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Obesidade é uma doenca complexa, multifatorial e de dificil controle. Alteracédo
na microbiota intestinal vem sendo associada ao desenvolvimento de obesidade, por
aumentar extracdo de energia dos alimentos, endotoxemia metabdlica e alteragdo o
funcionamento do metabolismo do hospedeiro. Modulagdo da microbiota por probidticos
e simbioticos poderiam reequilibrar as bactérias, levando a perda de peso corporal,
melhora da inflamac&o e parametros associados a doenca. O objetivo do estudo foi avaliar
os efeitos do probidtico (Bifidobacterium lactis (B. lactis)) e do simbi6tico (B. lactis e
frutooligossacarideo (FOS)) sobre a composicdo da microbiota intestinal, perfil
metabdlico, peso corporal, glicemia, lipemia e pressdo arterial de mulheres com
obesidade, e se os efeitos sobre a perda de peso e composic¢do da microbiota intestinal se
mantinham 15 dias ap6s 0 seu uso. Trata-se de um ensaio clinico paralelo, duplo cego,
randomizado e controlado, no qual 32 mulheres com obesidade graus | e Il receberam
capsulas contendo 10° unidades formadoras de colénia (UFC) de B. lactis e sachés com
5g de maltodextrina (GP), capsulas com 10° UFC de B. lactis e sachés com 5g de FOS
(GS) ou cépsulas e sachés placebo (GC) associados a dieta hipocalorica por 60 dias.
Variaveis antropométricas, dietéticas, laboratoriais, clinicas, composicdo da microbiota
intestinal e perfil metab6lico foram analisadas antes e ap6s intervencdo. E varidveis
antropométricas, dietéticas, clinicas e de composicdo da microbiota também foram
avaliadas ap6s 15 dias do término da intervencdo. Apds 60 dias, houve reducdo de
triglicerideos (142,5+40,8 vs 111,2+33.4, p=0,028) no GP, peso corporal (93,0+8,6 vs
90,8+8,4, p=0,027) e IMC (36,3+10,1 vs 35,5+2,1, p=0,033) no GS, comparados ao inico.



GS teve aumento em Verrucomicrobia, comparado ao T75, e maior distincdo de
metabdlitos. GS mostrou reducéo de glicerol, aminoacidos de cadeia ramificada (AACR),
citrato e isoleucina, e aumento de piruvato, arginina, glutamina e alanina, e GP reducgéo
de metabdlitos associados ao lipidio. GP mostrou correlacdo negativa de
Verrucomicrobia com lactato e (CH2)n lipidio, de Firmicutes com VLDL/LDL e (CHa2)n
lipidio, e correlacdo positiva entre Verrucomicrobia e isoleucina, Firmicutes com
isoleucina e AACR. No GS houve correlacdo positiva entre Bacteroidetes e glicerol e
correlacdo negativa entre massa gorda corporal, glutamina e arginina. Apés 15 dias do
término da intervencdo, GP aumentou y-Proteobacteria, comparado aos demais grupos e
tempos, reduziu consumo de calorias (T0:1791,88+613,35 vs. T60:1254,81+358,76,
p=0,027) e carboidrato (GP:46,10+£10,61 vs. GS:62,76+13,54, p=0,040), comparado ao
inicio e GS, respectivamente. Probidtico associado a dieta hipocaldrica por 60 dias reduz
triglicerideos e metabolitos associados ao lipidio. Enquanto, simbiético promove discreta
perda de peso, aumento de Verrucomicrobia e maiores alteracbes no metabolismo do

hospedeiro.

Palavras-chave: obesidade, probidtico, simbiotico, Bifidobacterium lactis,
frutooligossacarideo, perda de peso, lipemia, glicemia, pressdo arterial, microbiota

intestinal, metaboldémica.



EFFECT OF PROBIOTIC (BIFIDOBATERIUM LACTIS) AND SYMBIOTIC
(BIFIDOBATERIUM LACTIS AND FRUCTOOLIGOSACCHARIDE) ON GUT
MICROBIOTA, WEIGHT LOSS AND METABOLIC PARAMETERS IN
WOMEN WITH OBESITY

Louise Crovesy de Oliveira
February/2020

Advisor: Eliane Lopes Rosado

Obesity is a complex, multifactorial and difficult to control disease. Change in gut
microbiota composition has been associated with the development of obesity, through
energy extraction from food increased, metabolic endotoxemia, and changes in host
metabolism. Microbiota modulation by probiotics and symbiotics could balance the
bacteria, leading weight loss, improvement inflammation and parameters associated with
disease. The aim of the study was to evaluate the effects of probiotic (Bifidobacterium
lactis (B. lactis)) and symbiotic (B. lactis and fructooligosaccharide (FOS)) on the gut
microbiota composition, metabolic profile, body weight, blood glucose, lipid profile and
blood pressure in women with obesity, and whether the effects on weight loss and gut
microbiota were maintained 15 days after end of the intervention. A double-blind,
parallel, randomized, controlled clinical trial was performed with 32 women with class |
and 11 obesity received capsules containing 10° colony forming units (CFU) of B. lactis
and sachets containing 5g of maltodextrin (PG), capsules containing 10° CFU of B. lactis
and sachets with 5g FOS (SG) or capsules and sachets placebo (CG) associated with low-
caloric diet for 60 days. Anthropometric, dietary, laboratorial, clinical, gut microbiota
composition and metabolomic profile variables were analyzed before and after
intervention. Anthropometric, dietary, clinical and gut microbiota composition also were
evaluated 15 days after end of the intervention. After 60 days of intervention, there was
reduction in triglycerides (142.5 + 40.8 vs 111.2 + 33.4, p=0.028) in PG, body weight
(93.0 £ 8.6 vs 90.8 + 8.4, p=0.027) and BMI (36.3 £ 10.1 vs 35.5 + 2.1, p=0.033) in SG,
compared to the baseline. SG had increase in Verrucomicrobia, compared to T75, and
greater distinction of metabolites. SG showed reduction in glycerol, branch-chain amino
acids (BCAA), citrate and isoleucine decreased, and increase in pyruvate, arginine,
glutamine and alanine, while in PG lipid associated to metabolites decreased. PG showed



negative correlation of Verrucomicrobia with lactate and (CHz2)n lipids, Firmicutes with
VLDL/LDL and (CH2) lipids, and positive correlation between Verrucomicrobia and
isoleucine, Firmicutes with isoleucine and BCAA. In SG there was positive correlation
between Bacteroidetes and glycerol, and negative correlation between body fat mass,
glutamine and arginine. Fifteen days after the end of the intervention, PG showed increase
in y-Proteobacteria, compared to the other groups and times, and lower calorie
(T0:1791.88 + 613.35 vs. T75:1254.81 + 358.76, p=0.027) and carbohydrate intake
(PG:46.10+£10.61 vs. SG:62.76+13.54, p=0.040), compared to baseline and SG,
respectively. Probiotic associated to low-calorie diet for 60 days decreased triglycerides
and metabolites associated to lipids. While, symbiotic furthers discreet weight loss,

increased in Verrucomicrobia, and greater changes in host metabolism.

Keywords: obesity, probiotic, symbiotic, Bifidobacterium lactis, fructooligosaccharide,

weight loss, lipemia, glycemia, blood pressure, gut microbiota, metabolomic.
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ABESO - Associacao Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica
AGCC - &cidos graxos de cadeia curta
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TGR5 — Takeda-G protein receptor (receptor de &cido biliar ligado a membrana
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TLR-4 — toll-like receptor 4 (receptor tipo Toll 4)
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TLR-9 — toll-like receptor 9 (receptor tipo Toll 9)
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UFC — unidade formadora de colbnia

UFRJ — Universidade Federal do Rio de Janeiro

USDA- United States Department of Agriculture

VET — valor energético total
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1. Introducéo

Obesidade ¢ definida como acumulo excessivo de gordura corporal, ocasionada
por um desequilibrio energético (WHO, 2018). Aproximadamente 13% da populacéo
adulta mundial esta com obesidade (WHO, 2018), e no Brasil 19,8% dos adultos estdo
com obesidade, sendo mais prevalente no sexo feminino (BRASIL, 2019).

Esta enfermidade € fator de risco para o desenvolvimento de outras doencas
cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como: diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia,
doencas cardiovasculares, desordens musculos-esqueléticas e alguns tipos de céancer
(ABESO, 2016; WHO, 2018). Trata-se de uma doenca complexa e multifatorial, sendo,
por isso, considerada de dificil controle e motivo de preocupacéo global. Dentre as causas
da doenca podem ser citadas fatores genéticos, ambientais, psicoldgicos (COUTINHO,
1998; ABESO, 2016), além da interferéncia da microbiota intestinal (ANGELAKIS et
al., 2012), dentre outros.

A microbiota intestinal do individuo obeso tem a razdo Fimicutes/Bacteroidetes
aumentada, o que parece estar associado ao ganho de peso corporal (LEY et al., 2006;
ISMAIL et al., 2011; KASAI et al., 2015; LOUIS et al., 2016; KOLIDA et al., 2017,
CROVESY; MASTERSON; ROSADO, 2020). Este desequilibrio na composi¢do da
microbiota intestinal favorece a absorcdo de nutrientes energéticos ingeridos e
armazenamento de triglicerideos (TG) em tecido adiposo (TA), aumenta a
permeabilidade da barreira intestinal, o que gera a endotoxemia metabdlica e inflamacéo,
processos estes associados a resisténcia a insulina (RI) e desenvolvimento de outras
morbidades da obesidade (CANI, 2012; CARVALHO; SAAD, 2013; EVERARD et al.,
2013; KOBYLIAK; VIRCHENKO; FALALYEYEVA, 2016; MUSCOGIURI et al.,
2019).

A interacdo da microbiota intestinal com o hospedeiro tem sido estudada por meio
da metabolémica, a fim de entender a influéncia que a microbiota pode exercer sobre o
funcionamento do organismo do hospedeiro (MATSUMOTO et al., 2012). O estudo do
perfil de metabdlitos de baixo peso molecular de fluidos biol6gicos como soro/plasma e
urina visa compreender as alteracdes metabdlicas que ocorrem em individuos com
obesidade, abrangendo o entendimento dos mecanismos da doenga (TSUTSUI et al.,
2011).

Estudos vém mostrando diferencas no perfil metabdlico dos individuos com
obesidade comparada aos eutroficos, sendo correlacionado positivamente o indice de

massa corpoal (IMC) com aumento nas concentragcbes de aminoacidos de cadeia
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ramificada (AACR) e glutamato (MORRIS et al., 2012; LIU et al., 2017). A microbiota
intestinal parece ter papel crucial sobre o metabolismo do hospedeiro, sendo um caminho
pelo qual leva a alteracBes associadas a obesidade (LIU et al., 2017).

Neste contexto, a microbiota intestinal pode ser modulada por prebi6tico,
probidtico e simbidtico (PANDEY et al., 2015), promovendo alteracdo na sua
composicdo, resultando na regeneracdo da barreira intestinal e, com isso, cessando a
endotoxemia metabdlica e a inflamac&o de baixo grau. Além disso, possuem efeitos sobre
a modulagdo do sistema imunoldgico, regulando a producdo de citocinas pro e anti-
inflamatdrias, reduzindo a Rl (CARVALHO; SAAD, 2013; PANWAR et al., 2013). Por
meio destes mecanismos, 0s probidticos e os simbioticos alteram o perfil da microbiota
dos individuos levando a perda de peso corporal e parametros metabdlicos associados a
obesidade (WANG et al., 2015).

Varios estudos vém mostrando efeitos benéficos do probidtico e simbidtico sobre
0 peso corporal, controle glicémico, melhora do perfil lipidico e pressao arterial (PA)
(DONG et al., 2013; ESLAMPARAST et al., 2014; KHALESI et al., 2014; RABIEI;
SHAKERHOSSEINI; SAADAT, 2015; ZHANG; WU; FEI, 2015; HE; ZHANG; HAN;
2017; BORGERAAS et al., 2018). Porém, alguns estudos mostram resultados
controversos (MILLION et al., 2012b; PENA et al., 2014; IVEY et al., 2014 e 2015;
PARK; BAE; 2015; CROVESY et al., 2017). Por isso, 0s mecanismos pelos quais a
modulagdo da microbiota intestinal afeta o0 metabolismo do hospedeiro precisam ser
estudados. Néo ha registro na literatura de estudo do perfil metabolémico de individuos

submetidos a intervencdo com probidtico ou simbiédtico no tratamento da obesidade.
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2. Referencial tedrico
2.1. Obesidade e comorbidades

A obesidade é definida como 0 acumulo anormal e excessivo de gordura corporal
que pode trazer prejuizo a satide (WHO, 2018). E uma doenca que tem se tornado motivo
de preocupacdo global devido a sua prevaléncia elevada e aumento crescente a nivel
mundial (GBD 2015 ObesityCollaborators, 2017; WHO, 2018).

Desde a década de 1980 é possivel observar um aumento maior que o dobro na
prevaléncia de obesidade no mundo. Em 2014, cerca de 600 milhdes (13 %) de adultos
no mundo estavam com obesidade, sendo 11 % dos homens e 15 % das mulheres (GBD
2015 Obesity Collaborators, 2017; WHO, 2018). Mais da metade dos casos de obesidade
estdo distribuidos entre Estados Unidos da América, China, india, Rissia e Brasil (Ng et
al., 2014).

No Brasil, a prevaléncia de obesidade na década de 1970 era de 2,8 % em homens
e 8 % em mulheres (ENDEF, 1978), passando para 12,5 % e 16,5 % em 2008-2009, para
homens e mulheres respectivamente (BRASIL, 2010). Dados do ano de 2016 mostravam
que a doenca atingia 18,9 % dos adultos brasileiros, sendo 18,1 % dos homens e 19,6 %
das mulheres (BRASIL, 2017). Dados mais recentes informam que o numero de
individuos adultos com obesidade chegou a 19,8 %, sendo 20,7 % das mulheres e dos
18,7 % de homens (BRASIL, 2019).

Sua etiologia é complexa e multifatorial, oriunda da interacdo entre fatores
genéticos, ambientais, psicoldgicos, anomalias endocrinas (sindrome de Cushing,
hipotireoidismo, deficiéncia do hormoénio do crescimento, hiperinsulinemia, sindrome
dos ovarios policisticos, hipogonadismo), alguns farmacos (antidepressivos triciclicos,
antipsicoticos, benzodiazepinicos, sulfoniluréias, corticoides, antiepiléticos, insulina ou
hipoglicemiantes orais) (COUTINHO, 1998; GUEDES et al.,, 2005, VARELA-
MOREIRA et al., 2013; ABESO, 2016) e da interferéncia da microbiota intestinal
(ANGELAKIS et al., 2012).

O diagndstico da obesidade € feito por meio do IMC que é calculado pelo peso
corporal em quilogramas (kg) dividido pela altura em metros ao quadrado (m?). Quando
este valor € maior ou igual a 30 kg/m? é diagnosticada a obesidade. Esta pode ser dividida
em trés graus diferentes: I, IMC entre 30 e 34,9 kg/mz; 11 entre 35 e 39,9 kg/mz; e 111 > 40
kg/m2. Além do IMC, outras avaliagcdes podem ser realizadas para verificar a quantidade
e distribuicdo de gordura corporal, como o perimetro de cintura (PC), o qual esta
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relacionado ao risco de complicacdes metabolicas quando o valor € superior a 88 cm para
mulheres e 102 cm para homens, e métodos para estimativa da massa magra e gorda dos
individuos (WHO, 2000; SAMPAIO, 2012; ABESO, 2016). A associa¢do do IMC com
estas outras medidas antropométricas refletem de forma mais eficiente a distribuigcdo da
gordura corporal (HOU et al., 2013; PINTER et al., 2013).

A obesidade é fator de risco para o desenvolvimento de outras DCNT, tais como:
doencas musculoesqueléticas, cardiovasculares, DM2, alguns tipos de cancer. Parece que
hé& correlagdo positiva entre o IMC e a presenca destas comorbidades (GUH et al., 2009;
WHO, 2018), e associagéo entre gordura corporal aumentada e complica¢cdes metabdlicas
(SMITH et al., 2012; WHO, 2018), no qual o TA é o ponto central no desenvovlvimento
das comorbidades, em conjunto ao excesso de acidos graxos livres (AGL) e anomalias
hormonais (BRAY et al., 2018).

O TA apresenta funcdo endocrina além de estocar gordura corporal em seus
adipdcitos. Ele libera citocinas que tem agdo paracrina, promovendo inflamacéo local, e
enddcrina levando a RI. A inflamagdo no TA recruta macréfagos gerando um ciclo de
recrutamento destas células e producdo de citocinas pré-inflamatdrias, tais como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e proteina C reativa (PCR), que
afetam figado, sangue e o préprio TA, levando a inflamacéo crénica de baixo grau (LEE,
2013; MCARDLE et al., 2013; PATEL et al., 2013). Além disso, hd aumento de AGL,
que por sua vez, pioram a sensibilidade a insulina e afetam alguns érgdos, gerando
esteatose hepatica, RI, hiperglicemia, dislipidemia e doencas cardiovasculares (BAY'S et
al., 2008; SERVAN, 2013; JUNG; CHOI, 2014). As alteracdes encontradas no TA de

individuos com obesidade sdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Alteragdes no tecido adiposo do individuo com obesidade
AGLs: &cidos graxos livres; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-1p: interleucina 1
beta; IL-6: interleucina 6; MCP-1: proteina de quimioatracdo de monadcitos; MIF: fator
de inibicdo de migracdo de mastocitos. Fonte: Adaptado de MCARDLE et al., 2013.
O TA do individuo com obesidade € caracteridado pela inflamag&o, oriunda da ativagdo
de células do sistema imune encontradas no TA, associadas a maior producéo de citocinas

e adipocinas pro-inflamatdrias e menor producdo de fatores anti-inflamatorios.

Ademais, AGL em excesso sdo captados pelo figado, aumentando a producao de
TG e lipoproteinas de muita baixa densidade colesterol (VLDL-c) e inibindo a
lipoproteina lipase (LPL) nos musculos e TA, culminando em hipertrigliceridemia. O
VLDL-c, por sua vez, também contribui com aumento de TG por meio da inibicdo da
lipolise dos quilomicrons. Também ha reducdo de lipoproteinas de alta densidade
colesterol (HDL-c) e aumento de lipoproteinas de baixa densidade colesterol (LDL-c) de
menor densidade (KLOP et al., 2013; JUNG; CHOI, 2014), que sdo mais vulneraveis a
oxidacdo, devido a sua maior facilidade em depositar-se na camada subendotelial,
podendo culminar em aterosclerose (TABAS et al., 2007).

O tratamento da obesidade inclui mudanca no estilo de vida, mudancas
comportamentais, fa&rmacos e cirurgia bariatrica e metabolica. A mudanga no estilo de

vida contempla modificacdo na dieta com restrigdo da ingestdo calorica que varia entre
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500 a 1000 kcal/dia, podendo haver reducdo do consumo de lipidios ou ndo, associado a
atividade fisica, a fim de promover balanco energético negativo para gerar perda de peso
corporal (ABESO, 2016; BRAY et al., 2018). Ademais, na ultima versdo da diretriz de
obesidade foi destacada a importancia de se modificar o comportamento do individuo
com obesidade por meio da terapia cognitivo-comportamental, com a finalidade de
alcancar os objetivos do tratamento, motivando o paciente para que ndo haja recaida
durante 0 mesmo e recuperacao de peso corporal (ABESO, 2016).

Alguns farmacos podem auxiliar na reducdo do peso corporal por meio de
diferentes acOes, podendo estes aumentar a saciedade, gerando menor consumo de
alimentos e consequentemente calorias (sibutramina), reduzir a absorcéo de TG ingeridos,
diminuindo a absorcdo de lipidios (orlistate), ou afetar o balanco energético nos centros
de recompensa hipotalamico, prolongando a saciedade (liraglutida). Além destas classes
de farmacos permitidos no Brasil, podem ser prescritos medicamentos off-label
(topiramato, fluoxetina, naltrexona, bupropiona, dimesilato de lisdexanfetamina), que ndo
sdo especificos para tratar a obesidade, mas tém se mostrado efetivos quando as drogas
convencionais ndo séo bem-sucedidas (ABESO, 2016).

