_ed, GC/GT' 29/28 trehalose, 25% skim milk and 25% BMI, waist and B.MI and waist
double-blind, &/9:22/35 : circumference decreased
Jung et al, FOS) hip . ; .
2013 placebo- 19-60 - CG: placebo capsule of filler circumferences in GT, but body weight did
controlled BMI CG/TG: 29.6+3.6/28.6 £ 6.3 : o not decrease significantly.
clinical trial  Fasting blood glucose > 100 mg/dL powder . body composition
- - 6 capsules/day (2 capsules 30 min.  (BIA)
before breakfast, lunch and dinner)
- 12 weeks
- TG1: fermented milk containing
Multicenter 10’CFU of Lactobacillus gasseri Body weight,
randomize d’ CG/TG1/TG2: 70/69/71 SBT2055 BMI, waist and Abdominal fat area, fat
S 479:105/105 - TG2: fermented Milk containing hip mass, BMI and waist and
Kadooka  double-blind, 6 . . . Lo
etal, 2013 parallels 35-60 10°CFU of Lactobacillus gasseri cwcumferencgs_, hip cwcur_nferences
’ fOUDS BMI CG/TGL/TG2: SBT2055 body composition  decrease in both tests
glinigal trial 27.2£1.9/27.5+£1.9/27.2+1.8 - CG: control fermented milk (BIA), abdominal  groups
- 100g/2 times per day fat area (NMR)
- 12 weeks
2 phases:
- 1 TG: hypocaloric diet (restriction
Y 500kcal/day) + capsule containing . Women of test group
gﬂggﬁigle'gd' CGI/TG: 63/62 1.62x 10°CFU of Lactobacillus gcl\)/??/ \\:\,Vg:gtht’ showed decrease in body
Sanchez et " HIM: 48/ 77 rhamnosus, 300mg de oligofructose . weight and fat mass when
controlled A : circumference, .
al, 2013 - . 18 — 55 years old and inulin and 3mg magnesium . compared with control
clinical trial body composition

BMI CG/TG: 33.3 £3-2/33.8+3.3

stearate

- 1 CG: hypocaloric diet (restriction
500kcal/day) (250mg de
maltodextrin and 3mg magnesium

(DXA)

group in both phases
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stearate);

- 2" CG and TG: diet plan for
weight maintenance

- 2 capsules/day

- Each phase lasted 12 weeks (total
24 weeks)

- TG: hypocaloric diet + cheese

: CGITG: 15/25 containing 1.5x10"CFU of Body weight,
. Double-blind, > BMI, waist and
Sharafedtin . 3/9: 13/ 27 Lactobacillus plantarum : .
randomized, . I hip Body weight and BMI
ovetal, controlled 30-69 ) (.:G' hypoca}lorlc diet + cheese circumferences decreased in both groups
2013 . . BMI CG/TG: 36.3+ 4.1/37.7£ 4.3 without probiotic o
clinical trial . . body composition
Hipertension - 50g/day
(BIA)
- 3 weeks
- CG: 100g control yogurt
- GT1: 100g yogurt containing 1.39
x10°CFU Lactobacillus amylovorus
T - GT2: 100g yogurt containing
gﬂggﬁigggd' 1.08x10°CFU Lactobacillus
Omar et placebo- f8/§26:010/18 (28) fe_lr_rg]entum it l:I?occizly Welght,_ _ Body weight and body
al, 2013 controlled J -~ The yogurts were consumed wit ody composition composition unchanged
’ ’ BMI:31.6+ 0.7 49 wheat bran/day (DXA)
crossover :
o . - Each phase lasted 43 days with a 6-
clinical trial

week washout between each phase
- Volunteers received meals daily
containing 35 % lipid, 50 %
carbohydrate and 15% protein

CG: control group; TG: test group; &: men; Q: women; BMI: body mass index; Kg/m* kilograms per square meter; SD: standard derivation; SE: standard error; RYGB: Roux-en-Y gastric; LDL: low-density
lipoprotein; mg: milligram; dL: deciliter; MetS: metabolic syndrome; NR: not reported; CFU: colony forming unit; mL: mililter; kcal: Kilocalorie; FOS: fructooligosaccharide; BIA:bioelectrical impedance analysis;
CT: computed tomography; NMR: Nuclear Magnetic Resonance; DXA: X-ray absorptiometry dual energy.
* Some studies did not show data of SD or SE.
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ANEXO 2- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

HOSPITAL UNIVERSITARIO
CLEMENTINO FRAGA FILHO QW
(HUCFF/ UFRJ))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Infludncia da microbiota na perda de peso & no controle glicémico de homens obesos
com diabetes mellitus tipo 2

Pesquisador: Louise Crovesy de Oliveira

Area Tematica:

Versio: 2

CAAE: 31094014.0.0000.5257

Instituigiio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
FUM CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Momero do Parecer: 744.555
Data da Relatoria: 31/07/2014

Apresentagao do Projeto:

Protocolo 104-14. Respostas recebidas em 16.7.2014.