A cirurgia bariatrica e metabdlica é a Ultima alternativa de tratamento para
obesidade empregada quando os demais tratamentos foram tentados sem sucesso. Ela é
indicada para individuos com obesidade grau Ill, ou obesidade grau Il que tenham a
presenca de comorbidades. Existem diferentes técnicas de cirurgia que sdo divididas em
trés grupos: restritivas, a qual ha reducao do tamanho do estbmago, favorecendo a menor
ingestdo de alimentos; disabsortivas, a qual ha desvio de parte do intestino, reduzindo
assim a absorcdo de nutrientes; e as mistas que sdo a juncdo de ambas as técnicas,
promovendo reducdo do estdmago e da absorcdo de nutrientes (MECHANICK et al.,
2013; SBCBM, 2017). No Brasil apenas 4 técnicas sdo permitidas: banda gastrica
ajustavel, gastrectomia vertical (Sleeve), bypass gastrico em Y-de-Roux, derivacdo

duodenal Switch e a técnica auxiliar do baldo intragastrico (SBCBM, 2017).

2.2. Composicéo, papel da microbiota intestinal no organismo e sua regulagéo
Microbiota é o conjunto de microorganismos que habitam o corpo humano em
uma relacdo de simbiose, na qual ambos se beneficiam desta associacdo (LOZUPONE et
al., 2012). Acreditava-se que cerca de 100 trilhGes de bactérias habitavam o trato
gastrointestinal (TGI) do hospedeiro, 0 que corresponderia a quase dez vezes 0 numero
de células que compdem o corpo humano (SAVAGE, 1997; BACKHED et al., 2005).
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Entretanto, em 2016, um grupo de pesquisadores revisou esta estimativa e conclui que a
proporcao de bactérias para células do hospedeiro é de aproximadamente 1:1, com um
total de 10 trilhes de bactérias (SENDER; FUCHS; MILO, 2016).

Estima-se que cerca de 1000 espécies bacterianas facam parte da microbiota
intestinal humana (CLAESSON et al., 2009), e os principais filos os quais estas bactéria
pertencem sdo Firmicutes (60-65%), Bacteroidetes (20-25%), seguidos, em menor
quantidade, por Proteobacteria (5-10%), Actinobacteria (3%) e Verrucomicrobia (<1%)
(ECKBURG et al., 2005; ARUMUGAM et al., 2011). Firmicutes e Bacteroidetes
correspondem a cerca de 90% dos filos que compdem a microbiota intestinal humana
(ECKBURG et al., 2005; ARUMUGAM et al., 2011). Na figura abaixo (Figura 2)

encontra-se a distribuicdo de bactérias da microbiota ao longo do TGI.
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Enterobacteriaceae

Figura 2. Composicdo da microbiota ao longo do trato gastrointestinal.
UFC: unidade formadora de colonia; mL: mililitro. Fonte: adaptada de Duefias et al., 2015
O TGI é colonizado por bactérias que compdem a microbiota. Ao longo do TGI a

diversidade microbioana é crescente, com maior quantidade e variedade no colon.

A microbiota intestinal interage com seu hospedeiro e desempenha importante
papel no seu metabolismo, podendo ser citados: producgéo de vitaminas do complexo B e
K; biossintese de aminodcidos; participacdo no metabolismo dos sais biliares e lipidios;

fermentacgdo de substratos ndo digeriveis, gerando acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
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que tem papel na regulacéo, diferenciacéo e crescimento de células epiteliais; manutencao
da integridade das tigh-junctions e producdo de muco, mantendo a barreira intestinal
integra; colonizagdo resistente e influéncia sobre a imunidade inata e adaptativa do
hospedeiro, conferindo protecdo contra agentes patdgenos (PASCALE et al., 2018);
biotransformacdo de polifendis encontrados nos alimentos consumidos pelo hospedeiro;
além de atuarem na destoxificacdo do hospedeiro, metabolizando compostos xenobidticos
e drogas ingeridas (JANDHYALA et al., 2015).

As bactérias interagem com o organismo do hospedeiro por meio dos AGCC, que
sdo metabdlitos resultantes da fermentagdo de polissacarideos. Os AGCC sdo definidos
como grupos de acidos graxos que contém de um a seis carbonos na sua composicao.
Dentre eles podem ser citados: acido férmico, acido acetico, acido butirico, acido
propionico, acido valérico (RAGSDALE; PIERCE, 2008). Os AGCC encontrados em
maior quantidade sdo: acido acético (acetato), acido propidnico (propionato) e acido
butirico (butirato), correspondendo a cerca de 95% dos AGCC produzidos pelas bactérias
presentes na microbiota intestinal (RAGSDALE; PIERCE, 2008) (Figura 3). Acetato,
propionato e butirato sdo encontrados na proporc¢do de 70:20:10 no intestino (TOPPING;
CLIFTON, 2001). Acetato é produzido a partir do piruvato por meio de acetil CoA ou de
Wood-Ljungdahl, que consiste em um conjunto de reacGes bioquimicas realizadas por
algumas bactérias e archaea (RAGSDALE; PIERCE, 2008), enquanto propionato €
formado do succinato ou lactato via succinato e acrilato, respectivamente, e, por fim, o
butirato é gerado pela combinacao do acetil CoA e butiril Coa, além do acetato e lactato
(KOH et al, 2016).

H H H HHH
| .pr 1| .g;-D I 1| .ng
H—(I‘,—C H=C=C=C H=C=C=C=C
“OH Il Son L1 Sow
H H H H HH
Acetato Propionato Butirato

Figura 3. Estrutura molecular dos AGCC produzidos pela microbiota intestinal.
Fonte: Adaptado de Al-Lahham et al., 2010

As concentracdes detes acidos variam no ceco e célon, sendo estimada uma
quantidade de 70 a 140 mM e 20 a 70 mM, respectivamente. Apos serem absorvidos eles

séo utilizados pelas células do colon, os colondcitos, e, também sdo transportados pelo
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sangue para os demais 6rgdos do corpo (KOH et al., 2016). Eles apresentam funcdes
como nutriente para epitélio do colon, modulam o pH intestinal e intracelular, modulam
0 volume celular e fungdes associadas ao transporte de ions, além de regular a
proliferacdo, diferenciacdo e expressdo génica (WONG et al., 2006; PASCALE et al.,
2018).

O acetato € o principal AGCC, que é rapidamente absorvido e metabolizado pelo
figado, onde serve de substrato para sintese de colesterol e participa da lipogénese
(WONG et al., 2006; PASCALE et al., 2018; CHAKRABORTI, 2015; HERNANDEZ et
al., 2019), e também esta envolvido na saciedade pelo estimulo da secre¢do de horménios
anorexigenos pelas células intestinais e pela inibi¢do da pré-opiomelanocortina (POMC)
no hipotalamo, sendo protetor contra obesidade induzida por dieta (FROST et al., 2014;
CHAKRABORTI, 2015; HERNANDEZ et al., 2019). Ademais, o acetato esta envolvido
na melhora da RI por estimular a secrecdo de insulina pelo pancreas, aumentar a
capacidade oxidativa no figado e nos muasculos esqueléticos via estimulo da proteina
quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) (HERNANDEZ et al., 2019).

O propionato € substrato para gliconeogénese hepatica, inibe a sintese de
colesterol hepéatico por meio da inibigdo da enzima acetil-CoA sintetase (WONG et al.,
2006; AL-LAHHAM et al., 2010; CHAKRABORT]I, 2015) e também no TA por meio
do estimulo da lipogénese e reducdo da lipdlise (AL-LAHHAM et al., 2010), aumenta a
expressdo de genes codificantes da leptina, estimula secre¢do de horménios anorexigenos
e adipocinas, tendo efeito protetor contra obesidade (AL-LAHHAM et al., 2010;
CHAKRABORTI, 2015), devido a reducdo da ingestdo alimentar e aumento do gasto
energético, além disso, reduz a inflamacéo, reduzindo a Rl (AL-LAHHAM et al., 2010).

J& o butirato é utilizado como fonte de energia pelos enterdcitos, tendo importante
papel na apoptose, regulacdo e proliferacdo celular (WONG et al., 2006; PASCALE et
al., 2018; CHAKRABORTI, 2015), melhora funcéo da barreira intestinal, prevencéo de
endotoxemia metabdlica e ativacdo de gliconeogénese em células intestinais, participa da
ativacdo da atividade mitocondrial, aumenta expressao génica de codificantes da leptina
e estimula secrecdo de hormdnios anorexigenos pelas células intestinais (GAO et al.,
2009; LIN et al.,, 2012; CHAKRABORTI, 2015). Maior atividade mitocondrial em
associacdo ao aumento de leptina e horménios anorexigenos contribuem com a perda de
peso corporal e eutrofia (GAO et al., 2009).

Os AGCC tém papel na modulacdo da resposta enddcrina, imunologica e do
sistema nervoso. Interacdo do propionato com receptores acoplados a proteina G41
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(GPCRA41) e GPCR43 nas células enteroenddcrinas estimulam a secrecdo de peptideo YY
(PYY) e peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1), respectivamente, que sdo
hormonios anorexigenos, promovendo a reducdo da ingestdo alimentar. Ligacdo do
AGCC ao GPCR43 aumenta secrecdo de insulina, o que melhora a sensibilidade a
insulina e a resposta imune intestinal. AGCC interagindo com GPCR41 e GPCR43
presentes no TA estimulam a secrecdo de leptina, suprimem a sinalizacdo da insulina e
adipogénese, e elevam o gasto energético por meio do aumento da atividade do sistema
nervoso simpatico (LI; SHIMIZU; KIMURA, 2017; PASCALE et al., 2018).

Propionato e butirato induzem gliconeogénese nas células intestinais, o que
influéncia na regulacdo do consumo alimentar e aumenta a sensibilidade a insulina.
Ademais interacédo de butirato com o0 GPCR109A expresso no intestino reduz inflamacéo
intestinal mediado por IL-8 e IL-10, e no TA promove lipdlise. Acetato e propionato
podem regular a PA por meio da ligagdo nos receptores olfativos (Olfr78) localizados em
vasos sanguineos e renais (LI; SHIMIZU; KIMURA, 2017).

Cada individuo possui uma composi¢do de microbiota intestinal Gnica, e a sua
formacgéo depende de diversos fatores, que serdo cruciais nos trés primeiros anos de vida,
momento em que a microbiota é estabelecida (RINNINELLA et al., 2019). Dentre os
agentes que influenciam a formacdo da microbiota podem ser citados fatores genéticos
do hospedeiro, a salide materna, o tipo de parto, tipo de aleitamento, introducdo da
alimentacdo e o uso de antibidticos e/ou probidticos (ECKBURG et al., 2005;
EDWARDS, 2017; RINNINELLA et al., 2019; VERDU; GALIPEAU; JABRI, 2015).

Recentemente descobriu-se que a genética do hospedeiro é capaz de determinar a
formacédo da microbiota (DAVENPORT, 2016; GOODRICH et al., 2014) por meio de
duas formas: alguns loci sdo capazes de controlar algumas espécies microbianas, e pelo
efeito pleiotropico putativo sobre grupos distintos de microorganismos (BENSON et al.,
2010). Os genes do hospedeiro sdo capazes de exercer efeitos sobre determinadas
bactérias, sofrendo maior influéncia aquelas que pertencem aos filos Firmicutes e
Proteobacterias (DAVENPORT, 2016). Entretanto, alguns microorganismos parecem
ndo sofrer efeitos da genética do hospedeiro, tais como os pertencentes ao filo
Bacteroidetes (GOODRICH et al., 2014). Ademais, a genética humana pode influenciar
a diversidade microbiana. Sabe-se que diversidade reduzida é associada ao
desenvolvimento de obesidade e DM2 (BLEKMAN et al., 2015).

A predisposicdo genética para determinadas doengas, como por exemplo, a

obesidade, poderia promover a formagdo de uma microbiota que contribuiria com o
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processo de evolucdo desta enfermidade (BENSONet al., 2010). Apesar de a genética do
hospedeiro ter papel na formacdo da microbiota intestinal, parece que os fatores
ambientais tém maior influéncia sobre microbiota (DAVENPORT, 2016).

A microbiota se inicia na vida intra-uterina por meio da migracdo das bactérias do
microbioma intestinal materno para o feto, especialmente no ultimo més de gestacéo.
Estas conseguem atravessar a placenta, alcangando o liquido amniético, chegando até o
bebé (RAUTAVA et al., 2012). Neste momento o estado nutricional, imunoldgico e
metabolicoda mée é crucial para a determinacdo de uma microbiota adequada para a
crianca (RAUTAVA et al., 2012; EDWARDS, 2017).

Outros pontos criticos na formacdo da microbiota sdo o parto e aleitamento.
Durante o parto normal, os hormonios secretados contribuem com o aumento da
permeabilidade da barreira intestinal, promovendo a passagem das bactérias da
microbiota materna para corrente sanguinea e, consequentemente, alcangando o bebé
(RAUTAVA et al., 2012). Estudos mostram diferencas na composicdo na microbiota
intestinal de criancas que nasceram via parto vaginal comparadas com aquelas que
nasceram por cesariana (RAUTAVA et al., 2012; BACKHED et al., 2015;
RUTAYISIRE et al., 2016). Parece que a falta de contato com a microbiota vaginal
materna predispde o individuo ao desenvolvimento de algumas doencas ao longo da vida,
como a obesidade (RAUTAVA et al., 2012).

Uma revisao sistematica objetivou avaliar a formacdo da microbiota intestinal de
bebés durante o primeiro ano de vida de acordo com o tipo de parto, cesariana ou vaginal.
As criangas nascidas por cesariana tiveram quantidade e diversidade menores nos filos
Actinobacteria e Bacteroidetes, especialmente nos géneros Bifidobacterium e
Bacteroides, respectivamente, e maiores em Firmicutes (Clostridium e Lactobacillus) até
90 dias apés o parto, comparado as criangas que nasceram por parto normal
(RUTAYISIRE et al., 2016).

Tun et al. (2018) também observaram a influéncia do parto cesarea sobre a
composicdo da microbiota intestinal, levando ao enriquecimento no filo Firmicutes, que
esta associado a promocdo de excesso de peso corporal nos bebés. Ademais as criancas
que nasceram por parto vaginal tiveram menor risco para sobrepeso e obesidade. Os
autores afirmam que o parto cesareo pode ser fator de risco para obesidade por meio da
microbiota (TUN et al., 2018).

Sabe-se que a microbiota materna tambeém € transmitida para o feto via o leite
materno (RAUTAVA et al., 2012; EDWARDS, 2017). Um estudo observou que o leite
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de mées obesas tem menor diversidade de bactérias do que o das eutrdficas e, o tipo de
parto parece exercer influéncia sobre esta composicdo. Entretanto, quando as mulheres
foram submetidas ao parto cesarea de emergéncia esta diferenca se perdeu, apresentando
um leite semelhante ao das mées submetidas ao parto normal (CABRERA-RUBIO et al.,
2012). Além de conter microbiota materna, o leite materno também contém
oligossacarideos, que contribuem com o crescimento de bactérias bifidogénicas na
microbiota do bebé (CABRERA-RUBIO et al.,, 2012; KOLEVA; BRIDGMAN;
KOZYRSKY/J, 2015).

Criangas amamentadas com leite materno tendem a ter uma microbiota mais rica
em bactérias pertencentes ao filo Actinobacteria, especialmente do género
Bifidobacterium, enquanto aquelas que usam formula infantil tém a composi¢do mais
semelhante a de um adulto, com maior diversidade e proporc¢édo dos filos Firmicutes e
Proteobacteria (LEE et al., 2015). A importancia de ter o desenvolvimento adequado da
microbiota esta intimamente relacionada ao desenvolvimento imune adequado, 0 que
pode prevenir o desenvolvimento de doencas metabolicas (DOGRA et al., 2015;
KOLEVA,; BRIDGMAN; KOZYRSKYJ, 2015).

Uma vez estabelecida, a microbiota sera mantida até a vida adulta, podendo sofrer
alteracdes temporarias do ambiente externo. Ao longo da vida a microbiota sofre
alteracfes, aumentando a sua diversidade a partir da introducdo alimentar na infancia
(BACKHED et al., 2015; EDWARDS, 2017). A dieta tem destaque na manutencéo da
microbiota intestinal saudavel, garantindo maior diversidade ou, promovendo o
desequilibrio nas bactérias do microbioma. Tem sido demonstrado que a dieta
hiperlipidica é associada a reducdo da diversidade da microbiota intestinal (FAVA et al.,
2013), dishiose com aumento de Firmicutes e Proteobacterias e reducao de Bacteroidetes
(HILDEBRANDT et al., 2009), endotoxemia metabdlica e Rl (CLEMENTE-POSTIGO
etal., 2012).

Além disso, a qualidade dos lipidios da dieta parece exercer diferentes influéncias
sobre a microbioma intestinal, podendo ajuda-la ou prejudica-la (CANDIDO et al., 2018).
Desta forma &cidos graxos saturados (AGS) parecem ter efeitos negativos sobre a
microbiota, causando desequilibrio, pormovendo aumento da permeabilidade intestinal e
endotoxemia metabdlica (ARAUJO et al., 2017). Em contra-partida, os acidos graxos
insaturados (AGI), mono (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) n-3, parecem beneficiar a
microbiota intestinal e regular a inflamacio (CANDIDO et al., 2018). Ademais, é

importante manter um consumo adequado da relacdo de AGPI n-6:n-3, pois se esta estiver
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elevada, como no padrdo da dieta ocidental, pode causar aumento da permeabilidade
intestinal e endotoxemia metabdlica (KALIANNA et al., 2015).

A proteina também vem recebendo destaque por sua capacidade em modular a
microbiota do hospedeiro de acordo com a qualidade e quantidade ingerida (MA et al.,
2017). Consumo excessivo de proteinas pode gerar proteinas residuais no intestino, o que
promove alteracdo na composi¢cdo da microbiota, contribuindo para 0 aumento da
permeabilidade intestinal e endotoxemia metabolica (MA et al., 2017).

A fonte alimentar da proteina também exerce efeitos diversos na microbiota e
salde do hospedeiro. Produtos lacteos e proteinas de fontes vegetarianas parecem ser
benéficas a salde, enquanto frutos do mar contém aminoacidos aromaticos e poluentes
organicos persistentes que influenciam negativamente a microbiota, producdo de sais
biliares e sistema endocanabinoide. J& as demais fontes de carne sdo ricas em AGS, AGPI
n-6 e poluentes organicos persistentes, que tem impacto negativo sobre a microbiota e
salde do hospedeiro (MADSEN et al., 2017). Além disso, a degradacao de proteinas,
principalmente fontes de colina, pelas bactérias comensais intestinais, podem produzir
um composto chamado N-Oxido de trimetilamina, que parece ter relagdo com o
desenvolvimento de RI e doencas cardiovasculares (OELLGAARD et al., 2017).

Outro componente dietético que merece destaque € a fibra, pois dependendo da
quantidade consumida pode favorecer ou prejudicar a microbiota intestinal. A dieta rica
neste nutriente modula o microbioma favorecendo o crescimento de bactérias benéficas e
producdo de metabolitos importante que refletem de forma positiva na saude do
hospedeiro (MAYENGBAM et al., 2019; SAWICKI et al., 2017). Por outro lado, o baixo
consumo reduz bactérias fermentadoras de fibra, levando ao aumento de micro-
organismos que degradam o muco, promovendo a destruicdo deste, 0 que permite que
bactérias patdgenas alcancem a barreira intestinal e atravessem a mesma (DESAI et al.,
2016).

A idade também parece exercer efeitos sobre a microbiota. Estudos mostram que
o0 idoso apresenta reducgédo na diversidade de bactérias que compdem a microbiota com
reducdo em especial no filo Firmicutes, o que tem sido associado ao risco metabdlico
(KRUMAR et al., 2016; CHOI; HUR; HONG, 2018).

Devido ao fato de a microbiota ter grande importancia no processo de saude e
doenca, € crucial a garantia da formacdo adequada da microbiota nos primeiros anos de

vida, a fim de garantir o amadurecimento adequado da microbiota e minimizar os riscos
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para doencas imunologicas e metabdlicas (KOLEVA; BRIDGMAN; KOZYRSKY],
2015; VERDU; GALIPEAU; JABRI, 2015).

2.3. Microbiota intestinal e obesidade

O primeiro estudo sobre microbiota na obesidade foi conduzido por Béckhed et
al. (2004) e publicado em 2004, o qual foi realizado transplante de microbiota intestinal
de ratos convencionais para ratos germ-free e verificou-se que os ratos que receberam o
transplante fecal tiveram aumento de 40% na gordura corporal e RI. A partir de entdo o
numero de estudos sobre a composicdo da microbiota intestinal no individuo com
obesidade comecaram a aumentar.

Ley et al. (2005) publicaram o primeiro estudo que visou avaliar a diferenca entre
a composicdo da microbiota de animais obesos e ndo obesos, no qual camundongos
geneticamente obesos (ob/ob) com deficiéncia no receptor de leptina apresentavam
reducdo de 50% em Bacteroidetes e aumento de 50% em Firmicutes em compara¢do com
0s camundongos convencionais.

Em concordancia com este achado em modelo animal, diversos estudos vém
apontando que a microbiota intestinal do individuo com obesidade apresenta relacéo
Firmicutes/Bacteroidetes aumentada comparada com individuos eutroficos, na qual a
proporcao que aumenta Firmicutes reduz Bacteroidetes, (LEY et al., 2006; ISMAIL et
al., 2011; KASAI et al., 2015; LOUIS et al., 2016; KOLIDA et al., 2017; CROVESY;
MASTERSON; ROSADO, 2020). Porém, alguns trabalhos mostram resultados opostos
na razdo Firmicutes/Bacteroidetes, estando a reducdo desta associada com a génese da
obesidade (SCHWIERTZ et al., 2010; ARUMUGAM et al., 2011; KOCELAK et al.,
2013). Uma metanalise objetivou verificar a correlacdo entre a razao
Firmicutes/Bacteroidtes e a obesidade, concluindo que a proporcao entre estes dois filos
da microbiota ndo é capaz de diferenciar humanos com obesidade e eutrofia (WALTERS;
XU; KNIGHT, 2014), entretanto, revisdo sistematica realizada pelo grupo de pesquisa
observou que aumento na razdo Firmicutes/Bacteroidetes tem relacdo com a obesidade
(CROVESY; MASTERSON; ROSADO, 2020). Além destes dois filos, Fusobacteria e
Proteobacteria também tiveram associa¢do com a doenca (CROVESY; MASTERSON,;
ROSADO, 2020).

A nivel de género, alguns estudos mostram que algumas bactérias sdo associadas
a doenca. Individuos com obesidade tem maior quantidade de Lactobacillus reuteri e
menor de Bifidobacterium animalis, Lactobacillus casei, Methanobacteria smitthi
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(MILLION et al., 2012a; MILLION et al., 2013), Echerichia coli (MILLION et al.,
2013), Faecalibacterium prausnitzii e Akkermansia muciniphila (CROVESY;
MASTERSON; ROSADO, 2020). Porém Lactobacillus casei e Akkermansia muciniphila
foram associados ao peso adequado, e a combinacéo entre reducdo de Bifidobacterium
animalis e aumento de Lactobacillus reuteri foi associada a obesidade (MILLION et al.,
2012Aa; MILLION et al., 2013; CROVESY; MASTERSON; ROSADO, 2020).

Devido a alteracdo na composicdo da microbiota intestinal do individuo com
obesidade, a producdo de AGCC pelas bactérias fica elevada por conta da maior
fermentacdo de carboidratos, proporcionando um aumento na permeabilidade intestinal e
interacdo diferente destes metabolitos com o organismo do hospedeiro, culminando em
adiposidade excessiva e fatores de risco cardiometabolicos (SCHWIERTZ et al., 2010;
LI; SHIMIZU; KIMURA, 2017; DE LA CUESTA-ZULUAGA et al., 2019;
MUSCOGIURI et al., 2019). H& modificacdo na sinalizagdo dos GPCR por meio dos
AGCC, levando a menor secrecdo de horménios anorexigenos (PYY e GLP-1),
culminando na maior ingestdo alimentar, o que contribui com o ganho de peso corporal
(CARVALHO e SAAD, 2013; KOBYLIAK; VIRCHENKO; FALALYEYEVA, 2016).

Os AGCC, especialmente butirato e acetato, sdo capazes de estimular a expressao
de mucinas nas células caliciformes do epitélio intestinal, que sdo responsaveis pela
secrecdo de muco, um importante elemento na preservacdo da integridade da barreira
intestinal. Com alteracdo no microbioma, a producdo de muco fica comprometida,
podendo prejudicar a barreira intestinal (CARVALHO; SAAD, 2013).

A producao aumentada de lipopolissacarideos (LPS) pelas bactérias da microbiota
também esta associada a obesidade. Ha reducdo na expressdo e atividade das proteinas
tigh junction zonula ocludente 1 e ocludina, que tem a funcdo de manter as células
intestinais juntas, preservando a barreira intestinal. A reducgéo das tigh junction promove
a elevacdo da permeabilidade da mucosa do intestino e conseqlente endotoxemia
metabdlica (CANI et al., 2007; CARVALHO; SAAD, 2013; CHAKRABORT]I, 2015;
SUN et al., 2018; MUSCOGIURI et al., 2019). LPS interagem com receptores tipo toll 4
(TLR4), TLR 5 e TLR 9, ativando uma cascata enzimética que culmina na secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1B, que estdo envolvidas na
génese da obesidade e suas morbidades (CANI et al., 2007; CHAKRABORT]I, 2015;
KOBYLIAK; VIRCHENKO; FALALYEYEVA, 2016; SUN et al., 2018). O aumento
das concentracdes séricas deste metabolito, afetando principalmente TA, musculo,
hipotalamo e figado, provoca recrutamento de macréfagos e reducéo da sensibilidade a
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insulina, favorecendo a RI. No hipotalamo, RI reduz a saciedade, promovendo maior
consumo de alimentos (TREMAROLI; BACKHED, 2012; CARVALHO; SAAD; 2013;
EVERARD; CANI, 2012; CHAKRABORTI, 2015; KOBYLIAK; VIRCHENKO;
FALALYEYEVA, 2016; MUSCOGIURI et al., 2019) (Figura 4).

Parece que a microbiota intestinal se comunica com o TA, também, por meio do
sistema endocanabinoide. Este sistema € composto por lipidios bioativos, tais como N-
araquidonoiletanolamina e 2-araquidonoilglicerol, que se ligam aos receptores
endocanabinoides 1 (CB1) e CB2. Endocanabinoides (eCB) séo degradados por enzimas
especificas, e quando ha desbalanco entre a sintese e degradacao neste sistema pode levar
a obesidade e DM2 (LAMBERT; MUCCIOLI, 2007). O individuo com obesidade
apresenta funcionamento do sistema eCB exacerbado, com aumento da expressdo de
receptores CB1, o que contribui para o aumento de gordura corporal (GEURTS et al.,
2014) (Figura 4).

Os eCB, principalmente o CB1, parecem estar envolvidos na permeabilidade
intestinal, contribuindo com a translocacdo de LPS e endotoxemia metabdlica, e esta por
sua vez, promove aumento do sistema eCB, gerando um ciclo (GEURTS et al., 2014;
CANI, 2012). Em associacao, sistema eCB e LPS regulam a adipogénese, contribuindo
com o acumulo de gordura no TA (MUCCIOLI et al., 2010; CANI, 2012) (Figura 4).

Além disso, a microbiota do individuo com obesidade parece ser mais eficiente
em extrair nutrientes energéticos dos alimentos, por meio da digestdo eficiente dos
polissacarideos dietéticos que ndo séo digeridos pelo hospedeiro (TURNBAUGH et al.,
2006; SUN et al., 2018), culminando, assim, em maior absorcdo AGCC, os quais podem
participar da lipogénese hepética de novo mediado por proteina de ligacdo ao elemento
de resposta aos carboidratos (ChREBP) e proteina de ligacdo ao elemento regulador de
esterol 1 (SREBP-1), contribuindo com o acumulo de gordura no TA e figado, e
consequentemente, com a obesidade (KOBY LIAK; VIRCHENKO; FALALYEYEVA,
2016; SUN et al., 2018) (Figura 4).

Ademais, ocorre a supressdo do fator adipocitario induzido pelo jejum (fiaf),
também conhecido como proteina semelhante & angiopoietina 4 (ANGPTL4), que regula
a LPL no TA e musculos. A LPL passa a ter alta atividade, aumentando a capitacdo de
AGL e estoque de TG no TA, promovendo a adiposidade (BACKHER et al., 2004;
TREMAROLI; BACKHED, 2012; CARVALHO; SAAD, 2013; KOBYLIAK;
VIRCHENKO; FALALYEYEVA, 2016). Ha também a supressdo de AMPK, que esta

envolvida na regulacdo do metabolismo energético, no figado e musculos, levando a
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reducdo da oxidacdo de &cidos graxos, favorecendo a deposicdo de gordura e Rl nestes
6rgdos (BACKHED et al., 2007, TREMAROLI; BACKHED, 2012; KOBYLIAK;
VIRCHENKO; FALALYEYEVA, 2016; SUN et al., 2018) (Figura 4).

A producédo de &cidos biliares também é outro mecanismo que pode contribuir
com a obesidade. Eles funcionam como sinalizadores, que ativam receptor farneséide X
(FXR) e receptor de acido biliar ligado a membrana plasmatica 5 (TGR5), que tém papel
crucial na regulagdo do metabolismo de lipidios e carboidratos no figado e,
consequentemente, no metabolismo energético (SWANN et al., 2011; KOBYLIAK;
VIRCHENKO; FALALYEYEVA, 2016). A microbiota alterada pode modificar a
sinalizacdo do FXR, favorecendo adiposidade por meio da ativacdo da SREBP-1 no
figado, contribuindo com a lipogénese (WEISS; HENNET, 2017; SUN et al., 2018).
Ademais interacdo da microbiota com a sintese e conjugacao de sais biliares pode conferir
maior poder de emulsificagdo, promovendo maior absor¢cdo de lipidios e,
consequentemente de calorias (SWANN et al., 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo da disbiose na génese da obesidade.
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AGCC: acidos graxos de cadeia curta; AMPK: proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato; CCK: colecistoquinina; CD4: grupamento de diferenciacdo 4; CHREBP:
proteina de ligacdo ao elemento de resposta aos carboidratos; eCB: endocanabinoide;
FXR: receptor farnesoide X; GLP-1: peptideio como o glucagon 1; GPR41: receptores
acoplados a proteina G41; GPR43: receptores acoplados a proteina G43; LPS:
lipopolissacarideo; NKT: células exterminadora natural T; PYYY: peptideo YY; SREBP:
proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1. Fonte: Adaptado de Sun et al.,
2018

A disbiose encontrada no individuos obeso favorece a absorgdo de nutrientes energéticos
dos alimentos ingeridos, promove aumento da permeabilidade da barreira intestinal,
endotoxemia metabolica (inflamagdo) via LPS no tecido adiposo, figado e cérebro,
perturbando o metabolismo de lipideos, glicose e o sistema eCB, favorecendo o estoque
de gordura corporal em adipdcitos, além de alterar a secre¢do de horménios anorexigenos
(GLP-1 e PYY), contribuindo com menor saciedade. Estas alteracdes associadas
contribuem para 0 aumento do peso corporal e, consequentemente, desenvolvimento da

obesidade.

2.4, Modulacdo da microbiota no tratamento da obesidade e comorbidades

A microbiota intestinal pode ser modulada de forma benéfica com probiotico,
prebidtico ou simbidtico (PANDEY et al., 2015). Probidticos séo microorganismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano produzindo efeitos benéficos a saude do
hospedeiro (BRASIL, 2002). As bactérias mais utilizadas sdo as que pertencem aos
géneros: Lactobacillus e Bifidobacterium, mas também podem ser usadas Saccharomyces
cerevisiae e Bacillus. Elas podem ser dadas ao hospedeiro na forma de capsulas, sachés,
iogurte ou leite fermentado (GUARNER et al., 2011).

A selecdo de bactérias probioticas para adicdo em alimentos deve levar em conta
0s critérios a seguir: cepas probioticas oriundas de origem humana; ser seguro, sem
possibilidade de gerar resisténcia aos antibidticos; capacidade de sobreviver ao acido
cloridrico do estdbmago e aos &cidos biliares; capacidade de se manter, reproduzir e
colonizar o intestino; capacidade de produzir metabdlitos que modulem beneficamente o
metabolismo e a imunidade do hospedeiro; ter atividade antimicrobiana e contribuir com
0 equilibrio da microbiota intestinal (GIBSON; FULLER, 2000).

Prebidticos sdo substratos utilizados seletivamente por microorganismos do

hospedeiro, conferindo beneficios (GIBSON et al., 2017). Dentre eles podem ser citados
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frutanos (frutooligossacrideos (FOS) e inulina), galactanos (galactooligossacarideo
(GOS)), outros oligossacarideos (mananoligossacarideo e xilooligossacarideo), fibras
dietéticas fermentaveis, &cido linoleico conjugado, AGPI, compostos fendlicos e
fitoquimicos. Entretanto frutanos e galactanos sdo os mais estudados, relacionando os
efeitos sobre a microbiota intestinal e a saude humana. Estes também sdo fermentados
por bactérias do género Bifidobateruim, sendo muitas vezes mencionados como
bifidogénicos na literatura (GIBSON et al., 2017).

Simbidticos podem ser definidos como a associagédo de probidtico com prebidtico
(KOLIDA; GIBSON, 2011). A elaboracéo de produtos com funcéo simbidtica deve ser
feita de forma criteriosa para garantir a viabilidade e estabilidade do produto. Como
exemplo de produto simbidtico pode ser citado o iogurte com prebidtico e probiotico na
sua formula (KOLIDA; GIBSON, 2011).

A modulacdo da microbiota intestinal por meio destes compostos pode
restabelecer o equilibrio nas bactérias intestinais revertendo as alteragfes oriundas da
disbiose citadas anteriormente. Assim, com o restabelecimento da barreira intestinal,
cessa a translocacdo de LPS para corrente sanguinea, reduzindo a inflamagdo, a
endotoxemia metabolica e RI, especialmente em figado, TA, musculos e hipotdlamo
(CARVALHO; SAAD, 2013; POTHURAJU; SHARMA, 2018). Além disso, o sistema
eCB também tem o seu funcionamento normalizado, promovendo a diminui¢do do efeito
negativo sobre a barreira intestinal, e, contribuindo também com a redugdo da
translocacédo de LPS e inflamacdo (CARVALHO; SAAD, 2013).

A supressao de fiaf cessa, 0 que permite que este iniba a atividade da LPL,
reduzindo o acumulo de TG em TA e musculos (CARVALHO; SAAD, 2013). Com isso,
a AMPK deixa de estar suprimida, favorecendo a oxidacdo lipidica em mdsculos e TA,
impedindo a deposicéo de gordura corporal. Também hé a normalizacéo da secre¢do dos
hormdnios anorexigenos (GLP-1 e PYY), que passam a exercer sua funcdo na saciedade
de forma adequada. Associado a isso, a melhora na sensibilidade a insulina em hipotalamo
melhora o controle de saciedade que este 6rgao exerce (CARVALHO; SAAD, 2013;
POTHURAJU; SHARMA, 2018).

Ha evidéncias na literatura que vem apontando o potencial efeito do uso de
probidtico e simbidtico no manejo da obesidade e comorbidades (DONG et al., 2013;
ESLAMPARAST et al., 2014; KHALESI et al., 2014; RABIEIl; SHAKERHOSSEINI;
SAADAT, 2015; ZHANG; WU; FEI, 2015; HE; ZHANG; HAN; 2017; BORGERAAS

et al., 2018). Entretanto, ha controvérsias entre os estudos publicados até o momento,
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tendo alguns trabalhos demonstrados nenhum efeito sobre estes parametros (MILLION
et al.,, 2012b; PENA et al., 2014; IVEY et al., 2014 e 2015; PARK; BAE, 2015;
CROVESY et al., 2017).

Existem cinco revisfes sistematicas com ou sem metanalise publicadas até o
momento que abordam o efeito de probidtico sobre o peso corporal. De forma geral, 0s
resultados sdo controversos, sendo possivel encontrar efeitos positivos ou nenhuma
evidencia dos efeitos dos probidticos sobre o peso corporal (MILLION et al., 2012b;
PARK; BAE, 2015; ZHANG; WU; FEI, 2015; CROVESY et al., 2017; BORGERAAS
et al., 2018).

Em 2012, foi publicada a primeira metanalise sobre o tema por Million et al.
(2012b). Eles demonstraram que o efeito do probidtico sobre o peso corporal, ganho ou
perda, é dependente da cepa usada. Poréem, no trabalho foram incluidos estudos com
animais e humanos. Corroborando com os resultados de Million et al. (2012), uma reviséo
sistematica publicada pelo nosso grupo de pesquisa verificou que dependendo da cepa de
Lactobacillus usada por humanos com excesso de peso, pode haver perda ou ganho de
peso corporal. Ademais destacamos no trabalho as cepas que promoveram redugdo no
peso e/ou adiposidade (CROVESY et al., 2017). Dentre as cepas associadas a perda de
peso e/ou adiposidade destacamos: L. plantarum associado ao L. rhamnosus e dieta
hipocalorica; L. plantarum com L. curvatus; L. gasseri; L. amylovorus; L. acidophillus e
L. casei associados com compostos fendlicos; ou mix de Lactobacillus.

Park e Bae (2015) realizaram uma metanalise para avaliar os efeitos de probidtico
sobre 0 peso corporal em individuos com excesso de peso e ndo encontraram efeitos
positivos sobre peso corporal, IMC e gordura corporal. Ja Borgeraas et al. (2018),
mostram que o probidtico é capaz de reduzir estes parametros, quando este é utilizado por
até 12 semanas, entretanto o efeito foi pequeno. Outra metanélise concluiu que os
probidticos sdo promissores no manejo da obesidade, mostrando reducdo no peso
corporal, quando administrado mais de uma cepa associada em tempo minimo de 8
semanas. Ademais, os autores verificaram que os efeitos positivos sobre o peso corporal
e IMC sdo mais efetivos em individuos com excesso de peso do que em eutréficos
(ZHANG; WU; FEI, 2015).

He, Zhang e Han (2017) conduziram uma metanalise que avaliou se probiético
poderia melhorar a glicemia, perfil lipidico e PA em individuos com DM2. Eles
encontraram que a administracdo de probidtico leva a reducdo de colesterol total (CT),
LDL-c, TG, pressdo arterial sistlica (PAS) e pressdo arterial diastolica (PAD), e aumento
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de HDL-c. Outro trabalho observou que o probi6tico tem potencial para melhorar CT e
LDL-c, entretanto, parece ser mais efetivo em individuos com hipercolesterolemia e
quando a intervencdo tem duracdo a partir de 8 semanas. Com relacdo as cepas com
efeitos hipocolesterolémicos podem ser citadas: L. acidophilus, L. plantarum, e
associacdo de L. acidophilus e B. lactis (CHO; KIM, 2015).

Recentemente, uma revisdo sistematica e uma metanalises com revisdo
sistematica que avaliaram efeito de probidtico sobre a perda de peso corporal em
individuos com excesso de peso corporal foram publicadas (SUZUMURA et al., 2019;
GUAZZELLI MARQUES et al., 2020). Como resultados foram encontrados reducao de
massa gorda corporal (MGC) em poucos estudos incluidos (GUAZZELLI MARQUES et
al., 2020) e reducao de PC (SUZUMURA et al., 2019).

Vale ressaltar que a heterogeneidade dos estudos, devido as diferentes cepas
utilizadas, tempo de intervencéo e associacdo com outros compostos bioativos, dieta e/ou
exercicio fisico, dificulta a determinacédo de que cepas podem ser usadas no manejo da
obesidade (PARK; BAE; 2015; CROVESY et al., 2017). Também € possivel verificar
que a maioria dos ensaios clinicos de intervencdo com probidtico no peso corporal
utilizam bactérias do género Lactobacillus, mostrando escassez de estudos com
Bifidobacterium (MILLION et al., 2012b; PARK; BAE, 2015; ZHANG; WU; FEI, 2015;
CROVESY et al., 2017. BORGERAAS et al., 2018). Guazzelli Marques et al. (2020)
ainda discutem em seu trabalho a falta de cuidado com a avaliagéo de alguns parametros
que podem influenciar no resultado da intervencdo, como avaliagcdo das calorias e a
composicdo nutricional da dieta ingeridas pelos voluntarios e o pequeno numero de
participantes dos estudos.