Constam os seguintes documentos: TCLE e Carta resposta as Pendéncias.
Objetivo da Pesquisa:

Ver parecer n.707458 de 02.07.2014.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

‘er parecer n.707458 de 02.07.2014.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Ver parecer n.707458 de 02.07.2014.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

‘er parecer n.707458 de 02.07.2014.

Recomendagdes:

Menhuma

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

1) De acordoe com a Resolugde CNS n.® 466/12, o pesquisador devera apresentar relatorios anuais (parciais
ou finais, em fungdo da duragdo da pesquisa).

2) Eventuais emendas [modiﬂcﬁgﬁes} ao protocolo devem ser apresentadas, com justificativa, ao CEP de

forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada.

RIO DE JANEIRO, 09 de Agosto de 2014

Assinado por:
Carlos Alberto Guimarides
(Coordenador)

O presente estudo teve seu titulo alterado junto ao Comité de ética em virtude da
alteracdo das voluntarias recrutadas sendo o titulo atual: "Influéncia de probidtico e
simbiotico na microbiota intestinal, perda de peso, glicemia e lipemia de mulheres
obesas".
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ANEXO 3- QUESTIONARIO DE TRIAGEM ONLINE

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josué de Castro

Projeto: Influéncia de probidtico e simbidtico na microbiota intestinal, perda de peso,
glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

"Pesquisa: Intervencdo nutricional em mulheres com obesidade™

1) Nome:

2) Sexo:

3) Idade:

4) Peso:

5) Altura:

6) Perdeu ou ganhou ais de 3 kg nos ultimos 3 meses? () Sim ( ) Néo
( ) Ganhei mais que 3 kg

( ) Ganhei menos de 3 kg

(..) N&o ganhei nem perdi

7) Assinale se possui alguma das doencas abaixo:

( ) Hipertenséo ( ) diabetes ( ) problemas de coracdo ( ) Problemas de tiredide ()
Céncer ( ) Outras. Quais?

8) Usa algum medicamento? ( ) Sim ( ) Néo

Se sim, quais?

9) Ainda menstrua? ( ) Sim () Néo

10) Tem disponibilidade de vir ao Fundao pelo menos 4 vezes durante 2 meses? ( ) Sim
( ) Nao

11) Fuma? ( ) Sim ( ) Néo

12) E gestante? ( ) Sim ( ) Ndo

13) Estd amamentando? ( ) Sim ( ) Néo

14) Estéa realizando alguma dieta?

15) Telefone:

16) Email:
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ANEXO 4- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

: Y UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
¥ INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E DIETETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolucdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012. Conselho Nacional de Satde

Dados de identificacdo

Titulo do projeto: Projeto: Influéncia de probidtico e simbidtico na microbiota
intestinal, perda de peso, glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Versao: 04 de junho de 2014.

Pesquisadores: Louise Crovesy de Oliveira e Marjorie Ostrowski

Instituicdo a que pertence o Pesquisador responsavel: Instituto de Nutricdo Josué de
Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Telefones para contato: (21) 99831-4698 (Louise), (21) 99993-6782 (Marjorie), (21)
98105-4499 (Eliane), (21) 99882-8307 (Marcia), (21) 3938-6599 (Instituto de Nutricdo
Josué de Castro/UFRJ).

Nome da Voluntaria:

Idade: anos R.G.

Termo de Esclarecimento

A Sra. esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa “Influéncia de
probidtico e simbidtico na microbiota intestinal, perda de peso, glicemia e lipemia de
mulheres obesas”, aos cuidados das pesquisadoras Louise Crovesy de Oliveira, Marjorie
Ostrowski, Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes. O estudo tem
como objetivo avaliar a influéncia de probiotico (bactérias que fazem bem para o corpo
humano) e simbidtico (probidtico + prebidtico, que sdo fibras) na perda de peso. Os
resultados obtidos nesta pesquisa podem ajudar no tratamento da obesidade.

A Sra. deverd inicialmente comparecer ao Laboratorio de Avaliacdo Nutricional
(LANUTRI) na UFRJ para a coleta de dados referente a este estudo. Serd necessario
responder a um questiondario de informacdes gerais, que contém questdes a respeito da
sua alimentacdo, doencas e remédios utilizados.

Na segunda consulta, a Sra. deverd chegar ao LACFAR, em jejum de 12 horas
para coleta de 25 mL de sangue (6 tubos, sendo 4 tubos menores com 4 mL de volume e
2 tubos maiores com 9 mL de volume) para avaliar o agucar, insulina, gordura no
sangue e substancias produzidas pelo seu corpo. Esta coleta de sangue sera repetida no
final da intervencéo, ap0s 2 meses. Também sera coletado 4 mL (1 tubo de 4 mL) de
sangue apos 30 dias de intervencdo. Em seguida as pesquisadoras irdo acompanhar a Sra
até o LANUTRI, onde serdo medidos o peso, altura e em volta da cintura, composi¢édo
corporal, que ird medir a quantidade de gordura e mudsculo do seu corpo, também
deverdo trazer as trés anotacGes do que foi consumido ao longo de um dia e a amostra
de fezes, para avaliar as bactérias presentes.
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O sangue coletado sera utilizado apenas para esta pesquisa e sera coletado na sua
veia, no local onde comumente se coleta o sangue no braco, por pessoal devidamente
treinado, com limpeza do local que o sangue seré coletado e higiene, seguindo todas as
normas de seguranca, utilizando material que serdo utilizados apenas uma vez e jogado
no lixo apds o uso.