Em contrapartida, lvey et al. (2014 e 2015) avaliaram os efeitos de probidtico
(iogurte probiotico + cépsula probidtica; iogurte probidtico + capsula placebo; leite
controle + capsula probi6tica; leite controle + capsula placebo) contendo 3,0x10° unidade
formadora de colénia (UFC) de L. acidophilus e B. lactis em individuos com excesso de
peso. Os autores verificaram que o probidtico ndo promoveu alteracdo na PA, perfil
lipidico, glicemia, hemoglobina glicada (HbAlc) e Homeostasis Model Assessment
Resistance Insulin (HOMA-IR) ap6s 6 semanas de intervencdo (IVEY et al., 2014; IVEY
etal., 2015).

Uma metanalise que visou avaliar se intervencdo com probiotico é capaz de
melhorar a PA encontrou resultados mais efetivos naqueles individuos com alteracéo na

PA no periodo basal, usando mais de uma cepa probiotica, e em tempo minimo de 8
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semanas e dose superior & 101° UFC (KHALESI et al., 2014). Outra metanalise concluiu
que leite fermentado probiotico poderia reduzir a PA de individuos pré-hipertensos e
hipertensos (DONG et al., 2013).

Com relacdo ao simbiotico, ha menos estudos na literatura que avaliaram seus
efeitos sobre o peso corporal e parametros metabolicos associados a obesidade. Moroti et
al. (2012) avaliaram os efeitos de uma intervencdo com um shake (200 ml/dia) contendo
4x10® UFC/mL de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum e 2 g de
oligofrutose em mulheres com alteracdo em glicemia (> 110 mg/dL), CT (> 200 mg/dL)
e trigliceridemia (> 200 mg/dL) por 30 dias e observou reducdo de CT, TG, colesterol
ndo HDL e glicemia.

Outro estudo com adultos com sindrome metabolica submetidos a um plano
alimentar hipocal6rico com restri¢do calérica de 500-1000 kcal e suplementacdo ou ndo
com capsulas contendo 2x10® UFC de L.casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L.
bulgaricus, B. longum, B.breve, Streptococcus thermophilus, e FOS por 28 semanas
observou que o simbiotico melhorou o controle glicémico, com reducédo de glicemia,
HOMA-IR e melhora no Quantitative Insulin Sensitivity Check Index (QUICKI). Ambos
0s grupos apresentaram reducdo em TG, entretanto a reducdo foi superior no grupo
simbiotico, diferindo estatisticamente do controle. Peso corporal, IMC e ingestdo calérica
ndo alteraram (ESLAMPARAST et al., 2014).

Pacientes com DM apresentaram reducdo na insulina e PCR, entretanto néo
tiveram efeito em peso corporal, IMC, perfil lipidico, glicemia e HOMA-IR apds
intervencdo com composto simbidtico contendo 10’ UFC de L. sporogenes e 0,04 g de
inulina (ASEMI et al., 2014). Pefia et al. (2014) também n&do encontraram melhora em
IMC, MGC, PC, PA perfil lipidico, controle glicémico e marcadores inflamatorios apos
ingestdo de saches contendo 10° UFC de B. lactis e 8 g de oligofrutose por 6 semanas.
Entretanto, Rabiei, Shakerhosseini e Saadat (2015) encontraram resultados sobre os
parametros antropométricos (IMC, PC, perimetro de quadril, MGC, massa livre de
gordura (MLG)) e PAS em individuos com excesso de peso com sindrome metabolica
utilizando 2 capsulas simbiéticas contendo 2x10® UFC de L.casei, L. rhamnosus, L.
acidophilus, L. bulgaricus, B. longum, B.breve, Streptococcus thermophilus e FOS,
associado ao plano alimentar hipocalorico.

Duas metanalises com revisdo sistematica foram conduzidas com objetivo de

avaliar se simbidtico poderia contribuir com a perda de peso em individuos com excesso
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de peso corporal e encontraram pequeno efeito sobre a perda de peso corporal (HADI et
al., 2018) e PC (HADI et al., 2018; SUZUMURA et al., 2019).

Um estudo experimental em ratos induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica,
que receberam 10° UFC de B. animalis BB-12 associado ou n&o a oligofrutose por um
periodo de 8 semanas resultou em melhora da glicemia de jejum, e reducdo na insulina e
aumento no GLP-2 apenas no grupo probiético, porém sem alteracdo no peso corporal
(BOMHOF et al., 2014).

Stenman et al. (2016) avaliaram a influéncia do uso por 6 meses de capsulas
contendo 10'° UFC de B. animalis spp. lactis 420 associadas ou ndo a 12 g de polidextrose
sobre a MGC, controle glicémico, lipemia, inflamacdo e permeabilidade da barreira
intestinal (zonulina circulante) em individuos com excesso de peso, e encontraram que 0
probidtico e simbidtico foram capazes de reduzir adiposidade, principalmente central,
peso corporal, PC e ingestdo alimentar. Possivelmente estes efeitos sdo atribuidos a
reducdo da permeabilidade da barreira intestinal e melhora da inflamacéo de baixo grau
(STENMAN et al., 2016).

Uma metanalise que objetivou avaliar o efeito de probidtico, prebidtico e
simbi6tico sobre a perda de peso corporal observaram que o uso destas intervencdes foi
capaz de reduzir o peso corporal e IMC, num periodo superior a 12 semanas, e gordura
corporal, em periodo menor que 12 semanas. Entretanto quando os autores conduziram
analise estatistica estratificando por cada modulador (prebi6tico, probi6tico e simbi6tico),
0 simbidtico ndo se mostrou eficiente para promover reducdo no peso corporal e IMC,
devido aos poucos estudos encontrados na literatura. Ja o probidtico mostrou ser efetivo
na perda de peso corporal e reducdo de IMC (JOHN et al., 2018). Os resultados da
intervencdo com probidtico e simbidtico discutidos acima estdo resumidos na tabela
abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo dos estudos apresentados dos efeitos de probidtico e simbidtico
sobre variaveis antropométricas, metabolicas e ingestdo calorica

Desenho de

Autor, ano  Populacéo (n) astudo Intervencéo Desfechos
Probidticos
- Humanos e Ganho ou perda de peso
Millionetal.,  modelo i bacill :
2012b experimental Metanalise  Lactobacillus corporal cepa
in vivo dependente
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Dong et al.,
2013

Khalesi et al.,
2014

Ivey et al.,
2014 e 2015

Cho; Kim,
2015

Park; Bae,
2015

Zhang; Wu;
Fei, 2016

Crovesy et al.,

2017

He, Zhang,
Han, 2017

Borgeraas et
al., 2018

Guazzelli

Marques et al.,

2020

Suzumura et
al., 2019

Humanos
adultos

Humanos
adultos com
ou sem
hipertensao

Adultos com
excesso de
peso corporal
(n=156)

Humanos

Individuos
COM excesso
de peso

Adultos
eutréficos e
COM eXcesso
de peso

Individuos
COM excesso
de peso

Individuos
com DM2

Individuos
COMm excesso
de peso
Individuos
COm excesso
de peso
Individuos
COM excesso
de peso

Leite fermentado

Metanalise e
probidtico
Metanalise
com revisdo Probidtico
sistematica
GT1: logurte e capsula
contendo cada um
GT2: logurte contendo
3,0x10° UCF de L.
ECR, amgjophllus e B. lactis
duplo-cego e capsula_l placebo
" GT3: Leite placebo e
paralelo, <osul
controlado  capsula contendo
3,0x10° UCF de L.
acidophilus e B. lactis
GC: leite e capsula
placebos
Duracdo: 6 semanas
Metanalise  Probiético
Metanalise
com revisdo Probidtico
sistematica
Metanalise
com revisdo Probiotico
sistematica
R_eVIsap . Lactobacillus
sistematica
Metanalise  Probiotico
Metanalise
e revisao Probiético
sistematica
Rewsap . Probiético
sistematica
Metanalise
e revisao Probiotico
sistematica
Simbidticos

| PA em pré-e
hipertensos

| PA alterada, usando
mais de 1 cepa
probidtica, por no
minimo 8 semanas e em
dose < 10°UFC

Sem alteracdo nos
parametros analisados
(perfil lipidico, controle
glicémico e PA)

| CT e LDL-c, sendo
mais efetivo em
hipercolesterolémicos e
no minimo 8 semanas

Sem efeito sobre peso
corporal, IMC e MGC

| peso corporal com
mais de 1 cepa
probidtica e no minimo 8
semanas

| peso corporal e IMC
mais efetivo no excesso
de peso

O efeito sobre o peso é
cepa dependente

| CT, LDL-c, TG, PAS,
PAD

4 HDL-c

| peso corproal, IMC e
MGC com menos de 12
semanas

I MGC

L PC
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Moroti et al.,
2012

Eslamparast et

al., 2014

Asemi et al.,
2014

Pefa et al.,
2014

Rabiei;

Shakerhosseini;

Saadat, 2015

Mulheres
adultas com
DM2 e
dislipidemia
(n=18)

Adultos com
sindrome
metabdlica
(n=38)

Adultos com
DM2
(n=62)

Adultos com
obesidade
(n=40)

Adultos com
sindrome
metabdlica
(n=46)

ECR,
duplo-cego,
paralelo,
controlado

ECR,
duplo-cego,
paralelo,
controlado

ECR,
duplo-cego,
crossover,
controlado

ECR,
duplo-cego,
paralelo,
controlado

ECR, triplo-
cego,
paralelo,
controlado

GT: shake contendo 4
x108 UFC/mL de L.
acidophilus e B.
bifidum e 1g
FOS/100mL

GC: shake controle
200 mL de shake/dia
Duracéo: 30 dias

GT: capsulas contendo
2x108 UFC de L.
casei, L. rhamnosus,
L. bulgaricus, L.
acidophilus, B. breve,
B. longume S.
thermophilus e 250mg
de FOS

GC: capsula placebo
Atividade fisica (4-5
vezes/semana) e dieta
hipocalorica com
restricdo de 500-1000
kcal

Duracéo: 28 semanas
GT: composto
simbi6tico contendo
1x 10" UFC de L.
sporogenes

GC: apenas excipiente
3 pacotes do composto
(9g/dia)

Duragéo: 6 semanas
Washout: 3 semanas

GT: saché contendo
10'° UFC B. lactis e
89 de oligofrutose
GC: saché contedo
maltodextrina
Duragéo: 6 semanas

GT: 2 cépsulas/dia
contendo 2x108UFC
de L. casei, L.
rhamnosus, L.
acidophilus, L.
bulgaricus, B. bereve,
B. longume
Streptococcus
thermophiluse FOS
Duracdo: 12 semanas

| CT, TG, colesterol nao
HDL, glicemia de jejum

| CT nos dois

1 HDL-c nos dois grupos
| TG, glicemia de jejum
e HOMA-IR e QUICKI
«— IMC, PC, ingestao
caldrica

| insulina de jejum e
PCR

> peso corporal, IMC
glicemia de jejum,
HOMA-IR, perfil
lipidico

< IMC, MGC, PC, PA
perfil lipidico, controle
glicémico e marcadores
inflamatorios

LIMC, PC, perimetro de
quadril, MGC e PAS
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. Adultos com  Metanélise
Hadi et al., - .
2018 excesso de € reviso Simbidtico | peso corporal e PC
peso corporal  sistematica
SuzuMura et Individuos Metanalise
COm excesso e reviséo Simbiético | PC
al., 2019 . "
de peso sistematica
Probiotico e simbidtico
GT1: 10*° UFC B.
Ratos O . .
induzidos 3 Estudo anlmall§ | glicemia (todo_s 0s
Bomhof et al obesidade por  experimental GT2: oligofrutose grupos testes) e insulina
2014 S P afalelo GT3: 101 UFC B. (GT1e GT2) e GLP-2
S P ’ animalis BB-12 e (GT1)
hiperlipidica  controlado .
" oligofrutose <> peso corporal
(n=40) x .
Duragéo: 8 semanas
GT1: Saché contendo
109 UFC de B. lactis
420
Adultos com  ECR, th;rzc:)I?ng; g:em 129
Stenman et al., excesso de duplo-cego, p. A | peso corproal, MGC,
GT3: Saché contendo . 3 o
2016 peso paralelo, 10 . PC, ingestao energetica
(n=134) controlado 10" UFC de B. lactis
420 e 12g de
polidextrose
GC: Celulose
Duracéo: 6 meses
| peso corporal, IMC (>
Adultos com 12 semanas de
excesso de intervencdo) e MGC (<
peso 12 semanas de
John et al., (p_rOb'_Ot'CO - Probidtico, prebidtico mtervengao) ao avNallar
n=22; Metanalise A todas as intervengoes
2018 L e/ou simbidtico :
prebidtico juntas
n=6; <> peso corporal e IMC
simbiotico no simbiético isolado
n=5) | peso corporal, IMC no
probidtico isolado
Individuos Metanalise L
Suzumura et -~ Probiotico e
COM excesso € revisao S | PC
al., 2019 . P simbiotico
de peso sistematica

B.: Bifidobacterium; DM2: diabetes mellitus tipo 2; ECR: ensaio clinico randomizado;

CT: colesterol total; FOS: frutooligossacarideo; g: grama; GT: grupo teste; GC: grupo

controle; HDL-c: high density lipoprotein cholesterol; HOMA-IR: Homeostasis Model

Assessment Resistanc elnsulin; IMC: indice de massa corporal; kcal: quilocalorias; L.:

Lactobacillus; LDL-c: low density lipoprotein cholesterol; MGC: massa gorda corporal;

mL: mililitro; PA: pressdo arterial; PAD: pressdo arterial diastdlica; PAS: pressao arterial
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sistdlica; PC: perimetro de cintura; QUICKI: Quantitative Insulin Sensitivity Check

Index; S.: Streptococcus; TG: triglicerideos; UFC: unidade formadora de col6nia

2.5. Metabolémica na obesidade

A metaboldmica é a técnica que identifica e quantifica os metabdlitos, que sdo
moléculas de baixo e médio peso molecular (< 1500 Dalton) e podem ser substratos,
intermediarios metabdlicos ou produto final de reagdes bioquimicas mediadas por
enzimas de um organismo ou amostra bioldgica. Essa técnica vem sendo apontada como
a mais promissora dentre as técnicas 6micas (gendmica, protedmica, transcriptdmica e
metabolomica), por possibilitar visualizar o produto final produzido pelas células e
tecidos do corpo (GOODACRE et al., 2004). Ela ¢ utilizada para investigar complexas
interacdes entre metabolitos e seu papel regulador desempenhado na interacdo entre
genes, transcritos e proteinas (DUNN et al., 2011; BRENNAN, 2014).

A andlise pode ser realizada por meio de diferentes ferramentas: a espectroscopia
por ressonancia magnética nuclear ou a espectrometria de massas, que pode ser associada
as cromatografias liquidas ou gasosas (GOODACRE et al., 2004; VERPOORTE; CHOI;
KIM, 2007). Além disso, existem dois tipos de abordagens que podem ser feitas:
metabolémica alvo e global. Na metabolémica alvo, inicialmente define qual(is) o(s)
metabdlito(s) de interesse a serem analisados na amostra (AGIN et al., 2016; CANUTO
et al., 2018), enquanto a global avalia todos os metabdlitos produzidos pela amostra sem
0 conhecimento prévio de quais metabolitos serdo encontrados, e, ao final, identifica os
metabdlitos por comparacdo com banco de dados de metaboloma (CANUTO et al.,
2018).

Por intermédio desta analise € possivel verificar o funcionamento do organismo.
O corpo humano é extenso e a integridade do mesmo ndo é um reflexo apenas do
gendtipo, mas, também, depende de fatores externos como ambiente e comportamento,
além da interacdo com o genoma de outros organismos simbioticos, como as bactérias da
microbiota intestinal do individuo (TIRET, 2002; NICHOLSON et al., 2004; CALVANI
et al., 2014 ). Ademais, pode-se verificar pelo estudo do perfil metabdlico modulagdes
metabolicas ocorridas por alteragdes no padrdo alimentar ou introducdo de algum
alimento/nutriente diferente na alimentacdo. Neste sentido, a metabolémica pode ser uma
analise importante para avaliar as preferéncias alimentares do individuo e se determinada
intervengdo pode trazer beneficios ao metabolismo (REZZI et al., 2007; BRENNAN,
2014).
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Além da alimentacdo, a microbiota intestinal é capaz de influenciar o perfil
metabdlico dos 6rgdos, sangue e urina do hospedeiro, pois 0s metabolitos que séo
produzidos pelas bactérias, absorvidos pelas células do intestino e transportadas para a
circulagdo do individuo s&o cruciais para a saude ou desenvolvimento de doengas no
hospedeiro (MATSUMOTO et al., 2012).

O estudo do perfil metaboléomico pode melhorar a compreensdo das alteracfes
metabdlicas que ocorrem em individuos com obesidade, além de abranger a visdo dos
mecanismos da doenca (TSUTSUI et al., 2011). Um experimento em camundongos
avaliou cerca de 167 metabolitos, dos quais 12 foram associados a obesidade (KIM et al.,
2011). Uma revisdo na literatura que correlacionou o IMC com perfil de aminoacidos
verificou que estes estdo associados, em especial os AACR, a obesidade (MORRIS et al.,
2012).

He et al. (2012) observaram aumento em HDL-c, VLDL-c, lipidios, AGI,
glicoproteina, mioinositol, piruvato, treonina, tirosina e creatina em porcos obesos
quando comparados a porcos magros. Ademais, também foram verificadas alteracGes
metabdlicas relacionadas a microbiota intestinal dos animais obesos. Estes resultados
mostram que os porcos obesos tém metabolismo diferente dos magros, com alteracéo na
lipogénese, oxidacao de lipidios, utilizacdo e participacdo da energia e na fermentacao
das bacteérias que habitam o TGI (HE et al., 2012).

A presenca da obesidade parece perturbar o metabolismo do individuo causando
alteragdes no metaboloma do mesmo (CIRULLI et al., 2019). O catabolismo de
aminodcidos no individuo com obesidade esta associado a RI, favorecendo o acimulo de
aminoacidos no sangue, especialmente os AACR (ADAMS, 2011; BAGHERI et al.,
2019), por conta da redugdo na expressdo de aminotransferase de aminoacidos de cadeia
ramificada mitocondrial (BCATm) e a-cetodcido desidrogenase de cadeia ramificada
(BCKD) no TA (SHE et al., 2007; LACKEY et al., 2013). Além disso, os AGL estdo em
excesso nos obesos e para serem usados como fonte de energia precisam ser oxidados na
beta-oxidacio nas mitocondrias. E necessario que o AGL seja carreado pela carnitina para
as mitocondrias, porém na obesidade ndo ha carnitina suficiente para transportar os AGL
excedentes, ficando estes disponiveis (CHA, 2008).

Estudo em humanos verificou correlacdo de 48 metabdlitos com o IMC. Destes,
tiveram correlacdo positiva com o indicador de avaliacdo de obesidade o glutamato,
AACR e metabolitos relacionados a AACR, ja serina, citrato e asparagina foram
negativamente associados. Ademais, parece que 0 aumento nos metabélitos associados a
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obesidade é dependente da microbiota intestinal. Os géneros Bautia, Dorea e
Ruminococcus estdo associados aos metabdlitos ligados ao IMC (OTTOSSON et al.,
2018).

Parece haver um link entre a composi¢édo da microbiota intestinal e alteragbes no
metabolismo do hospedeiro que levariam a obesidade (LIU et al., 2017). Estes autores
observaram alteracGes na composic¢do da microbiota entre individuos eutréficos e com
obesidade, além da identificacdo de 148 metabdlitos que divergiram segundo o estado
nutricional. Ademais, 0s autores encontraram associa¢do entre o aumento de aminoécidos
aromaticos e AACR e reducdo em Bacteroidetes. Estes aminodcidos tém correlacéo
positiva com HOMA-IR, glicemia, lipemia e marcadores inflamatorios. Parece que
algumas bacterias pertencentes a este filo, principalmente Bacteroides thetaiotaomicron
e Bacteroides ovatus fermentam AACR, o que poderia justificar a correlagdo inversa entre
eles (LIU et al., 2017).

Os individuos com obesidade tiveram maiores niveis de glutamato, que é
correlacionado positivamente com IMC, razdo cintura quadril, PC, HOMA-IR, PCR e
TG. Ruminococcus sp., Dorealongicatena, Corprococcus comes e OB-8293
apresentaram correlagdo positiva com glutamato e negativa com glutamina, pois estas
bactérias codificam enzimas que convertem glutamina em glutamato. Também foi
observada correlacdo negativa de Bacteroides thetaiotaomicron com glutamato. Estas
bactérias convertem glutamato em acido gama-aminobutirico (GABA), por meio da
codificagdo da glutamato descarboxilase, sendo a deplecdo desta uma explicagdo para o
aumento deste metabolito no individuo com obesidade (LIU et al., 2017).

Em estudo experimental com camundongos foi possivel observar o papel que
Bacteroidetes thetaiotaomicron tem na adiposidade. A administracdo por gavagem desta
bactéria nos camundongos levou a redu¢do de MGC e inguial, aumento de MLG nos ratos
em dieta normal. Em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e recebendo a
bactéria, as concentracdes de adiponectina aumentaram e de leptina reduziram, o TA
apresentou adipocitos menores e menor expressdo de marcadores inflamatorios, além
disso, houve reducéo na expressdo de genes envolvidos na lipogénese e, em contrapartida,
aumento nos genes envolvidos na lipolise e oxidagdo lipidica (LIU et al., 2017).
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3. Justificativa

A obesidade é um importante problema de satde publica que tem recebido atencéo
mundial devido a sua complexidade, o que a torna de dificil controle, além da falta de
tratamentos efetivos para a doenca. No contexto de sua etiologia, recentemente vem sendo
explorado o envolvimento da microbiota intestinal na sua génese e sua relacdo com o
funcionamento adequado do metabolismo de seu hospedeiro, gerando um novo caminho
a ser explorado como um possivel coadjuvante no tratamento da doenca.

Neste sentido, a modulacdo benéfica da microbiota intestinal por meio de
probidtico ou simbidtico deve ser estudada a fim de desvendar os efeitos que a modulagéo
pode promover sobre o peso corporal, parametros associados as comorbidades e
metabolismo de mulheres com obesidade. Ademais, a aplicacdo da abordagem
metabolomica pode auxiliar na compressédo dos mecanismos pelos quais a modulagéo da
microbiota intestinal do individuo com obesidade pode resultar em alteragcbes no
metabolismo energético, lipidico e glicidico, o que poderia beneficiar no controle da
doenca.

Né&o ha estudos em humanos de modulacéo intestinal na obesidade que tenham
avaliado os possiveis mecanismos por meio da abordagem de metabolémica,
relacionando a modulacdo da microbiota intestinal com as melhoras no metabolismo do
hospedeiro, e, consequentemente, sobre o peso corporal e parametros associados a

comorbidades da doenga.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia de probiético Bifidobacterium lactis (B. lactis) e simbiotico
(B. lactis e FOS) associados a um plano alimentar hipocal6rico por 60 dias, sobre a
composicdo da microbiota intestinal, perfil metabolémico, peso corporal, composicédo

corporal, glicemia, lipemia e presséo arterial em mulheres com obesidade grau I e I1.

4.2. Objetivos especificos

- Avaliar se probidtico e simbidtico sdo capazes de modular microbiota intestinal.

- Associar possiveis alteracdes na composicdo da microbiota intestinal com variaveis
antropomeétricas (peso, IMC, perimetro de cintura e composicéo corporal), biogquimicas
(glicemia e lipemia) e clinicas (pressdo arterial, consisténcia das fezes e sintomas
gastrointestinais).

- Verificar se a modulacdo da microbiota intestinal por probiético ou simbidtico
influenciam o perfil metabdlico do soro.

- Avaliar se as possiveis alteracdes no perfil metabdlico ap6s a intervencdo estdo
associadas as alteragdes nos demais indicadores analisados.

- Avaliar se a possivel modulacdo da microbiota intestinal se mantém apos 15 dias da
suspensao do uso de probidtico e simbidtico.

- Verificar se o probiotico e simbidtico podem causar efeitos colaterais e alteracdo na

consisténcia das fezes.
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5. Metodos
5.1. Considerac0es éticas

A pesquisa foi aprovada em agosto de 2014 pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ) sob o protocolo 101-14 (Anexo 1).

Todas as mulheres que participaram do estudo foram informadas sobre a natureza
do mesmo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice
1), elaborado de acordo com a Resolucdo 466/12, do Conselho Nacional de Salde,
autorizando a participagao na pesquisa.

O estudo foi registrado no ClinicalTrial sob o0 nimero NCT02505854 (Anexo I1).

5.2. Casuistica

Trinta e duas mulheres adultas (25-50 anos), com obesidade graus I ou Il (IMC
entre 30-39,99 kg/m?) foram selecionadas para participar do estudo por meio de
divulgacdo da pesquisa na pagina do Instituto de Nutricdo Josué de Castro (INJC) da
UFRJ. Foram consideradas ndo elegiveis gestantes; lactantes; tabagistas; elitistas; que
apresentassem diagnoéstico de qualquer doenca crbnica, com excecdo da obesidade; em
uso de medicamento continuo, exceto anticoncepcional; em uso de antidepressivos,
laxantes, antidcidos, enzimas digestivas, bloqueadores H2, inibidores de bomba de
prétons, fitoterapicos, suplementos alimentares, probiotico, prebidtico ou simbiético;
alteracéo de peso corporal nos ultimos trés meses; ter sido submetida a cirurgia bariatrica.

5.3. Desenho do estudo

Foi realizado um ensaio clinico paralelo, duplo cego, randomizado e controlado
(Figura5).

No primeiro momento, os interessados em participar da pesquisa preencheram um
formulario online com dados pessoais e referentes aos critérios de elegibilidade. As
mulheres consideradas elegiveis foram contactadas e chamadas para participarem da
reunido geral. Nesta reunido, a pesquisa foi explicada com detalhes, as duvidas
esclarecidas, o TCLE assinado por aquelas que manifestaram interesse em participar da
pesquisa, e a primeira consulta foi agendada. Também foram dadas orientacdes referentes
a coleta e armazenamento das fezes e ao preenchimento do registro alimentar de trés dias,
para manterem as atividades fisicas e evitarem consumo de iogurte, bebida lactea e leite

fermentado uma semana antes e ao longo do estudo. A randomizacao entre os trés grupos
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(grupo probidtico (GP), grupo simbiotico (GS) e grupo placebo (GC)) foi realizada por
meio de sorteio.

No dia da primeira consulta, as voluntarias se apresentaram em jejum de 12 horas
no Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farméacia (LACFAR) para coleta de
sangue. Apds a coleta, elas foram encaminhadas para o Laboratorio de Avaliacéo
Nutricional (LANUTRI), onde foram realizadas as avaliacbes antropomeétricas,
composigédo corporal e afericdo da PA. Em seguida, as mulheres receberam lanche e
preencheram alguns questionarios (de dados gerais (Apéndice Il), questionario
Internacional de Atividades Fisicas (IPAQ) de forma curta (Anexo Il1), escala de Bristol
(Anexo 1V), escala Likert (Anexo V), Questionario de frequéncia alimentar (QFA)
(Apéndice I11)), além de terem os registros alimentares de trés dias checados e entregarem
a amostra de fezes, que foi devidamente identificada e armazenada. Por fim, a intervencéo
foi entregue junto de um plano alimentar.

A cada semana as pesquisadoras entravam em contato com as voluntarias a fim
de avaliar o seguimento da intervencao, presenca de intercorréncias e esclarecer duvidas.
E quinzenalmente eram marcadas consultas para avaliar a adeséo ao tratamento e entregar
mais suplementos. Apds 60 dias de intervencado todas as analises realizadas na primeira
consulta foram repetidas. Além disso, ap6s 15 dias ap0s o término da intervencdo as
voluntarias retornaram para avaliacdo antropométrica e entrega de outra amostra de fezes,
pois a microbiota intestinal tende a voltar ao seu estado inicial ao suspender o probiotico

ou simbidtico em um periodo de semana.

1. Elegibilidade Intervencdo com proﬂ@co, simbiotico ou placebo
2. Reunido geral - R
TO T15 T30 T45 T60 T75

Variaveis analisadas

Antropométrica
Composigéo corporal
Laboratorial
Dietética

TO — inicio do ensaio clinico
T15 — 15 dias de intervencédo
T30 — 30 dias de intervencéo Atividade fisica

T45 — 45 dias de intervencdo . Sintomas gastrointestinais e consisténcia
T60 — 60 dias de intervencdo (final do ensaio das fezes

clinico) 7. Composicéo da microbiota intestinal

T75 — 15 dias apds o término da intervengéao 8. Metabolémica

ogapwdE

Figura 5. Esquema geral do estudo.
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5.3.1. Intervencao

A intervencdo foi composta por capsulas e sachés, de acordo com o grupo, ao qual
a voluntaria foi randomizada, e plano alimentar hipocalorico. Desta forma: GP recebeu
capsulas contendo 10° UFC de B. lactis e sachés contendo 5 gramas (g) de maltodextrina,
GS recebeu capsulas com 10° UFC de B. lactis e sachés com 5 g de FOS, e GC recebeu
capsulas com gelatina e sachés com 5 g de maltodextrina. O anexo VI apresenta
especificacOes referentes ao FOS utilizado na pesquisa.

A restricdo calorica do plano alimentar foi efetuada pela equacdo da European
Society for Pareteraland Enteral Nutrition (ESPEN), sendo utilizada a média da faixa
recomendada para perda de peso de 23 kcal/kg de peso atual/dia (20-25 kcal/kg de peso
atual/dia) (KREYMANN et al., 2006). A dieta foi normoglicidica, normoproteica,
normolipidica e adequada em fibras, colesterol (COUTINHO, 1999) e acidos graxos
(SANTOS et al., 2013), e elaborada utilizando o software DietPro 5i Profissional®. Na
Tabela 2 encontra-se a distribui¢do de macronutrientes, AGS, AGMI, AGPI, colesterol e

fibras prescritas para cada valor energético total (VET), no intervalo de 1700 a 2900 kcal.

Tabela 2. Macronutrientes, acidos graxos, colesterol e fibra da dieta prescrita

Energia Proteina Carboidrato Lipidios AGS AGMI AGPI Colesterol Fibras

(keal) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (mg) (@)

1700 19,79 55,14 2519 453 8,73 6,17 154,46 29,16
1800 19,05 55,27 25,69 436 9,48 6,19 154,46 29,96
1900 18,48 55,50 2598 454 943 6,36 154,46 30,53
2000 17,88 55,60 26,39 438 10,07 6,37 154,46 31,33
2100 17,42 55,79 26,62 454 10,01 6,52 154,46 31,91
2200 18,01 55,37 26,30 4,50 9,73 6,32 171,8 32,31
2300 17,91 54,95 26,75 519 931 6,60 184,2 33,11
2400 17,74 55,54 26,34 526 911 6,51 187,95 33,91
2500 17,36 55,70 2653 535 91 6,62 187,95 34,49
2600 17,12 54,83 217,12 54 994 6,53 1917 34,49
2700 16,79 55,01 27,85 549 9,89 6,63 1917 35,06
2800 16,44 55,15 28,06 527 950 6,37 197,9 35,06
2900 16,37 54,76 2854 547 924 6,37 197,9 35,06

AGS: acidos graxos saturado; AGMI: acidos graxos monoinsaturados; AGPI: acidos

graxos poli-insaturados
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5.3.2.  Avaliacdo do consumo alimentar

Antes e durante o estudo as mulheres preencheram registros alimentares de trés
dias ndo consecutivos, sendo dois referentes a dias tipicos (durante a semana) e um dia
atipico (final de semana ou feriado) para avaliacdo da ingestdo alimentar (Anexo VI)
(DEFINA et al., 2011). As voluntarias receberam junto com registro orientacdes para o
preenchimento do mesmo (Apéndice 1V).

Os registros alimentares entregues pelas voluntarias eram revisados pelas
pesquisadoras, por meio de um checklist (Apéndice V), a fim de verificar se todas as
informacgOes necessarias para analise da ingestdo alimentar constavam, como o tipo de
gordura utilizada para o preparo dos alimentos (banha, azeite, 6leo de soja, etc), técnica
empregada na forma de preparo (frito, grelhado, cozido, assado, empanado, etc),
quantidade em medidas caseiras (colher de sopa, escumadeira, concha, pegador, xicara
de ché ou café, copo, etc) e se estavam detalhadas (cheia, rasa ou nivelada, meio, ¥, etc.),
itens de adicdo (acUcar, adocantes, sal, etc), caracteristicas dos produtos industrializados
(light, diet, zero, integral, semi-desnatado, desnhatado, etc), descricdo de receitas
incomuns. Ademais, quando o registro apresentava longos intervalos entre refeicoes e/ou
poucos alimentos registrados (menos de cinco) a voluntéria era questionada para elucidar
se houve esquecimento de registrar alguma refeicdo (YOKOO et al., 2008).

A anélise da composicdo quimica (energia, macronutrientes, fibra, colesterol,
AGS, AGMI e AGPI) dos registros foi realizada pelo programa DietPro 5i Profissional®,
utilizando como referéncias, em ordem de preferéncia, as seguintes tabelas: Tabela
Brasileira de Composic¢éo dos Alimentos (TACO) (NEPA, 2011), Philippi (2002), United
States Department of Agriculture (USDA, 2007).

Para preparacdes elaboradas que ndo constavam nas tabelas selecionadas, as
voluntérias foram orientadas a descreverem a receita da mesma no registro para que
pudéssemos computa-las no programa. Para os alimentos que ndo constavam no programa
consideramos outro com composicao semelhante (Apéndice X).

Na tabela TACO, o arroz, feijao e pratos protéicos grelhados ndo incluem o 6leo
de soja no preparo. Desta forma, incluimos o 6leo de soja no célculo do registro realizando
0s seguintes calculos: para o arroz considerou 4% de 6leo de soja sobre o0 peso do alimento
cru; para o feijao, 3,33% de 6leo de soja sobre o peso do alimento cru; e para os grelhados,
2,5% de 6leo de soja sobre o peso do prato protéico cru e limpo (CAMARGO;

BOTELHO, 2005). O peso cru dos alimentos foi calculado por meio da equacéo: peso
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peso do alimento cozido ou grelhado - -
cru = — _ . Os fatores térmicos utilizados foram os propostos
fator térmico do alimentos

por Ornellas (2007).

5.3.3. Avaliacédo da atividade fisica

A atividade fisica foi avaliada por meio do IPAQ forma curta (Anexo II)
(MATSUDO et al., 2001) antes e no final da pesquisa para verificar se as mulheres
seguiram a orientacdo de manté-la. Os niveis de atividade foram classificados como:
muito ativo quando realizada atividade vigorosa > 5 dias na semana e > 30 minutos por
sessdo ou atividade vigorosa >3 dias na semana e>20 minutos por sessdo e
atividade moderada e/ou caminhada > 5 dias na semana e > 30 minutos por sessao; ativo:
quando realizada atividade vigorosa >3 dias na semana e > 20 minutos por sessdo ou
atividade moderada ou caminhada >5 dias na semana e > 30 minutos por Sessdo ou
qualquer atividade somada (atividade vigorosa + atividade moderada + caminhada) > 5
dias na semana e > 150 minutos na semana; irregularmente ativo A quando realizada
atividades (vigorosa + moderada + caminhada) com frequéncia de 5 dias ou duracéo de
150 minutos na semana; irregularmente ativo B quando ndo atinge a recomendacéo de
frequéncia ou duracdo referida para irregularmente ativo A; e sedentario quando nédo

realizou atividade fisica por 10 minutos continuos na semana (LIMA, 2011).

5.3.4. Avaliacdo de efeitos colaterais da suplementacéo

Os efeitos colaterais foram avaliados por meio de dois questionarios: a escala de
Bristol (Anexo 1V), que avalia a consisténcia das fezes, e a escala Likert (Anexo V), que
avalia sinais e sintomas gastrointestinais. A escala de Bristol apresenta sete diferentes
ilustracdes de consisténcias de fezes, na qual a voluntaria deve marcar aquela que mais
se assemelhou com a consisténcia predominante naquela semana. Os resultados foram
mostrados como frequiéncia, de acordo com a classificacdo da forma das fezes em:
ressecado (1 e 2), normal (3 e 4) e mole (5, 6 e 7) (HEATON et al., 1992).

A escala Likert de cinco pontos apresentava alguns sinais e sintomas
gastrointestinais, tais como: dor abdominal, distensdo abdominal, desconforto abdominal,
flatuléncia, ruidos estomacais ou intestinais, 0s quais as voluntarias deveriam informar
sobre a presenca e auséncia destes, além da freqliéncia de ocorréncia naquela semana. A
frequéncia variava de 0 pontos - nunca = auséncia de sinais e sintomas gastrointestinais,

1 ponto - até duas vezes na semana, 2 pontos - de 3 a 4 vezes na semana, 3 pontos - de 5
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a 6 vezes na semana e 4 pontos — todos os dias da semana. Os resultados foram somados
gerando um score que poderia variar de 0 a 20, no qual 0 é auséncia de sintomas e 20 € a

presenca de todos os sintomas durante os 7 dias da semana (GUYNNET et al., 2009).

5.3.5. Variaveis antropométricas e pressao arterial

Os desfechos antropométricos avaliados foram peso, IMC e PC. Para medicéo
destes seguiu-se protocolo especifico (Apéndice VI) (LOHMAN; ROCHE;
MARTORELL, 1988).

Para medida do peso foi utilizada uma balanca eletrénica da marca
Filizola®Personal Line 200, com capacidade de 200 kg e precisdo de 50 g. As voluntarias
foram orientadas a comparecerem a todas as consultas com a roupa semelhante, a fim de
evitar interferéncia desta na medida. Além disso, elas deveriam estar descalgas e ndo
poderiam portar quaisquer objetos nos bolsos (Apéndice VI) (LOHMAN; ROCHE;
MARTORELL, 1988; WHO, 1987).

peso (kg)

2loara (my" Para isso foi

O IMC foi calculado por meio da formula IMC =

necessario medir a estatura das mulheres, a qual foi obtida utilizando antropémetro
portatil da marca Alturaexata®, com precisdo de 1mm. As voluntarias realizaram esta
medida descalcas, com pés juntos, bracgos relaxados ao lado do corpo e o olhar no plano
de Frankfurt (Apéndice VI) (LOHMAN; ROCHE; MARTORELL, 1988; WHO, 2004).

O PC foi medido no ponto médio entre a crista iliaca e a Ultima costela, utilizando
fita antropométrica em material inelastico e inextensivo da marca Sanny® modelo
TR4011 (Apéndice VI). Esta medida foi realizada duas vezes ndo consecutivas
(LOHMAN; ROCHE; MARTORELL, 1988; WHO, 2000).

A composicao corporal foi realizada com o aparelho de bioimpedancia elétrica
(BIA) multifrequencia tetrapolar horizontal da marca Biodynamics® modelo 450. Este
método é baseado no principio de que a MLG facilita a conducdo elétrica, comparada a
MGC (LUKASKI et al., 1985). As voluntérias realizaram o exame em jejum, sem poder
ingerir liguidos uma hora antes da anélise, ademais elas foram orientadas a urinar antes
do procedimento (LUKASKI et al., 1985) (Apéndice VII).

Para estimar a MLG, os dados obtidos na BIA foram empregados na equacgéo
preditiva proposta por Segal et al. (1988) e validada por Gray et al. (1989) para mulheres
obesas.
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MLG =[(0,00091186 x altura (cm)?2 - (0,01466 X resisténcia) + (0,29990 x peso
corporal (kg)) - (0,07012 x idade (anos)) + 9,37938]

A PA foi aferida com as mulheres sentadas apds repouso de 5 minutos com o
aparelho automatico da marca Omron® modelo HEM 742 INT, seguindo protocolo
(Anexo VIII) de acordo com o que foi preconizado pela VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo (MALACHIAS et al., 2016). O manguito utilizado no momento da aferi¢cao

era especifico para individuos obesos.

5.3.6. Variaveis laboratoriais

As coletas e analises de sangue, com excecdo da analise de metabolémica, foram
realizadas no LACFAR da UFRJ apds jejum noturno de 12 horas. A coleta de sangue foi
realizada por pessoal treinado, utilizando material descartavel, por pun¢do venosa em
tubos Vacutainer® (BD Becton, Dickinson and Company, EUA) contendo anticoagulante
EDTA K2 para dosagem de insulina; com ativador de coagulo e gel separador para
lipemia e obtencdo de soro para metabolémica; e contendo fluoreto de sodio e
anticoagulante EDTA sodico para dosagem de glicose.

As analises de glicemia (LOTT e TURNER, 1975), CT (RICHMOND, 1973),
HDL-c (KOSTNER etal., 1979) e TG (MCGOWAN et al., 1983) foram conduzidas pelo
método enzimatico-colorimétrico utilizando os kits comerciais Glicose PAP Liquiform,
Colesterol Liquiform, HDL LE e Triglicérides Liquiform, todos da Labtest Diagnostica®,
respectivamente. LDL-c e VLDL-c foram calculados utilizando a formula de Friedwald,
Levy e Fredrickson (1972). A insulina foi analisada por quimioluminescéncia utilizando
o kit Beckham®.