Ao final, a Sra. recebera cépsulas e sachés para ingerir diariamente durante 60
dias. Serdo marcadas consultas de 15 em 15 dias para avaliar seu peso, medida em volta
da cintura, esclarecer davidas em relacdo ao estudo e entrega de capsulas e sachés para
0s préximos 15 dias.

O primeiro e penultimo encontros, onde serdo realizadas todas as avaliacdes,
deve demorar aproximadamente 4 horas, incluindo o tempo para a realizagcdo de cada
etapa e o tempo de espera para o0 inicio de cada avaliacdo. Ja nas consultas que
acontecerdo de 15 em 15 dias e no ultimo encontro, que serd apés 15 dias do término da
intervencdo, o tempo de duracdo deve ser de aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

A Sra. ndo sofrera nenhum risco com a participacdo no estudo. Os desconfortos
associados com a coleta de sangue sdo a possivel ardéncia no local durante a coleta e o
aparecimento de mancha roxa na pele ap0s a coleta, que desaparecera sozinha. A
bioimpedéancia elétrica consiste na passagem de corrente elétrica de baixa intensidade
pelo seu corpo, porém ndo oferece nenhum risco ou desconforto. Para este exame a Sra.
ficara deitada em uma maca por 10 minutos em uma sala reservada para este exame. A
medida do peso, altura, em volta da cintura, anotagdes do consumo alimentar de um dia
inteiro e coleta de fezes ndo ofereceram riscos ou desconfortos a Sra. Para realizacdo
destas avaliacGes serdo necessarias apenas a colaboracdo e a memdria da Sra. Todos 0s
questionarios serdo respondidos pela Sra. em uma sala separada, somente na presenca
do pesquisador, para evitar quaisquer tipos de constrangimento que alguma questdo
possa causar. Além disso, a Sra. pode ter transtorno por conta do tempo gasto com 0s
procedimentos e consultas durante a pesquisa.

Todo material coletado sera utilizado apenas para esta pesquisa. Os resultados da
pesquisa serdo fornecidos somente no final do estudo, quando a Sra. terd orientacdo
nutricional para ajudar no seu tratamento, baseando-se nos resultados obtidos no estudo
e em orientacdes sobre a ingestéo alimentar estabelecidas.

Em qualquer etapa do estudo, a Sra. tera acesso ao profissional responsavel que
podera ser encontrado nos telefones: (21) 3938-6599 (Instituto de Nutricdo Josué de
Castro/UFRJ), (21) 98105-4499 (Dra. Eliane), (21) 9993-67827 (Dra. Marcia(21)
99993-6782 (Nutricionista Marjorie) ou (21) 99831-4698 (Nutricionista Louise). Se a
Sra. tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (HUCFF) situado & Rua Professor Rodolfo Paulo Rocco, 255 - Cidade
Universitaria — sala 01D — 46 — 1° andar, telefone (21) 2562-2480 — E-mail:
ccp@hucff.ufrj.br.

E garantida a liberdade de querer nfo participar do projeto de pesquisa ou de
retirar 0 consentimento a qualquer momento, no caso da aceitacdo, sem qualquer
prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicao.

Os resultados serdo analisados em conjunto com os resultados de outras
voluntarias, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhuma voluntéria. Os resultados
serdo apresentados em revistas e congressos cientificos.

Todos os dados da Sra. serdo avaliados somente pelos pesquisadores deste
estudo e ndo serd permitido que outras pessoas vejam seus resultados, garantindo
protecdo contra qualquer tipo de discriminacao.
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A Sra. podera, em qualquer momento do estudo, pedir informacgdes e até se
atualizar quanto aos resultados parciais da pesquisa.

Esta pesquisa ndo lhe trard despesas, ou seja, a Sra. ndo pagara pelos exames e
pelas demais avaliages. Também néo ter4 compensaces financeiras relacionadas a sua
participacdo durante e ao final do estudo.

Caso ocorra algum dano pessoal resultante do estudo a Sra. tera direito ao
atendimento pelos pesquisadores ou encaminhamento na Instituicao.

Consentimento

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito do estudo acima citado
que li ou que foram lidas para mim. Eu discuti com a Dra.
, sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais s@o 0s propdsitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de
despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de
atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu
receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a
outra ficara com o pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente
de que eu e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e
assinar a tltima folha.

Nome do voluntéria

Data: [/

(assinatura da voluntaria)

Nome do pesquisador responsavel

Data: [/

(assinatura do pesquisador responsavel)
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ANEXO 5- QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS GERAIS

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josué de Castro

Projeto: Influéncia de probiético e simbidtico na microbiota intestinal, perda de peso,
glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Mércia Soares da Mota e Silva Lopes

QUESTIONARIO DE DADOS GERAIS

Grupo:
1. Identificacéo:
Nome:
Sexo: () Feminino ( ) Masculino Idade: anos Data de nascimento: _ /_/
Endereco:
Telefones:
Nacionalidade: Naturalidade:

Até que série vocé estudou (escolaridade)?

Qual sua ocupacéo atualmente (profissdo)?

Qual o seu estado civil atualmente? () 1 = casado (a) ou vive com companheiro (a); 2 = solteiro (a); 3
= separado (a), divorciado (a); 4 = vilvo (a)

Quando comecou a ganhar peso (engordar)? () 1 = infancia; 2 = adolescéncia;3 = idade adulta; 4 =
gestacdo
Vocé jaengravidou? () 1 =sim; 2 =néo

Quantas vezes engravidou (incluir abortos e nascidos mortos)?

Quantos filhos teve? Intercorréncias na(s) gestacdo(des):
Quantos quilos ganhou em cada gestacdo? 12 28 3 42
Vocé ainda menstrua? () 1 =sim; 2 =néo Sua menstruacéo é regular? () 1 =sim; 2 =néo

Utiliza pilula anticoncepcional?( ) 1 =sim; 2 =ndo Qual?

Qual o foi 0 1° dia da sua UGltima menstruagao? Obs:

Atualmente, vocé fuma? ( ) 1=sim;2=ndo Jafumouantes? ( ) 1=sim;2 =néo

Por quanto tempo fumou? Ha& quanto tempo parou de fumar?

Consome bebidas alcodlicas atualmente? ( ) 1=sim;2=ndo

Bebida Frequéncia Quantidade

-> Algum parente esta participando da pesquisa? ( ) 1 =sim; 2 = néo

Grau de parentesco:

Por qual tipo de parto vocé nasceu? ( ) 1 = ceséria; 2= normal Tempo de gestacao:
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Aleitamento materno? ( ) 1 =sim; 2 =n8o Durac&o: Férmula infantil? ( ) 1 =sim; 2 =nao

Observagoes:

2. Avaliagdo clinica
Vocé costuma ter vémitos regularmente? ( ) 1=sim; 2 =ndo
Vocé costuma ter diarreia regularmente? ( ) 1=sim; 2 =nao

Seu habito intestinal é diario? ( ) 1=sim;2=ndo Obs;

Edema MMII: () 1=sim;2=ndo Obs:

Outros sintomas:

3. Uso de medicamentos (atuais e nos Ultimos 3 meses): ( ) 1 =sim; 2 =nao

Quais?

(Perguntar sobre o uso de laxantes e anti depressivos)

4. Uso de suplementos dietéticos (atuais e nos Gltimos 3 meses): ( ) 1=sim; 2 =néo

Quiais?

(Perguntar sobre a inclusdo de outros alimentos (ex: 6leo de coco) ou produto na alimentacao)

5. Uso de iogurte: () 1 = diariamente; 2 = eventualmente Quantidade ingerida?

6. Histdria de doenca atual:

Atualmente, quais problemas de salde que vocé possui?

( )DM ( )HAS () Doengas articulares () Cardiopatias ( )SOP

() Dilipidemia () Outras:

7. Histéria patolégica pregressa:

8. Histdria familiar de excesso de peso ou obesidade:
Pai () Mae ( ) Irméos ()

9. Historia familiar de doenca inflamatoria intestinal (doenga de Crohn ou Retocolite ulcerativa):

Pai () Mée ( ) Irméos ( )

10. Avaliacdo antropométrica e composi¢do corporal:

. Datas de realizacdo da avaliacdo
Parametros

Peso (kg)

IMC (kg/m?)




118

Perimetro da cintura 1 (cm)

Perimetro da cintura 2 (cm)

Perimetro da cintura (média)

Pressdo arterial (mm Hg)

Estatura 1 (cm): Estatura 2 (cm): Média da estatura (cm):

11. Avaliacao dietética:
Possui alguma aversao, intolerancia ou alergia alimentar?

Alguém cozinha regularmente em sua casa? ( ) 1 =sim; 2=ndo Quem?

Que tipo de 6leo ou gordura utiliza para o preparo dos alimentos?

Qual o consumo mensal de 6leo ou gordura?

Utilizam azeite? ( ) 1 =sim; 2=ndo Qual o tipo?

Qual o consumo mensal de azeite?

12. Perguntas a serem realizadas no dia do ensaio clinico:

1° Ensaio clinico (O dia) - Data: /| [

Vocé cumpriu o periodo de jejum para hoje? ( ) 1=sim;2=ndo Inicio do jejum:
Avaliar edema MMII: (1) 1=sim; 2 =ndo Obs:

Usou medicamento nos Gltimos 15 dias? ( ) 1 =sim; 2 =nao

Quais?

Esteve em periodo mesntrual nos ultimos 7 dias? () 1 =sim; 2 =nao
Est4 menstruada hoje? () 1=sim; 2 =néo
Qual foi a data do 1° dia de sua ultima mesntruacdo?

Sua menstruagao esta prevista para os proximos 7 dias (1 semana)? () 1=sim; 2 =ndo

2° Reconsulta (15 dia) - Data: /[
Uso de medicamento nos ultimos 15 dias? () 1 =sim; 2 =néo

Quais?

Quantidade de capsulas: Quantidade de sachés:

3° Reconsulta (30 dia) - Data: /[
Uso de medicamento nos ultimos 15 dias? () 1 =sim; 2 =néo

Quiais?