O HOMA-IR foi calculado baseado na glicemia e insulina de jejum para avaliar a
Rl (MATTHEWS et al., 1985). A férmula utilizada para calcular o HOMA-IR foi:

licemia de jejum (mg/dL) x insulina de jejum (nU/L . ~ .
HOMA — IR = glicemiade jejum (mg/ 4)0’;"”1 ejum WU/L) 3 classificacdo  foi

baseada nos pontos de cortes proposto por Stern et al. (2005), considerando com RI
guando: HOMA-RI > 4,65 ou IMC > 28,9kg/m? ou HOMA-IR >3,60 e IMC > 27,5kg/m?.

5.3.7. Analise da microbiota por meio das fezes

A anélise da composicdo da microbiota intestinal foi realizada para verificar se o
uso de probidtico e simbidtico foi capaz de modula-la. Foram avaliados os principais filos
que compdem a microbiota intestinal Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
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Proteobacteria e Verrucomicribia por meio de amostra de fezes, na qual se obtém o acido
desoxirribonucléico (DNA) das bactérias presentes na amostra, e a quantificacdo foi
realizada por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) no Laboratério
de Biologia de Anaerdbios do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes
(IMPG).

5.3.7.1. Extracao e avaliagdo da qualidade do DNA

Em uma amostra de aproximadamente 200 mg de fezes foi extraido o DNA
utilizando o kit comercial QlAamp® fast DNA stool mini da Biotech (Qiagen,
Dusseldorf, Germany), seguindo as instru¢des do fabricante.

Para tal, a amostra de fezes recebeu diferentes solugdes e passou por processos de
centrifugacgéo, que possuem importante papel na separacdo do DNA. A primeira solucéo
adicionada ao material homogenizou e promoveu a lise celular. A temperatura de 95°C
contribui para o processo de lise celular das bactérias da amostra, € 0 processo mecanico
obtido pela centrifugacéo do tubo leva a coliséo entre as células, o que promove a ruptura
de suas membranas.

A segunda etapa consistiu na purificacdo do DNA para que este pudesse ser
analisado por meio da RT-PCR. As solucdes adicionadas a amostra digerem as proteinas
e retém as impurezas presentes na mesma. O DNA aderindo a membrana silica passou
por lavagem e centrifugacgdo por duas vezes a fim de eliminar quaisquer impurezas que
pudessem estar ligadas ao DNA. Deste modo restou apenas o DNA puro que foi utilizado
para quantificar as bactérias presentes na microbiota intestinal por RT-PCR.

A integridade do DNA foi analisada por meio de eletroforese em gel de agarose a
0,8%. Para execucdo desta etapa do experimento foram adicionados 1 uL de tampéo a 5
puL do DNA extraido da amostra. O volume total foi inserido nos pogos do gel, que foi
submerso em tampdo TAE 1X e submetido a eletroforese a 100 V. O resultado foi obtido

apos coloracdo do gel com SYBR Safe por 30 min e visualizado sob luz ultravioleta.

5.3.7.2. Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR)

O método de RT-PCR foi utilizado para quantificagdo relativa dos principais filos
gue compBem a microbiota Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteriae Verrucobacteria,
e a classe Y-Proteobacteria, a fim de avaliar se a intervencéo alterou a composicao desta.

Esta avaliacdo foi realizada por meio da deteccao de genes de rRNA 16S.
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A mistura da reacdo para RT-PCR foi efetuada em placa de 96 pocos
MicroAmpOptical 96-Well (Life Technologies), na qual foram colocados 4ul de molde
de DNA diluido quatro vezes, 6ul da solucdo SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) e 0,2ul de cada iniciador (primers) (Tabela 3) em cada poco e 1,6ul de &gua,
totalizando um volume de 12ul em cada po¢o. Em todas as corridas foram feitos controles
negativos (NTC — Non-Template Control), no qual ndo houve a inclusdo do DNA, para
verificar contaminacdo na reagdo. Apds o preenchimento da placa com as misturas, esta
foi vedada com filme otico adesivo MicroAmp® 96-Well Optical Adhesive Film (Life
Technologies).

As reacdes foram realizadas no equipamento StepOne Plus™ Real Time PCR
System (Life Technologies), programado da seguinte forma: 45 ciclos de 50°C /2 min,
95°C/10 min, 95°C/30s, e 60°C/1 min. Os resultados foram obtidos por meio do Software
StepOne™ v2.3 (Life Technologies) e a quantificacdo relativa a abundancia dos
diferentes filos e classe foi normalizada por ACt da quantificagdo total de bactérias
presente na amostra. Para deteccdo de formacao de artefatos de PCR foram geradas curvas

de desnaturacao para cada corrida realizada.

Tabela 3. Iniciadores utilizados na gPCR.

Filo ou Classe Iniciadores Referéncia
F [5- AAACTCAAKGAATTGACGG — 3] GREGORIS et al., 2011
Eubacteria (all bacteria) [5'- CTCARRCACCGAGCTGAC - 37
F [5'- CRAACAGGATTAGATACCCT —37] GREGORIS et al., 2011

Filo Bacteroidetes R [5- GGTAAGGTTCCTCGCGTAT - 31

F [5- TGAAACTYAAAGGAATTGACG - 37] GREGORIS et al., 2011

Filo Firmicutes R [5'- ACCATGCACCACCTGTC — 3]

F [5"- TACGGCCGCAAGGCTA - 3] GREGORIS et al., 2011
Filo Actinobacteria R [5'- TCRTCCCCACCTTCCTCCG - 3]

F [5- TCGTCAGCTCGTGTYGTGA - 3] GREGORIS et al., 2011
Classe }-Proteobacteria [5'- CGTAAGGGCCATGATG - 3]

F[5' - GAATTCTCGGTGTAGCA- 3'] HERMANN-BANK et

Filo Verrucomicrobia ¢ (s, gGcATTGTAGTACGTGTGCA - 3] al., 2013
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5.3.8. Metabol6mica exploratéria

O perfil metabolico do soro das voluntarias foi estudado por uma abordagem
metabolémica exploratoria, realizada por meio de ressonancia magnética nuclear (RMN)
com a finalidade de avaliar as alteragfes que a intervencdo com probidtico ou simbidtico
poderiam ocasionar no metabolismo das voluntarias.

A abordagem exploratoria foi realizada por meio de uma avaliagdo global dos
metabolitos sem a definicdo prévia de quais metabolitos seriam estudados. Neste sentido,
observamos todos 0s metabdlitos produzidos pelo corpo das participantes do estudo, por
meio da amostra de soro, e analisamos aqueles que apresentaram maior alteracdo apds a
intervencdo, e, por meio da comparacdo com banco de metabdlitos humanos,
identidicamos os mesmos (CANUTO et al., 2018).

5.3.8.1. Preparo da amostra de soro
O preparo das amostras foi realizado no Laboratorio de Bioquimica Nutricional.
As amostras de soro das mulheres foram diluidas na proporc¢éo de 1:1, sendo 330 pL de
soro e 330pL de solugcdo tampéo fosfato de sddio 100 mM com pH de 7,4, 20% de éxido
de deutério, e centrifugadas a 10000 x g, a 4°C por 10 minutos (BECKONERT et al.,
2007). Apos o preparo da amostra foi pipetado um volume de 600 pL para os tubos de 5

mm especificos para avaliacdo por RMN (Apéndice 1X).

5.3.8.2. Analise metabolémica por RMN

As amostras de soro foram analisadas por RMN para o estudo do metaboléma das
voluntarias da pesquisa. Os espectros uni e bi-dimensional de hidrogénio isétopo 1 (*H)
dos intermediarios metabolicos foram adquiridos com largura espectral (8) de 12.9836
ppm, 1,74 segundos de atraso de relaxamento e 32 K pontos em equipamento Bruker
DRX 500 MHz (Bruker Spectrospin, Karlsruhe, Alemanha) na temperatura de 298 K.

As aquisicoes foram processadas e normalizadas pelo DSS no software TopSpin
3.2 (BrukerBiospin) (FIDALGO et al., 2012) e Metabolab (LUDWIG; GUNTHER,
2011). O assinalamento dos intermediarios metabdlicos foi obtido a partir da comparacéao
com espectros referéncia 1H-1H TOCSY (Total Correlated Spectroscopy) e com o
auxilio do banco de dados Human Metabolome Data Base (WISHART et al., 2007).

Analise de Componentes Principais (PCA) (KEMSLEY et al., 2007) e Analise
Parcial Minima de Discriminagdo Quadratica (PLS-DA) (PEREZ-ENCISO;
TENENHAUS, 2003) foram conduzidas para explorar os metabolitos e, para validar a
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discriminacdo de classe e, para evitar o sobreajuste foi realizado o teste de permutacéo
(100 permutagdes) com base na distancia de separacéo, razdo B/W e a validacdo cruzada
foi feita por meio do método Leave-one-out.

O célculo das variaveis importantes na projecdo (score VIP) e os coeficientes de
regressdo PLS (loading) para os componentes 1, 2 e 3 foram conduzidos com a finalidade
de classificar a importancia relativa de cada metabolito. O score VIP reflete o somatorio
ponderado do quadrado das cargas, e para tal foram considerados para analises aqueles
que tivessem um VIP score maior do que 0,2. J& PLS reflete os pesos da quantidade de
variacdo Y em cada dimensdo. Os coeficientes de regressdo PLS refletem os pesos em
funcéo da reducéo das somas dos quadrados no numero de componentes do PLS. Analises
multivariadas e a validagdo do PLS-DA21 foram conduzidas no Software Metaboanalyst 3.0
(XIA; WISHART, 2016). Abaixo encontra-se uma figura resumindo o fluxo da

metaboldémica feito no presente estudo (Figura 6).

Coleta e preparo Analise Processamento
de amostra instrumental dosdados

\ 4

=3 U D
wa o) . ¢ # 'f
Eee 1
s L= :
Interpretacgao Identificagio Analise
biologica dos metabélitos estatistica

Figura 6. Fluxograma da analise metabolémica.
Fonte: CANUTO et al., 2018
O processo para realizacdo da metabolémica se da por meio de 6 etapas: a primeira etapa

se refere a coleta e preparo das amostras, a segunda a analise da amostra por meio da
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RMN, a terceira é o processamento dos dados obtidos na analise das amostras, a quarta é
a andlise estatistica, a quinta é a identificacdo dos metabdlitos de maior importancia nas

amostras analisadas, e por fim, a sexta etapa € a interpretacdo biologica.

5.3.9. Andlises estatisticas

As variaveis quantitativas foram apresentadas e analisadas na forma de médiatdesvio
padrdo ou médiaterro padrdo (apenas para microbiota intestinal), enquanto as variaveis
categoricas na forma de freqiiéncia de ocorréncia. Foi adotado como significancia p<0,05.

Teste de normalidade Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar se as variaveis
apresentavam uma distribuicdo normal, para que fosse possivel definir pela utilizacéo de
testes paramétricos ou ndo paramétricos. As variaveis apresentaram distribuicdo normal,
sendo definido o uso de testes paramétricos descritos a seguir.

Os dados foram analisados por meio de testes estatisticos utilizando o software
estatistico Statistical Package for Social Science 21.0 (SPSS, IBM Corporation, NY).
Para comparagdo entre grupos foram utilizados ANOVA one-way com pos teste de
Bonferroni para avaliar quais grupos diferiram significativamente entre si. Para as
comparagOes entre os tempos em cada grupo foi utilizado o teste T-student (apenas para
variaveis laboratoriais) e ANOVA de medidas repetidas (para as demais variaveis).

A anélise estatistica da composicdo da microbiota intestinal foi conduzida no
software GraphPad Prism®5.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) utilizando o
teste ANOVA one-way com compara¢des multiplas para comparacao simultanea entre 0s
diferentes grupos e tempos, e da metabolémica no MetaboAnalyst 3.0 (Xia Bab,
Montreal, Canada) por meio de analise multivariada.

Ademais, foram realizadas correlagdes entre a composi¢do da microbiota intestinal
com os metabdlitos e variaveis antropométricas no pacote estatistico GraphPad Prism®

5.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) por meio da correlacéo de Spearman.
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6. Resultados
Os resultados da presente tese estdo apresentados na forma de manuscritos. A
seguir encontram-se 0s dois manuscritos, produtos do trabalho desenvolvido ao longo do

doutorado.

6.1. Manuscrito 1

Effect of Bifidobacterium lactis with or without fructooligosaccharide on body
weight and gut microbiota composition in women with obesity: a double-blind,

controlled, randomized, clinical trial

Louise Crovesy*, Marjorie Ostrowski', Karla Miranda Rodrigues?, Leandro Araujo
Lobo?, Regina Maria Cavalcanti Pilotto Domingues?, Mércia Soares-Mota?, Eliane

Lopes Rosado?

1- Departament of Nutrtion and Dietetics (DND), Instituto de Nutricdo Josué de
Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro - campus Ilha do Fundao, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil.

2- Departamento of Medical Microbiology, Instituto de Microbiologia Professor
Paulo de Gées, Universidade Federal do Rio de Janeiro - campus llha do Fundéo,

Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

* Correspondence author:

Louise Crovesy de Oliveira

email: louisecrovesy@yahoo.com.br
telephone: +55 21 3938-6601

fax: +55 21 2280 8343
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Abstract

Background: Modulation of gut microbiota has been appointed as possible treatment for
obesity and co-morbidities. The aim of study was evaluated the effect of Bifidobacterium
lactis (B. lactis) with or without fructooligosaccharide (FOS) on gut microbiota
composition, body weight, glycemia, lipid profile and blood pressure of women with
obesity, and whether the effect on weight loss and gut microbiota remains 15 days after
the end of the intervention.

Methods: A double-blind, parallel, randomized, controlled clinical trial with 32 adults
(25-50 years) women with obesity (body mass index (BMI) between 30-34.99 kg/m?) was
performed. They were randomized between three groups: probiotic (PG — B. lactis and
maltodextrin), symbiotic (SG - B. lactis and FOS), and control (CG — placebo), receiving
low-calorie diet for 60 days. Gut microbiota composition, biochemistry and
anthropometric variables were evaluated before and after 60 day of intervention, and gut
microbiota composition and body weight were also evaluated 15 days after end of
intervention.

Results: After 60 days of intervention, triglycerides decreased (142.5+40.8 vs
111.2433.4, p=0.028) in PG, body weight (93.0+8.6 vs 90.8+8.4, p=0.027) and BMI
(36.3+10.1 vs 35.5+2.1, p=0.033) decreased in SG, and Verrucomicrobia increased in
SG, compared to baseline. Fifteen days after end of the intervention PG showed increase
in Gamma-Proteobacteria, compared to other times and groups. PG had lower
carbohydrate intake compared to SG, and lower calorie intake compared to other times
and CG.

Conclusion: B. lactis intake by 60 days appears to decrease triglycerides, and association
of B. lactis with FOS increased Verrucomicrobia, besides to contribute to decrease weight
loss. Clinical Trial (https://clinicaltrials.gov/): NCT02505854).

Keywords: obesity, gut microbiota, probiotic, symbiotic, lipid profile
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1. Introduction

Obesity is a global public health problem growing in worldwide. This disease
affect 650 million of adults in worldwide, being more prevalent in women (15%)
compared to men (11%)*. Many factors have been appointed as caused of obesity
highlighting the gut microbiota.

Firmicutes and Bacteroidetes are most predominant phylum of gut microbiota2.
Studies show difference between gut microbiota composition of individuals with obesity
and lean individuals, especially in Firmicutes/Bacteroidetes ratio3. Actinobacteria is
composed by Bifidobacterium genus that is associated with balance in gut microbiota and
health, especially body weight maintenance. Individuals with obesity have depletion in
Bifidobacterium®. Verrucomicrobia is composed only Akkermansia municiphila which is
related to body weight control, and generally these bacteria are lower in individual with
obesity®. Proteobacteria has been associated to obesity among other diseases, because it
is pointed as one of the phyla that correspond to the signature of dysbiosis®.

Altered profiles of gut microbiota promotes increased of body weight through
bacteria-host gene interaction with increase in expression of genes involved in nutrient
absorption, and suppression of angiopoietin-like protein 4 increasing triglyceride storage
in adipose tissue. In addition, there is reduction in secretion of anorectic hormones
(peptide-like glucagon 1 (GLP-1), leptin and peptide YY (PYY)), and increase in insulin
resistance in the hypothalamus, furthering low grade inflammation and lower satiety’.

Gut microbiota modulation by probiotic and symbiotic emerge as adjuvant in
obesity control®. Some studies about the effect of gut microbiota modulation have shown
beneficent effects of probiotics and symbiotics on weight loss, improvement of glycemia,
and lipid profile®!l. There are few studies exploring the effects of probiotic
Bifidobacterium on weight loss in humans, and in animal anti-obesity effect of
Bifidobacterium already was confirmed, being a possible adjuvant in treatment of
obesity*2. Thus, the aim of present study was evaluated the effect of Bifidobacterium
lactis (B. lactis) with or without fructooligosaccharide (FOS) insert in low-calorie dietary
planning on gut microbiota composition, body weight, glycemia, lipid profile and blood
pressure of women affect by obesity, and whether the effect of gut microbiota modulation

continue after 15 days end of the intervention.

2. Methods
2.1. Subjects
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This study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital
Clementino Fraga Filho of Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) (101-14) and
registered in the Clinical Trial (https://clinicaltrials.gov/) (NCT02505854). The eligible

volunteers signed informed consent term.

Thirty-two women with age 25-50 years and diagnosis of class obesity | and Il
(body mass index (BMI) between 30 and 39.99 kg/m?) were recruited through
dissemination of the research on the website of the Institute of Nutrition in the period
from June to October 2015. Pregnant, breastfeeding, smoker, drinker, diagnosis of non-
communicable disease, post-bariatric surgery, change in body weight higher 3 kg/m?3
within 1 month, use of antidepressants, continuous drugs (except contraceptives),
laxatives, antacids, digestive enzymes, H2 blockers, proton-pump inhibitors, antibiotics,
herbal drugs, or nutraceuticals were not eligible. Volunteers were oriented to fill 3-day
food record, stool collection, research preparation, maintain physical activity and avoid

consumption of fermented milk and yogurt 1 week before and during trial clinical.

2.2. Study design

A double-blind, parallel, randomized, controlled clinical trial was
conducted with convenience sample. The participants and the study monitor were blinded
to the randomization until 15 days after end of the intervention, when all data had been
collected. The randomization was done before evaluation through lottery in block of
1:1:1.

The volunteers came to Clinical Analysis of the College of Pharmacy of UFRJ
with 12-hour fast for blood collection. After, they were forwarded to Nutrition
Assessment Laboratory for anthropometric evaluation, to deliver stool sample and 3-day
food records filled. After completing all evaluation, they received the intervention
according of group which they were allocated: PG (probiotic — n= 10), SG (symbiotic —
n= 11), and CG (control — n= 11). The allocation was done by block randomization of
1:1:1 between three groups. All analysis (gut microbiota composition, anthropometric,
biochemistry, blood pressure and dietetic variables) was repeated 60 days after
intervention, and gut microbiota composition, anthropometric and dietetic variables were
reapeated 15 days after end of the intervention. Compliance to the trial protocol was
assessed by remaining capsule and sachet in the returned at days 15, 30, 45, and 60, and
through 3-day food records. In addition, we reminder volunteers through cell phones
regarding supplements intake.
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2.4. Intervention

Intervention consisted in capsules containing 10° colony forming units (CFU) of
B. lactis UBBLa-70 and sachet containing 5g of maltodextrin (PG), capsules with 10°
CFU of B. lactis UBBLa-70 and sachet with 5g of FOS (SG), or capsules with gelatin and
sachet with 5g of maltodextrin (CG). All capsules had same size and color. The volunteers
were instructed to consume capsules and sachets in the morning with breakfast. All
women also received a low-calorie diet, adequate in protein, fat, carbohydrate, and fiber.
Calorie restriction was calculated by European Society for Parenteral and Enteral

Nutrition formula, considering 23 kcal/kg of weight/day®3.

2.5. Anthropometric, blood pressure and laboratory assessment

Body weight was measured using platform scale Filizola Personal Line 200
model, and BMI was calculated using body weight and height. Waist circumference (WC)
was measured at the midpoint between last rib and iliac crest with anthropometric tape
Sanny!*. Blood pressure was evaluated using automatic device Omrom HEM 742 INT
model following VI Brazilian Hypertension Guideline protocol®®.

After overnight fasting blood sample were collected and analyzed in Clinical
Analysis of the College of Pharmacy. Glycemia®®, total cholesterol (TC)Y, high density
lipoprotein cholesterol (HDL-c)®, and triglycerides (TG)!® were analyzed by enzymatic
colorimetric methods using Glicose PAP Liquiform, Colesterol Liquiform, HDL LE and
Triglicérides Liquiform, da Lab test Diagndstica Kits, respectively. Low density
lipoprotein cholesterol (LDL-c) was calculated by Friedwald, Levy and Fredrickson

formule?,

2.6. Dietetic assessment, physical activity and side effects

Dietary intake was evaluated by of 3-day food record in baseline and final of
intervention, and through 24-hours record after 15 days of conclusion intervention.
Calorie, macronutrients, fiber, cholesterol, monounsaturated fatty acid (MUFA),
polyunsaturated fatty acid (PUFA), and saturated fatty acid (SFA) were analyzed by
DietPro 5.1i software (A.S. Sistemas, Universidade Federal de Vicosa).

Physical activity was evaluated in baseline and final through short International

Physical Activity Questionnaire (IPAQ) to verify whether volunteers maintain their
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physical activity. Women were classified according their activity in active, irregularly
inactive or sedentary?!.

Side effects of probiotic and symbiotic were analyzed through Bristol scale??, that
evaluated stool consistence, and Likert scale of 5 points evaluating presence and
frequency of symptoms such as abdominal pains, abdominal distension and abdominal

discomfort, flatus, borborygmus?.

2.7. Gut microbiota assessment

Stool samples were brought by volunteers in stool container with ice, and it stored
at -80°C for 1 month until DNA extraction. Bacterial DNA present in the stool samples
were extracted by QlAamp DNA Stool Mini kit (Qiagen, Valencia, CA) following
manufacturer’s recommendation. Quantification of different taxa was performed through
quantitative polymerase chain reaction (QPCR) in the StepOnePlus™ System (Applied
Biosystems®, EUA) using primers targeting the 16S rRNA gene specific for Firmicutes
(F [5"- TGAAACTYAAAGGAATTGACG - 3']/R [5"- ACCATGCACCACCTGTC —
3'])%, Bacteroidetes (F [5- CRAACAGGATTAGATACCCT - 3R [5-
GGTAAGGTTCCTCGCGTAT - 3%, Actinobacteria (F [5°-
TACGGCCGCAAGGCTA — 3]/R [5"- TCRTCCCCACCTTCCTCCG - 3])* and
Verrucomicrobia phylum (F [5- GAATTCTCGGTGTAGCA - 3]/R [5-
GGCATTGTAGTACGTGTGCA - 37])?® and Gamma-Proteobacteria class (F [5-
TCGTCAGCTCGTGTYGTGA - 31/R [5- CGTAAGGGCCATGATG - 3'])* were
evaluated. qPCR reaction conditions considered 45 cycles of 50°C/2 min, 95°C/10 min,
95°C/30 s, and 60°C/1 min. The quantification relative of abundance different bacteria
was normalized by ACT of total bacteria in sample. The reaction was performed in

duplicate for each sample and negative control was evaluated.

2.8. Statistical analysis

Data were presented as meanzstandard deviation (age, anthropometric,
laboratorial and dietetic variables) or meanstandard error (gut microbiota composition).
Analyzed per-protocol was done through Statistical Package for Social Science (SPSS,
IBM Corporation, NY) version 21.0 (anthropometric, biochemistry and dietetic variables)
and Prism Graphical (GraphPad Software, CA) version 7.0 (gut microbiota composition),
considering p<0.05 significant. Shapiro-Wilk normality test was performed. All variables
had normal distribution, except likert scale. Comparisons between groups were tested by
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ANOVA and comparison between times in each group was performed by repeated
measures ANOVA test or T-student when variable was evaluated in two times (laboratory
variables). Anthropometric, blood pressure and laboratory variables were adjusted by
BMI and age.

3. Results

Among 2696 individuals interested in participating of the study, only 177 were
eligible, and of these 51 women started the study being randomized among the three
groups. However, 32 women completed all the steps of the research, and 21 women
returned 15 days after the end of the study (Figure 1). The volunteers showed 34.70 +
8.99, 35.18 + 5.58 and 31.45 + 6.19 years, in PG, SG and CG, respectively, WC* and
serum concentrations of LDL-c increased, and HDL-c decreased™ (Table 1).

Data about delivery and feeding of volunteers was be found in supplementary
material (Table 1S). The women had similar distribuition between casarean and vaginal
delivery, and the gestation time did not differ between groups. In addition, the feeding
trhough breastfeeding, infant formula or mixed feeding was similar between groups.
These results showed that the women had an influence of delivery and feeding similar on
the gut microbiota in the three groups

In the baseline, BMI was higher in SG and TG in PG, both compared to CG. After
the intervention, SG presented reduction in body weight and BMI, compared to the
baseline. However, these changes did not differ between groups. TG reduced in PG,
compared to baseline. Other biochemistry variables, and blood pressure did not differ
(Table 1). After adjusting, confounding factors did not influence the variables analyzed.

In the baseline the fiber intake differed between PG and CG, being only adequate
in the CG and lower recommendation in the other groups. During intervention the dietary
intake of women did not differ. Fifteen days after end of the intervention, caloric intake
was lower in SG compared to CG, and carbohydrate was lower in PG than SG. Protein
consumption decreased in the SG compared the final to 15 days after the end of study,
and the energy was lower 15 days after end of the intervention compared to the baseline
period in PG. Both intervention groups showed reduction in calorie intake 15 days after
end of the intervention compared to baseline and final, while CG showed increase in
calorie intake, however, did not differ between PG and SG (Table 2).

In baseline, the women were classified as active n=8, n=9 and n=11, in PG, SG,
and CG respectively, and irregularly in active in PG (n=2), and in CG (n=1). After
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intervention 8 in PG, 9 in SG, and 11 in CG were considered active, and 2 in PG and SG
were irregularity active. All groups did not differ in physical activity during study.

Gut microbiota composition no differed between groups at the baseline. At the
final, Verrucomicrobia increased in SG being higher than all groups 15 days after end
intervention (Figure 2). Fifteen after end of the intervention PG presented higher amount
of Gamma-Proteobacteria compared to the other groups and to other times (Figure 2).

Stool consistency of PG maintained the pattern like to baseline, while GS and CG
presented a change in consistency with reduction in lumpy consistency and increase in
loose consistency, comparing final with baseline. Fifteen days after end intervention PG
and CG maintained the consistency stool, SG had women that related lumpy stool. There
was no significant difference in the gastrointestinal symptoms between groups (baseline
p=0.262, final p=0.494, 15 days after end of the intervention p=0.944) and intragroup (PG
p=0.116, SG p=0.367, CG p=0.612). Although there was no difference, some volunteers
receiving probiotic or symbiotic reported flatulence at the beginning of the
supplementation, finishing symptom during second week of the intervention.

The women who dropout of the study showed similar characteristics to women
who completed the study. WC and HDL-c differed, being high WC and low HDL-c in
drop out women (Table 2S), however body weight and BMI did not differ between the
women. Fiber intake of women who dropout differed to women who completed, being
high and adequate in dropout women (Table 3S). Generally, the characteristics of
dropouts were like the women who remained until the end of the study.

4. Discussion

Recently, discovery the importance that gut microbiota exercises on body weight
and metabolism in humans has been highlighted, appearing as new possibility therapeutic
in the treatment of obesity and co-morbidities’. We tested the hypothesis that probiotic
and symbiotic inserted in a low-caloric dietary planning could help in the loss of body
weight, improvement of biochemistry parameters associated to obesity, and beneficent
change in the gut microbiota in women with obesity, and whether these effects continue
15 days after use of probiotic and symbiotic.

The present study observed decrease in serum concentrations of triglycerides with
B. lactis. On the other hand, the association of FOS to B. lactis seems to increase the
bacteria of phyla Verrucomicrobia, besides to contribute with reduction of body weight
and BMI. A similar result was found by Stenman et al.*® who verified reduction in body
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weight and BMI in individuals with overweight after 6 months of intervention with
symbiotic (B. lactis 420 and polydextrose).

Symbiotic promotes increase in the population of Akkermansia®, which can be
shown in the present study due to the increase Verrucomicrobia (Akkermansia) after the
use of the symbiotic; however, to maintain this effect on gut microbiota is necessary use
continuous of symbiotic?®. Verrucomicrobia is associated to lean weight because
maintain gut barrier and influence other bacteria, favoring beneficial gut bacteria®. In
addition, Akkermansia muciniphila can control the fat mass storage having an important
role in obesity?’. The increase in Verrucomicrobia in SG may have been responsible for
the discreet weight loss in this group.

On the other hand, B. lactis alone did not present the same effect on weight loss
when associated with FOS, which corroborates with some studies'®?®. It seems that the
effect of probiotic on body weight is limited and controversial, and its effect depends on
the strain used®.

Both symbiotic and probiotic did not influence biochemistry variables, excepting
TG that reduced only in PG. Literature has shown effects of probiotic and symbiotic on
these parameters®®%3L, However, it seems that beneficial effects on laboratorial variables
are found in individuals who present alterations in these paramenters®3>33 which was not
the case of the participants included in the present study. In addition, the time of
intervention was higher (12 weeks or 6 month), and two studies used more than one
probiotic strain associated, and amount different®30:31,

One of the possible mechanisms by which probiotic improve TG would be by
reducing the uptake of TG in the gut promoting reduction of formation and transport of
chylomicrons to the liver, besides the activation of beta-oxidation®2.

Gamma-Proteobacteria increased in PG after 15 day of conclusion of the
intervention may be caused by the diet of the women. The PG presented a reduction in
caloric intake, in addition they had lower carbohydrate intake, but without differing from
other times, however differing from SG. It is known that diet can modulate gut
microbiota:. In addition, gut microbiota composition may be influenced by other factors,
including individuality of host, responsible for the differences found in the phylum within
the same group .

The study presented some limitations, such as the small sample size of women

included, due to the careful selection of volunteers whose purpose was to obtain a more
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homogeneous population. The large dropout of the study, despite efforts to keep the

volunteers in the survey, however, losses were similar among the three groups.

5. Conclusion

The use of capsules containing 10°CFU of B. lactis associated to low-calorie

dietary planning for 60 days decreased TG, and when associated to 5g of FOS appear to

promote weight loss, besides increase Verrucomicrobia. Proteobacteria. increased after

stopping probiotic intake. Studies in a size samples higher with more time of intervention

is recommended to evaluate the effect of this probiotic and symbiotic on weight loss,

glycemia and lipid profile.
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Eligible volunteers
(n=177)

Included
volunteers (n=51)
(randomization)

Non-included volunteers (n=126):

We cannot contact (n=81);
Absence of general meeting (n=32);
Personal reasons (n=6);

Telephone or email wrong (n=5);
Antibiotic (n=1);

Zika virus(n=1).

Dropouts PG (n=7):

Absence in 1%'consult (n=3);
Absence in return (n=3);
Drug start (n=1).

Dropouts SG (n=6):

Absence in 1%'consult (n=1);
Absence in return (n=4);

oG SG cG e Drug start (n=1).
(n=10) (n=11) (n=11) Dropouts CG (n=6):
e Absence in 1%'consult (n=2);
e Absence in return (n=3);
e Absence in consult final (n=1).
PG SG CG Dropouts the last return (PG=3, SG=4, CG=4)
(n=7) (n=7) (n=7) Some volunteers did not want return for last

Figure 1. Flow chart of volunteers’ selection of the study

Legend: PG: probiotic group; SG: symbiotic group; CG: control group; BMI: body

mass index; UFRJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro
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Figure 2. Comparison of gut microbiota composition between the groups and times
Legend: TO: baseline; T60: final; T75: 15 days after end of the intervention; e: probiotic
group; ®: symbiotic group; * p<0.005.

Values are expressed as mediatstandard error. Comparison between groups was
performed by ANOVA test.
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laboratory variables between groups in different times

Table 1. Characterization and comparison of anthropometric, blood pressure, and

Variables Time PG p-value® SG p-value® CG p-value* p-value*
TO 87.7x10.4 93.0+8.6 88.7+14.2 0.523
Weight (kg) T60 87.1#11.0 0515  90.8+8.4  0.027" 87.4+150 0109  0.725
T75 87.1£12.4 91.7+£10.4 87.3x11.5 0.699
TO  33.5+2.4 36.3+10.1 33.813.1 0.030™
BMI 0.493 0.033"
T60 33.3x2.5 35.5+2.1 33.2+3.4 0.104 0.112
(kg/m?)
T75 34.1+2.4 35.6x2.0 33.5£3.5 0.350
TO 99.346.1 98.4+9.0 94.5+10.7 0.432
WC (cm) T60 98.5+7.8 0.943 96.62+8.2 0.134 92.7+£12.1 0.167 0.374
T75 101.4+6.3 95.1+3.8 92.6x10.4 0.094
TO 117.4%+18.5 120.0+£9.2 121.0+£11.3 0.795
SBP 0.739 0.497
T60 119.3x16.5 112.4+10.8 115.9+13.2  0.482 0.568
(mmHg)
T75 119.1+21.4 114.1+£7.0 116.5+£13.2 0.824
TO 83.7+7.6 78.4+8.3 81.9+8.5 0.776
SBP
T60  82.4+7.0 0.460 74.4+5.1 0.372 76.6x7.7 0.455 0.232
(mmHg)
T75 81.3+7.8 75.4+4.1 75.6x7.4 0.197
TO 190.8+32.6 171.8+37.7 186.6+£29.7 0.400
TC (mg/dL) 0.729 0.403 0.636
T60 187.90+39.82 165.0+£29.2 184.4+22.8 0.202
LDL-c TO 120.5+£38.6 0.675 108.3£29.3 116.8+20.5 0.635
0.407 0.672
(mg/dL) T60 117.6%£36.2 103.0£28.0 115.3+19.2 0.451
HDL-c TO 47.8+8.6 44.7+7.8 47.2+12.5 0.751
0.945 0.404 0.706
(mg/dL) T60 47.9+£9.9 42.8+£9.2 46.6+£10.71 0.482
TG (mg/dL) TO 142.5+40.8 0.028" 94.2+35.1 0.842 113.2+34.7 0.734 0.019™
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T60 111.2+33.4 95.8+34.7 116.6+45.6 0.432

Glycaemia  TO 93.1+6.0 94.6+8.3 93.6%5.7 0.574
0.140 0.871 0.350
(mg/dL) T60 89.0+6.4 93.4+6.6 90.8+7.4 0.077

Legend: PG: probiotic group; SG: symbiotic group; CG: control group; TO: baseline; T60:
final of intervention; T75: 15 days after end of the intervention; BMI: body mass index; WC:
waist circumference; TC: total cholesterol; HDL-c: high density lipoprotein cholesterol; LDL-
c: low density lipoprotein cholesterol; TG: triglycerides; *:repeated-measure ANOVA;*:
ANOVA,; “:p-value < 0.05.

Differences between groups were evaluated by ANOVA (*PG x SG, 2PG x CG, 3SG x CG).
Differences between times were evaluated by repeated measure ANOVA (®°TO x T60, °TO x
T75, °T60 x T75) to anthropometric and blood pressure variables, and T-student to laboratory

variable.
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Table 2. Dietary intake, comparison between groups and in different times

p- p- p- p-
Variables Time PG SG CG
value” value® value* value
TO 1791.88+613.35 1600.72+408.59 1502.92+567.20 0.234

Calorie (kcal) T60 1494.82+550.25 0.027"° 1379.05+456.32 0.557 1269.53+400.26 0.171 0.326

T75 1254.81+358.76 1144.94+400.53 1792.22+420.85 0.0157
TO 52.40+11.06 51.61+9.26 50.50+£12.98 0.807
Carbohydrate
T60 50.27+8.69 0.462 52.31+9.42 0.214 51.15+8.24 0.490 0.805
(%)
T75 46.10+10.61 62.76+£13.54 50.71£10.33 0.040™
T0 18.91+7.78 16.33+5.35 18.60+5.86 0.299

Protein (%)  T60 21.97+5.82 0.213 18.93+6.37 0.017°¢ 21.87+6.54 0.089 0.244
T75 24.05+7.41 15.89+6.74 18.28+5.72 0.089
T0 0.92+0.42 0.73+£0.24 0.73+0.32 0.072
Protein (g/kg
T60 0.94+0.37 0.487 0.74+0.3 0.0117¢ 0.75+0.28 0.514 0.083
of weight)
T75 0.88+0.42 0.50+0.26 0.94+0.34 0.061
T0 27.9316.46 31.09+8.04 31.13+£10.81 0.316
Fat (%0) T60 27.44+6.11 0.196 27.8916.39 0.302 27.1945.85 0.195 0.809
T75 30.58+6.94 22.79+8.19 31.62+6.58 0.071
TO 15.39+7.90 15.09+9.57 20.92+9.45 0.049™

Fiber () T60 17.99+8.32 0.192 16.28+8.79 0.804 14.60+8.00 0.527 0.434

T75 10.40+.3.37 13.97+7.73 18.58+8.20 0.106
TO  244.32+157.71 223.48+130.29 346.22+274.45 0.105
Cholesterol
T60 303.68+308.07 0.513 206.22+127.79 0.058 275.68+169.69 0.574 0.274
(mg)

T75  273.69%+156.16 130.63+120.98 205.13+77.76 0.120

MUFA (%) T0 8.15+2.60 0.186 9.59+3.67 0.281 9.61+3.75 0.484 0.152
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PUFA (%)

SFA (%)

T60

T75

T0

T60

T75

T0

T60

T75

8. 81+2.79

9.77+2.87

6.35+3.37

6.33+2.19

6.34+2.15

9.28+2.44

9.06+2.68

10.04+2.70

0.344

0.094

8.33+2.35

7.23+3.41

5.59+3.07

6.09+2.63

4.55+2.53

10.41+4.07

8.60+3.85

8.13+2.67

0.070

0.405

8.64+2.64

8.63+2.17

6.66+2.87

5.74+2.00

7.98+4.54

10.21+4.64

9.47+2.68

10.07+1.39

0.342

0.608

0.837

0.277

0.504

0.648

0.170

0.527

0.741

0.232

Legend: PG: probiotic group; SG: symbiotic group; CG: control group; TO: baseline; T60:

final of intervention; T75: 15 days after end of the intervention; MUFA: monounsaturated

fatty acid; PUFA: polyunsaturated fatty acid; SFA: saturated fatty acid; *: repeated-
measure ANOVA;*: ANOVA; “:p-value < 0.05.
Differences between groups were evaluated by ANOVA (*PG x SG, 2PG x CG, 35G x
CG). Differences between times were evaluated by repeated measure ANOVA (3TO x
T60, °TO x T75, °T60 x T75) to anthropometric and blood pressure variables.
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Supplementary material

Table 1S. Data on the type of delivery and feeding of the volunteers

Variables PG (n=10) SG (n=11) CG (n=11)
Cesarean delivery (n) 4 4 5

Time (meantSD) 36.40+6.07 37.00+7.39 40.67+1.63
Vaginal delivery (n) 5 7 6
Time (mean+SD) 40.40+0.89 40 40
Breastfeeding (n) 8 10 9
Infant formula feeding (n) - 1 1
Mixed feeding (n) 2 - -

Legend: PG: probiotic group; SG: symbiotic group; CG: control group; SD: standard

deviation.
Footnote: In PG and SG one women did not know to inform whether receive infant

formula feeding too, and in CG one women did not know to inform the type of feeding.
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Table 2S. Comparison of age, anthropometric, and laboratory variables between women

who completed and dropped out of the study

Variables Completed (n=32) Drop out (n=19) p-value”
Age (years) 33.75+6.98 34.08+8.14 0.990
Body weight (kg) 89.86+11.23 92.35+11.93 0.726
BMI (kg/m2) 34.57+2.80 34.66+2.70 0.940
WC (cm) 97.36+8.87 103.88+5.41 0.008
SBP (mmHg) 118.69+12.31 122.07+11.43 0.234
DBP (mmHg) 79.97+8.34 80.54+7.31 0.555
TC (mg/dL) 182.84+33.47 175.08+36.74 0.531
LDL-c (mg/dL) 115.03+29.57 103.38+39.00 0.293
HDL-c (mg/dL) 46.53+9.66 39.69+5.42 0.030
VLDL (mg/dL) 23.15+8.17 32.00+£15.07 0.069
TG (mg/dL) 115.81+40.82 160.61+75.15 0.057
Glycaemia (mg/dL) 93.81+6.61 96.08+8.24 0.539
HbAlc (%) 5.15+0.43 5.11+0.46 0.743
FFM (kg) 49.56+5.37 50.88+6.12 0.582
BFM (%) 44.71+2.01 44.71+2.01 0.822

Legend: BMI: body mass index; WC: waist circumference; TC: total cholesterol; HDL-c: high
density lipoprotein cholesterol; LDL-c: low density lipoprotein cholesterol; TG: triglycerides;
“:p-value < 0.05.