Quantidade de cépsulas: Quantidade de sachés:

4° Reconsulta (45 dia) - Data: /[
Uso de medicamento nos ultimos 15 dias? ( ) 1 =sim; 2 =nao

Quiais?

Quantidade de cépsulas: Quantidade de sachés:

5° Ensaio clinico (60 dia) - Data: __ /[

Vocé cumpriu o periodo de jejum para hoje? ( ) 1=sim;2=nao Inicio do jejum:
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Avaliar edema MMII: () 1=sim; 2 =néo Obs:
Uso de medicamento nos Gltimos 15 dias? ( ) 1 =sim; 2 =néao
Quiais?

Quantidade de capsulas: Quantidade de sachés:

Esteve em periodo mesntrual nos Gltimos 7 dias? () 1 =sim; 2 =nédo
Esta menstruada hoje? () 1 =sim; 2 =nédo

Qual foi a data do 1° dia de sua Gltima mesntruacao?

Sua menstruacdo esta prevista para os proximos 7 dias (1 semana)? ( ) 1 =sim; 2 =nao

6° Reconsulta (15 dias ap6s término de tratamento) — Data: __ /  /

Uso de medicamento nos ultimos 15 dias? ( ) 1 =sim; 2 =ndo

Quiais?

13. Avaliacdo da composicdo corporal por BIA:

Data/Hora de realizacéo da avaliacéo

Parametros

Angulo de fase (°)

Capacitancia do corpo (pF)

Resisténcia (ohms)

Reactancia (ohms)

Massa celular corporal (kg)

Massa celular corporal (%)

Massa magra (kg)

Massa magra (%)

Massa gorda (kg)

Massa gorda (%)

ME/MCC

TMB (segundo BIA)

Agua intracelular (L)

Agua intracelular (%)

Agua extracelular (L)

Agua extracelular (%)

Agua corporal total (L)

ACT/Massa magra

ACT/Peso total

14. Avaliacao laboratorial:

R Data/Hora de realizacdo da avaliacéo
Parametros

Glicose jejum (mg/dL)
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Hemoglobina glicada (%)

Insulina jejum (uU/mL)

HOMA-IR

Colesterol total (mg/dL)

HDL-c (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)

VLDL-c (mg/dL)

Trigliceridios jejum (mg/dL)
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ANEXO 6- PROTOCOLO DE AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josué de Castro

Projeto: Influéncia de probiotico e simbiodtico na microbiota intestinal, perda de peso,
glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

» Mensuracdo da estatura

Esta afericdo deve ser realizada duas vezes, e média serd utilizada nas analises. E
admitido uma diferenca entre as duas medidas de até 0,5 cm, no caso de a diferenca ser

superior a 0,5 cm, devem ser realizadas duas novas aferi¢fes da estatura.

1. Posicionar a voluntaria descalca, em cima e no centro do equipamento, com 0s
pés juntos, ereto, bracos estendidos ao longo do tronco e cabeca erguida.

2. A voluntaria deve manter calcanhares, panturrilha, nadegas, ombros e parte
posterior da cabeca em contato com o antropdmetro.

3. Posicionar a cabeca da voluntaria de forma que esta fique no Plano de Frankfort
(uma linha imaginaria que passa pela borda superior do trdgus e no ponto mais

baixo na margem da 6rbita, na altura do forame intraorbitario).

////7 \\\
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4. Abaixar a haste mével do equipamento até que se aproxime da cabeca da
voluntéria.

5. Solicitar que a voluntaria inspire profundamente, sem sair da posi¢ao. Abaixar a
haste do equipamento até tocar a parte superior da cabeca da voluntaria.

6. Realizar a leitura da estatura ao nivel dos olhos, e anotar o resultado na ficha.
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» Mensuracao de peso corporal

1. Solicitar que a voluntaria fique descalca e retire casacos, relogio, celular,
carteira, entre outros.

2. Solicitar que a voluntaria suba na balanca, posicionando-a de costas para o visor
da balanca, no centro da balanca, ereta, com bragos estendidos ao longo do
tronco e distribuindo o peso entre as duas pernas.

3. Solicitar que permaneca imovel, realizar a leitura do peso e registrar 0 mesmo na

ficha da voluntaria.

» Mensuracdo do perimetro da cintura

Esta medida deve ser realizada duas vezes e a média destas sera utilizada para as
analises. E admitido uma diferenca entre as duas medidas de até 1 cm, no caso de a

diferenca ser superior a 1 cm, deve ser realizada duas novas medidas da cintura.

1. Posicionar a volutéria de pé, com os pés juntos, ereto, com o abdémen relaxado
e 0s bracos cruzados sobre o peito.

2. Afastar a roupa de tal forma que a cintura fique a mostra. Nunca realizar a
medida sobre a roupa.

3. Localizar a margem da ultima costela por meio de palpagdo e marca-la com
caneta. Transferir o ponto para a linha axilar média.

4. Localizar a crista iliaca, por meio de palpacdo, na linha axilar média e marca-la
com caneta.

5. Medir a distancia entre 0s dois pontos marcados na linha axilar média e marcar o

ponto médio entre eles com a caneta.

6. Manter-se de frente para a voluntaria, colocar a fita sobre o ponto médio e passar

a fita ao redor da cintura.
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7. Verificar se a fita se encontra no mesmo nivel em todo o perimetro da cintura. A

fita ndo deve estar frouxa e nem apertada.

ARRRARRRAR

8. Solicitar que a voluntaria inspire e expire, e realizar a leitura apds o término da
expiragéo.
9. Registrar a medida encontrada na ficha da voluntaria.

10. Repetir novamente a medida.
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ANEXO 7- PROTOCOLO PARA MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL (PA) -
OMRON® (MODELO HEM-742INT)

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josué de Castro

Projeto: Influéncia de probidtico e simbidtico na microbiota intestinal, perda de peso,
glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Preparo da voluntaria:

1. Explicar o procedimento a voluntaria;

2. Solicitar que a voluntaria esvazie a bexiga, se necessario;

3. Antes da medida, manter a voluntéria em repouso de pelo menos 5 minutos;

4. Manter pernas descruzadas, pés apoiados no chdo, dorso recostado na cadeira e
relaxado;

5. Remover roupas ou afrouxar a manga na parte superior do braco no qual sera
colocado o monitor.

Procedimento de medida da PA:

1. Verificar se o plugue de ar esta inserido de forma segura na unidade principal.
Colocar a bracadeira na parte superior do braco esquerdo da voluntaria, de modo que a
seta azul e o tubo de ar figuem centralizados na parte interna (posterior) do braco e
alinhados com o dedo médio. A parte inferior da bracadeira deve ficar cerca de 1,30 cm
acima do cotovelo. Envolver a bracadeira firmemente em torno do brago, usando o
velcro. Nao deixar folga no bracelete.

2. Conferir a postura da voluntaria (item 4).

3. Apoiar o brago da voluntéria sobre uma mesa e posiciona-lo na altura do coragdo
(nivel do ponto médio do esterno ou 4° espaco intercostal), com a palma da mao voltada
para cima e o cotovelo ligeiramente fletido. Cuidado para ndo deixar o braco da
voluntéria apoiado sobre o tubo de ar. Solicitar que a voluntéria ndo fale e ndo se mova
durante a avaliacao;

4. Pressionar o botdo START/STOP. A bracadeira comecara a inflar automaticamente
(o monitor determina o nivel ideal). A voluntaria deve permanecer com o brago imovel
até que todo o processo de medicdo seja concluido. Caso seja necessario interromper a
medicéo, pressionar o botdo STAR/STOP.

5. Apo6s o enchimento da bracadeira a medicdo sera iniciada. Aparecera uma contagem
decrescente no visor. Quando a medicéo estiver concluida, a bracadeira sera totalmente
desinflada e serdo exibidas a presséo arterial e a frequéncia cardiaca.

6. Anotar os resultados da avaliagdo na ficha da voluntéria e pressionar START/STOP
para desligar o monitor. Ao final de todas as medidas, remover as pilhas do monitor.

7. Esperar 1 a 2 minutos antes da proxima medida. Repetir a avaliagdo mais duas vezes,
registrar os valores e calcular a média das duas Gltimas, que sera considerada a PA da
voluntaria. OBS: Na primeira avaliagdo, as medidas devem ser obtidas em ambos os
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membros superiores e, em caso de diferenca, deve-se utilizar sempre o braco com o
maior valor de presséo para as medidas subsequentes.
8. Informar os valores de PA obtidos para a voluntaria.

Observagoes:

1) Caso a pressdo sistolica da voluntaria normalmente seja maior que 220 mmHg,
mantenha pressionado o botdo START/STOP até que o monitor encha 30 a 40 mmHg a
mais que a pressao sistolica suspeita.

2) O monitor calcula uma leitura média com base nos valores das trés medicdes
executadas mais recentemente no intervalo de 10 minutos desde a leitura mais recente.
Data e hora devem ser configurados para que os valores de medi¢cdo e o valor médio
sejam armazenados.

3) O botdo MEMORIA exibe os valores de medicio mais recentes na tela. Pressione o
botdo vérias vezes para exibir os proximos valores. Para excluir todos os valores
armazenados na memdria mantenha pressionados os botbes MEMORY e START/STOP
simultaneamente por mais de 2 segundos.

Classificacdo da pressdo arterial de acordo com a medida casual no consultorio

Tabela 7. Classificagdo da presséo arterial de acordo com a medida
casual no consultdrio (> 18 anos)

Classificagdo Pressdo sistdlica | Presséo diastélica
(mmHg) (mmHg)

Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130-139 85-89
Hipertenséo estagio 1 140-159 90-99
Hipertensdo estagio 2 160-179 100-109
Hipertenséo estagio 3 =180 =110

Hipertensao sistdlica isolada = 140 <90
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ANEXO 8 - PROTOCOLO PARA AVALIACAO DA COMPOSICAO
CORPORAL

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josué de Castro

Projeto: Influéncia de probidtico e simbidtico na microbiota intestinal, perda de peso,
glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes
Recomendacdes

=  Procurar realiza-lo sempre no mesmo horario.

= A voluntéria deve utilizar roupas leves, e estar sem meias ou sapatos durante o
exame.

=  Solicitar que a voluntéria retire relégio e demais objetos de metal.

=  Medir sempre do lado direito do corpo. Em caso de impossibilidade de realizar do
lado direito, realizar do lado esquerdo em todas as avaliagOes.

= Nao permitir contato de nenhuma parte do corpo com objetos ou estruturas de
metal.

= Registrar na ficha caso a voluntaria apresente edema.

Passo a passo para realizacdo da BIA

[EEN

. Solicitar que a voluntaria urine antes da realizacdo do exame.

. Limpar a maca com alcool 70% e forra-la.

. Solicitar que a voluntéria retire rel6gio e demais objetos de metal que esteja

usando.

4. Colocar a voluntaria em posicdo supina, e manté-lo nesta posicdo de 5-10
minutos antes do inicio do exame.

5. Manter o braco direito da voluntéria afastado do tronco cerca de 30° e as pernas
afastadas cerca de 45°.

6. Fazer assepsia com alcool 70% da méao e pé onde serdo fixados os eletrodos.

7. Fixar os eletrodos na méo e pé da voluntaria, preferencialmente no lado direito.

w N

Atencéo! O fio vermelho do cabo deve sempre estar mais proximo ao coracao

8. Digitar as informacdes solicitadas no aparelho (sexo, idade, peso (kg) e estatura
(cm)), e iniciar o exame.
9. Imprimir os resultados e anota-los na ficha da voluntaria.
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ANEXO 9- ORIENTACOES PARA REGISTRO ALIMENTAR

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josué de Castro

Projeto: Influéncia de probiético e simbidtico na microbiota intestinal, perda de peso,
glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

OrientacOes para o preenchimento do registro alimentar de 3 dias

E de suma importancia para a pesquisa a sua colaboragdo no preenchimento
deste formulério. Mantenha o formulario de registro alimentar sempre com vocé e
registre alimentos e bebidas consumidas ao longo do dia e da noite. As informac6es
aqui fornecidas serdo usadas exclusivamente para fins estatisticos e serdo mantidas em
sigilo. Abaixo seguem algumas orienta¢fes quanto ao preenchimento dos registros
alimentares e logo apds ha um exemplo de como realizar o registro. Muito obrigada por
sua colaboragdo e qualquer duvida durante o preenchimento dos registros, por favor,
entrar em contato: (21)99831-4698 (Louise), (28)98118-0572 (Marjorie).

> Atencdo! Leia atentamente as instrucoes e ndo deixe de preencher nenhum dos
registros alimentares.

> Anote todos os alimentos e bebidas consumidas tanto no domicilio quanto fora,
com excecdo da agua;

> Faco o registro de trés dias alternados, sendo dois dias de semana e um final de
semana ou feriado, com intervalo de no minimo 1 dia entre eles;

> Procure registrar os alimentos ou preparagbes separadamente (exemplo: arroz
separado do feijdo; pdo separado da manteiga);

» Coloque as quantidades em medidas caseiras, especificando o utensilio utilizado
e se este estava cheio, raso ou pela metade (Exemplo: 4 colheres de sopa de
arroz cheia);

» Em caso de margarina, requeijao ou geléia, se ndo souber informar a quantidade
através de medidas caseira pode-se utilizar a descricdo pouca, média ou grande
quantidade.

» Caso registre algum alimento que ndo possua medida caseira, registre a
quantidade utilizando objetos conhecidos (Exemplo: caixa de fosforo, tampa de
caneta, etc);

» Em caso de consumo de um prato elaborado preparado em casa, por exemplo:
bolo, torta salgada, etc., favor escrever a receita no verso da folha do registro
alimentar. Importante: ao escrever a receita indicar o rendimento da preparacao
em medidas caseiras (Exemplo: 1 tabuleiro grande, 5 tacas);

» No caso dos produtos industrializados, informar a marca do produto, a
guantidade consumida em medidas caseiras e/ou gramas (g) ou mililitros (mL) e
se é light ou diet; integral, semi-desnatado ou desnatado;

> Informar a quantidade de agucar adicionada a alimentos e bebidas;
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> Sempre relatar a forma de preparo dos alimentos, se assado, grelhado, frito,
cozido, refogado, a milanesa, a vapor, etc.;

> Nao se esqueca de anotar hora e local onde a refei¢do foi realizada. No caso do
local, utilize as seguintes letras para o preenchimento: D para quando o alimento
for proveniente do domicilio e F para quando o alimento é adquirido e
consumido fora do domicilio;

> Na&o se esqueca de realizar as anotacOes logo apos a refeicao!



Registro alimentar de 3 dias.

Nome:
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Data: /

/

Dia da semana:

Refeicao

Alimentos

Quantidade

Desjejum

Hora:
Local:

Colacao
Hora:
Local:

Almoco

Hora:
Local:

Lanche

Hora:
Local:

Jantar

Hora:
Local:

Ceia
Hora:
Local:
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ANEXO 10- QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA
(IPAQ)

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Instituto de Nutricdo Josué de Castro
Projeto: Influéncia de probidtico e simbidtico na microbiota intestinal, perda de peso,

glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Nome:

Data: / / Idade: Sexo:F( ) M: ()
Vocé trabalha de forma remunerada: ( ) Sim ( ) Néo

Quantas horas vocé trabalha por dia:

Quantos anos completos vocé estudou:

De forma geral sua saude esta:

( )Excelente () Muito boa ( )Boa ( )Regular ( )Ruim

NOs estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas fazem como
parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo que esta sendo feito
em diferentes parses ao redor do mundo. Suas respostas nos ajudardo a entender que téo
ativos noés somos em relacdo a pessoas de outros parses. As perguntas estdo
relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica em uma semana
NORMAL, USUAL ou HABITUAL. As perguntas incluem as atividades que vocé faz
no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou como
parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sdo MUITO importantes.
Por favor, responda cada guestdo mesmo que considere que ndo seja ativo. Obrigado
pela sua participacao!

Para responder as questdes lembre que:

« atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um grande esforgo
fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

« atividades fisicas MODERADAS s&o aquelas que precisam de algum esforgo fisico e
que fazem respira UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por _pelo
menos 10 minutos continuos de cada vez:

la. Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica aerdbica,
jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer serbicos domésticos
pesados em casa, no quintal ou no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade
que faca vocé suar n BASTANTE ou aumentar MUITO sua respiracdo ou batimentos
do coragéo.




131

dias por semana () Nenhum

1b. Nos dias em que vocé faz essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos
continuos, quanto tempo no total vocé gasta fazendo essas atividades por dia?
horas: minutos:

2a. Em quanto dias de uma semana normal, vocé realiza atividades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar,
dancar, fazer ginastica aerobica leve, jogar volei recreativo, carregar pesos leves, fazer
servicos domeésticos na casa, no quintal e no jardim como varrer, aspirar, cuidar do
jardim, ou qualquer atividade que faca vocé suar leve ou aumentem moderadamente
sua respiracdo ou batimentos do coracio (POR FAVOR NAO INCLUA
CAMINHADA)

dias por SEMANA () Nenhum

2b. Nos dias em que vocé faz essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos
continuos quanto tempo no total vocé gasta fazendo essas atividades por dia?
horas: minutos:

3a. Em quantos dias de uma semana normal vocé caminha por pelo menos 10 minutos
continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para
outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?
dias por SEMANA () Nenhum

3b. Nos dias em que vocé caminha por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo
no total vocé gasta caminhando por dia?
horas: minutos:

4a. Estas ultimas perguntas sdo eOm relacdo ao tempo que vocé gasta sentado ao todo
no trabalho, em casa, na escola ou faculdade e durante o tempo livre. Isto que vocé
gasta sentado no escritorio ou estudando, fazendo li¢do de casa, visitando amigos, lendo
e sentado ou deitado assistindo televiséo.

Quanto tempo por dia vocé fica sentado em um dia da semana?
horas: minutos:

4b. Quanto tempo por dia vocé fica sentado no final de semana?
horas: minutos:
Fonte: Matsudo et al. Atividade Fisica e Saude, 2001.
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ANEXO 11- AVALIACAQO DOS SINTOMAS GASTROINTESTINAIS

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josué de Castro

Projeto: Influéncia de probiotico e simbiodtico na microbiota intestinal, perda de peso,
glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Questionario de avaliacdo dos sintomas gastrointestinais

Nome:
Data: / / Idade:

=» Com relacdo aos sintomas gastrointestinais em linhas gerais marque no quadro
abaixo de acordo com a escala de 5 pontos.

Escala Likert de 5 pontos:

0 1 2 3 4
Nunca 1vez porsemana | 2a3vezespor | 4a6 vezespor | Todos os dias da
semana semana semana

De acordo com a escala acima margue com o X no ponto que equivale ao que sentiu
durante esta semana:

Dor abdominal

Distensdo abdominal

Desconforto abdominal

Flatuléncia

Ruidos estomacais ou intestinais digestivos

NININ NN
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GUYONNET, et al, 2007.
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ANEXO 12- ESCALA DE BRISTOL

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Instituto de Nutricdo Josué de Castro
Projeto: Influéncia de probidtico e simbidtico na microbiota intestinal, perda de peso,

glicemia e lipemia de mulheres obesas.

Coordenacdo: Profas. Dras. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Nome: Data: / /

=>» Aponte para a aparéncia que suas fezes costumaram apresentar durante estes
quinze dias:

A ESCALA FECAL DE BRISTOL

Carogos duros e separatlos,
TIPO | . .. : . como nozes (dificeis de passar)

Salsicha-moldada, mas

TIPO 2
granuloxo
TIPO 3 Como uma salsicha, mas com
fissuras em sua superficie
TIFO 4 Como uma salsicha on
serpente, suave e macio
TIPO § Bolhos Suaves com bordas

nitidas (que passa tacilmente)

Pegns Folas com bhordas em
pedagos, um cocd sem
consisténcia

Aquoso, Sem partes solidas.
TIPO 7 ‘ Inteiramente liguido
-

TIPO 6

HEATON, K.W. etal., 1992.