The distribution was not normal and the Mann-Whitney U test was performed to compared

the groups.
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Table 3S. Comparison of dietary intake between women who completed and dropped

out of the study
Variables Completed (n=32) Drop out (n=19)  p-value”
Energy (Kcal) 1644.80+558.82 1915.56+733.25  0.074
Carbohydrate (%) 51.47+11.13 49.25+8.91 0.147
Protein (%) 18.05+6.47 18.94+6.04 0.372
Fat (%) 30.01+8.65 31.55+8.27 0.361
Fiber (g) 17.32+9.38 21.32+10.32 0.036
Cholesterol (mg) 274.69+204.50 357.66+463.63 0.162
MUFA (%) 9.11+3.39 9.47+3.37 0.689
PUFA (%) 6.22+3.09 6.53+2.73 0.324
SFA (%) 10.01+3.80 11.09+3.39 0.100

Legend: MUFA: monounsaturated fatty acid; PUFA: polyunsaturated fatty acid; SFA:
saturated fatty acid; “:p-value < 0.05.

The distribution was not normal and the Mann-Whitney U test was performed to

compared the groups.
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Abstract
Introduction: Gut microbiota modulation may to help in the treatment of obesity
improving the microbiota-host metabolism interaction. We aimed to evaluate the effects
of gut microbiota modulation by probiotic or symbiotic on body weight and metabolomics
profile of women with obesity.
Method: A double-blind, parallel, randomized, controlled clinical trial was conducted
with 32 adult women (25-50 years) with body mass index (BMI) between 30 and 34.9
kg/m2. Volunteers received low-caloric diet and intervention during 8 weeks according to
the group: (probiotic group (PG), n = 10) capsules containing 10° colony forming units
(CFU) of Bifidobacterium lactis (B. lactis) and sachets with 5 g of maltodextrin,
(symbiotic group (SG), n = 11) capsules with 10° CFU of B. lactis and sachets with 5 g
of fructooligosaccharide (FOS), or (control group (CG, n = 11) capsules and sachets
placebo. Anthropometric, gut microbiota composition and, metabolic profile were
analyzed before and after the intervention.
Results: After 8 weeks, SG had great distinction in global metabolomics profile, with
decrease in glycerol, branched-chain amino acid (BCAA), citrate and isoleucine, and
increase in pyruvate, arginine, glutamine and alanine. PG showed decrease in metabolites
associated to lipids. In PG, negative correlation was found between Verrucomicrobia with
lactate (r= -0.717, p= 0.037) and (CH.)n lipids (r= -0.750, p= 0.026), Firmicutes with
VLDL/LDL (r=-0.717, p=0.037), (CH2)n lipids (r= -0.783, p= 0.017), and positive
correlation between Verrucomicrobia with isoleucine (r= 0.733, p=0.031), Firmicutes
with isoleucine (r= 0.733, p= 0.031) and BCAA (r= 0.733, p= 0.031) (r= -0.717, p=
0.037). In SG, positive correlation was observed between Bacteroidetes with glycerol (r
=0.684, p=0.035), and negative correlation between fat mass with glutamine (r=-0.6895,
p=0.0224) and arginine (r=-0.7078, p=0.018).
Conclusion: Probiotic decreased metabolites associated to lipids, while symbiotic (B.
lactis with FOS) showed greater changes in metabolites, with decreased in BCAA and
glycerol, and increase in arginine and glutamine. In addition, microbiota composition and

fat mass had correlation with some metabolites. Clinical Trial: NCT02505854

Keywords: probiotic, symbiotic, obesity, gut microbiota, metabolomic
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1. Introduction

Obesity is the most prevalent diseases in the world and factor risk for other
noncommunicable diseases. This disease has been increases concern about it. It is difficult
to treat because it has multiple causes, including the composition of gut microbiota®.

Studies comparing gut microbiota of individuals with obesity with lean
individuals have shown that the composition is different?. Individuals affected by obesity
show increase in the phyla Firmicutes and Proteobacteria, pointed as causes of
dysbiosis®**, and reduction in Bacteroidetes and Verrucomicrobia, that would have
protective effect against the gain of body weight>®.

This change in the microbiota is capable of causing changes in host metabolism
It is known that the individual with obesity has alterations in the metabolites, especially
with increase in branched-chain amino acid (BCAA)’, and this alteration appears to be
related to the microbiota®. According to Liu et al.® Bacteroidetes decreased is associated
with increase of BCAA. Some bacteria belonging Bacteroidetes (B.) phylum as B.
thetaiotaomicrom and B. ovatus ferment BCAA. For this reason, decreased these bacteria
may be associated with increase of BCAA®,

Gut microbiota modulation has been emerging as new target in treatment of
obesity. Probiotic and symbiotic have been shown positive results on weight loss and
improvement of lipid profile and glycemia control*®*4, In addition, an experimental study
showed that gut microbiota modulation can change metabolomic profile of individual
with obesity?®.

We aimed evaluated the influence of probiotic (Bifidobacterium latcis (B.
lactis)) and symbiotic (B. lactis e fructooligosaccharide (FOS)) on gut microbiota
composition, and effect of modulation on weight loss, and metabolomic profile of women
with obesity.

2. Method

2.1.Ethical and eligibility criteria

The present study was approved by Research Ethics Committee of the University
Hospital Clementino Fraga Filho of Federal University of Rio de Janeiro (101-14) and
registered in Clinical Trial https://clinicaltrials.gov/ (NCT02505854). All women that

participated this study signed the consent form.
Women living in the city of Rio de Janeiro were recruited by dissemination of
research on the internet and selected after screening through form filled. Women in

premenopausal, no pregnant or breastfeeding, no smoker or drinker, without chronic
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disease diagnosis, post-bariatric surgery, that had change weight (gain or loss > 3 kg) in
the last 3-month, no use chronic drugs, antidepressant, drugs that change function of

gastrointestinal tract, herbal drug, functional food were eligibility.

2.2.Study design and intervention

A double-blind, randomized, controlled, parallel clinical trial was conducted.
Women came in the laboratory after overnight fasting for blood collect. After, they were
sent to Nutritional Evaluation Laboratory to do anthropometric evaluation, to delivery
fecal sample and 3-day record by volunteers, and answer questionnaires. All analysis was
repeated after 8-week of intervention.

After all evaluation, the volunteers received the low-calorie diet®® with
macronutrients adequate, and intervention corresponding to their groups: probiotic group
(PG) received capsules containing 10° colony forming unit (CFU) of B. lactis and sachet
containing 5g of maltodextrin, symbiotic group (SG) received capsules with 10° CFU of
B. lactis and sachet with 5g of FOS, and control group (CG) received capsules with gelatin
and sachet with 5 g of maltodextrin. The capsules and sachet had same amount, size and

color.

2.3.Anthropometric and dietetic variables

Body weight was evaluated by scale Filizola Personal Line 200 model. BMI was
calculated through the formula body weight (kg) divided by height squared (m?2). Waist
circumference (WC) was evaluated in mindpoint between iliac crest and last rib by
inelastic anthropometric tape Sanny'®. Body composition was evaluated by electrical
bioimpedance, and the data obtained were used to calculate fat free mass (FFM) by Segal
et al.'’, and difference between body weight and FFM found body fat mass (BFM).
Dietary intake before and during the study was evaluated by 3-day dietary record and

analyzed by Dietpro 5i software.

2.4.*H NMR serum metabolomics

Sample for Nuclear Magnetic Resonance (NMR) analysis were prepared through
dilution of 330 pL of serum sample in 330 pL 100mM sodium phosphate buffer solution
and centrifuged at 10000 x g at 4°C for 10 minutes*®. A total 600 pL was pipette into the
specific tubes for NMR. Hydrogen isotope 1 (1H)-NMR spectra of serum were obtained
at Bruker DRX 500 MHz equipment (Bruker Spectrospin, Karlsruhe, Germany). One-
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and two-dimensional 1H-NMR spectra were processed using TopSpin 3.2 software
(Bruker Biospin)!® and compared to database Human Metabolome Data Base?°. We used
Principal Component Analysis (PCA) and Partial Least Square-Discriminant Analysis
(PLS-DA). To validate class discrimination and avoid overfitting, we validated the PLS-
DA using permutation test (100 permutations) based on separation distance, B/W-ratio
and cross-validation by leave-one-out method. To rank the relative importance of each
metabolite we calculated the variable importance in the projection (VIP-score) and the
PLS-regression coefficients for components 1, 2 and 3. VIP scores reflects the weighted
sum of square of the PLS loadings and it weights the amount of Y-variance in each
dimension. The regression coefficients reflect the weights as a function of the reduction
of the sums of the squares across the number of PLS components. We used

MetaboAnalyst 3.0 for all multivariate analysis and PLS-DA validation®.,

2.5.Gut microbiota composition

DNA extraction was performed in 200mg of fecal sample using QlAamp fast
DNA stool mini Kit of the Biotech following manufacturer’s recommendation. Real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed in StepOne Plus Real Time PCR
System (Life Technologies) to evaluate Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Verrucomicrobia phylum and y-Proteobacteria class, using primers made available by
Gregoris et al.?? and Hemrann-Bank?.For this the equipment was programmed to do 45
cycles of 50°C /2 min, 95°C/10 min, 95°C/30s, and 60°C/1 min. The quantification of

relative abundance was normalized by ACT of total bacteria.

2.6.Statistical analysis

Statistical analysis was performed in Statistical Package for the Social Science
(SPSS) software version 21.0 for anthropometric and dietetic variables, and Prism
Graphical version 7.0 for gut microbiota and metabolomic variables. Comparison
between groups was conducted using ANOVA one-way, considering significant p<0.05,
and comparison between groups for gut microbiota was performed by Kruskall Wallis,
and when significant (p<0.05) was conducted by Mann Whitney U test compared the
groups two by two. Spearman correlation was performed to understand the relationship
between the changes in the gut microbiota and in body composition after the

interventions.
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3. Results

Among 2696 people interested in the study, only 177 were eligible. However, 51
women were randomized between three groups and started the research, being 32 women
only concluded 8 weeks of intervention (Figure 1). Women who completed the study had
a mean age of 34.70+8.99, 35.18+5.58 and 31.45+6.19 years in the PG, SG and CG,
respectively, obesity non-severe with by abdominal obesity (Table 1). In addition, they
showed good adherence to treatment intaking approximately 90% for capsules and
sachets.

At baseline, BMI differ between groups, being BMI higher in SG compared to
PG. In addition. However, there were no differences in anthropometric variables between
groups (Table 1). And metabolomic profile was similar between groups although the BMI
differ between groups (Supplementary figure 1). Food intake was hypocaloric, adequate
in carbohydrate, protein and fat, and poor in fiber (PG and SG), differing significantly
only between CG and SG, at the baseline. After 8 weeks of intervention, all women
decreased caloric intake and had inadequate fiber intake (Table 1),

After 8 weeks of intervention, we found great distinction global metabolomics
profile in the SG compared to other groups (Figure 2). It appears that only low-calorie
diet (CG) had greater distinction in metabolic profile than probiotic associated to low-
calorie diet (Figure 2). Metabolites with higher contribution in each group at baseline and
final by PLS-DA are showed in Figure 3. Among these metabolites, glycerol decreased,
and arginine, glutamine and 2-oxoisovalerate increased in all groups. SG showed
pyruvate, alanine, polyamine increased, and citrate, isoleucine and BCAA decreased. PG
had metabolites associated to lipids decreased (Figure 3).

No correlation between the changes in microbiota and metabolites in CG. In the
PG, negative correlations were found between the changes in lactate and (CH2), lipids
(r=-0.717, p= 0.037; r=-0.750, p= 0.026, respectively), and positive correlation between
Verrucomicrobia and isoleucine (r=0.733, p=0.031). In addition, PG showed negative
correlation between changes in Firmicutes with changes in VLDL/LDL (r=-0.717,
p=0.037), (CH2)n lipids (r=-0.783, p= 0.017), and positive correlation with changes in
isoleucine and BCAA as a whole (r=0.733, p= 0.031; r=-0.717, p= 0.037, respectively).
In the SG, a positive correlation was observed between the changes in Bacteroidetes and
serum glycerol (r =0.684, p=0.035).

No correlation was found between the changes in metabolites with changes in

BMI, total weight and waist circumference in any of the intervention groups. However,
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in the SG, negative correlation was observed between the changes in % of fat mass with
changes in glutamine (r=-0.6895, p=0.0224) and arginine (r=-0.7078, p=0.018). These
results indicate that the decrease in fat mass was followed by an increase in serum

glutamine and arginine.

4. Discussion

Recent studies have shown the role of gut microbiota in several diseases,
including obesity®, through disturbing the host metabolism’. There is relationship
between gut microbiota composition and host metabolism, being important to maintain
the symbiosis between microbiota and host for homeostasis of metabolism’. In the present
study we hypothesized beneficial modulation of gut microbiota by probiotic or symbiotic
could lead to weight loss and improvement in host metabolism.

As results we found discret change in metabolic after probiotic intake, while
symbiotic had the largest weight loss than other group, but no significance, and higher
changes in the metabolic profile. In addition, CG showed greater change in metabolites
compared to PG. In addition, Firmicutes, Verrucomicrobia, Bacteroidetes and fat mass
showed correlation with some metabolites in probiotic and symbiotic groups.

BCAA increased is associated with obesity and IR®. She et al.?® performed study
in rats and found higher BCAA catabolism in liver and adipose tissue, favoring increase
of BCAA in plasma. In contrast these authors showed reduction of BCAA in humans after
bariatric surgery. In the present we observed discreet weight loss in women of SG and
reduction in this metabolite. In addition, positive correlation between BCAA and
Firmicutes was found in PG. Firmicutes have been associated to dysbiosis and
development of obesity and diabetes®. Lower-BCAA intake in a small meal appears to
modulate the microbiota, reducing Firmicutes, and improvement insulin sensitivity and
fat tissue metabolism?’. These results showed the role of Firmicutes in BCAA
metabolism.

Isoleucine belongs to the BCAA class and had a positive correlation with
Verrucomicrobia and Firmicutes. An experimental study supplemented mice with
isoleucine and showed improvement in lipid and glucose metabolism and decreased in
blood glucose and body fat. Furthermore, the isoleucine supplementation led to adequate
microbiota in the mice?®. Verrucomicrobia is related to health and normal weight®, while
Firmicutes with dysbiosis and obesity®, which is controversial isoleucine has positive

correlation with both phylum. On the other hand, BCAA increase is associated to obesity,
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and it could to speculate that combined increase in isoleucine, leucine and valine, but no
isoleucine only, could harm health and favor obesity.

Glutamine showed discriminatory increase in all groups after 8 weeks of
intervention and was negatively associated with the change in fat mass in the SG. These
results might be discussed in the light of a decrease inflammatory state after 8 weeks of
intervention, particularly after symbiotics supplementation®. Oral supplementation of
glutamine has been associated with benefic changes in the gut microbiota®. Another
result that corroborated with decrease inflammation following the intervention,
particularly in SG, was increase in serum arginine, which was negatively correlated with
the decrease in fat mass. A decrease in plasma arginine, as discussed for glutamine, has
also been associated with inflammatory responses and oxidative stress in women with
obesity3!.

Interestingly, a positive correlation was found between the changes in
Bacteroidetes and serum glycerol in the SG, which might seem contradictory at first as
an increase in glycerol was associated with unhealthy changes in the gut microbiota and
increased lipolysis by the adipose tissue and inflammation®?. However, as our results
showed that serum glycerol content decreased in all groups after intervention, the causal
association between the changes in Bacteroidetes and this metabolite needs to be further
investigated. Indeed, Chiadak et al.3® showed lipopolysaccharide activation decreased
glycerol permeability in adipose tissue, leading to an increase in triacylglycerol in
adipocytes. Gut microbiota modulation can revert this negative effect on glycerol
metabolism, improving lipolysis.

Correlation analyses showed interesting results where negative associations of
Verrucomicrobia with lactate and lipids and positive association with isoleucine were
observed in the PG. A decrease in lactate production has been associated with decreased
activation of human adypocytes®*. Verrucomicrobia has been associated to health and
anti-inflammatory profile®, and its effect on lactate corroborates the improved metabolism
in these women.

Polyamine decreased is associated to obesity and type 2 diabetes through
disturbance in energy, lipid and glucose metabolism3*. Gut microbiota able play to
produce polyamine using by host®. Study showed that administration of exogenous
spermine in rats improved glucose control and weight loss*®. Thus, modulation of gut

microbiota by prebiotic or fermented fiber increases polyamine® canning cause weight
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loss*®. SG showed higher weight loss although no significant differ, which may have

occurred due to microbiota modulation and polyamine increase.

5. Conclusion

Daily intake for 8 weeks of low-caloric diet associated with probiotic B. lactis

decreased metabolites associated to lipids, while symbiotic (B. lactis with FOS) showed

greater changes in metabolites, with attenuation in overall inflammation and decrease in

body weight, particularly in fat mass. In addition, low-calorie per se is able to change the

metabolic profile in women with obesity.
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Table 1. Characterization of population and comparison of anthropometric,

biochemistry, and dietary intake variables in baseline and variation between groups

Variables Time PG (n=10) SG (n=11) CG (n=11) p-value
Age (years) 34.70+8.99 35.18+5.58 31.45+6.19 0.41
Weight (kg) Baseline 87.67+10.39 93.00+8.58 88.72+14.24  0.52
A -0.58+2.19 -2.24+2.11 -1.35£2.05 0.22
BMI (kg/m?) Baseline 33.51+2.44 36.34+10.08 33.78+3.07  0.03!
A -0.25+0.86 -0.87+0.85 -0.54+0.75 0.23
WC (cm) Baseline 99.28+6.11 98.42+9.00 94.54+10.74  0.43
A -0.73£2.27 -1.80£1.96 -1.83+4.38 0.66
FFM (kg) Baseline 48.39+5.13 50.45+4.26 48.55+5.30 0.69
A 0.16+0.76 -0.62+0.91 -0.44+0.86 0.11
BFM (%) Baseline 44.72+2.01 45.71+1.33 43.69+2.21 0.06
A -0.58+0.85 -0.66+0.60 -0.43+0.69 0.73
Energy (Kcal) Baseline  1600.72+408.59 1502.92+567.20 1791.88+613.35 0.11
A -221.67+494.83 -233.39+625.50 -297.07£579.86 0.85
Protein (g/kg of Baseline 0.73+0.24 0.73+0.32 0.92+0.42 0.06
body weight) A 0.01+0.39 0.03+0.42 0.02+0.53 0.99
Fat (%) Baseline 31.09+8.04 31.13+10.81 27.93+6.46 0.24
A -3.20£9.96 -3.95+1.22 -0.49+9.72 0.39
Carbohydrate Baseline 51.61+9.26 50.50+12.98 52.39+11.06  0.79
(%) A 0.70+13.71 0.65+14.86 -2.12+£1291  0.65
Fiber (g) Baseline 15.39+7.90 15.09+9.57 20.92+9.45  0.023
A 0.89+9.45 -0.4949.97 -2.93+10.06  0.30

Legend: PG: probiotic group; SG: symbiotic group; CG: control group; BMI: body mass
index; WC: waist circumference; FFM: fat free mass; BFM: body fat mass; A: delta (final
value-baseline value); 1G1 x G2, 2G1 x G3, 3G2 x G3.

Comparison between groups was evaluated by ANOVA one-way.
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Eligible volunteers
(n=177)

Non-included volunteers (n=126):

Randomization of
included volunteers
(n=51)

We cannot contact (n=86);
Absence of general meeting (n=32);
Personal reasons (n=6);

Antibiotic (n=1);

Zika virus (n=1).

(oven

~

J

Desistance PG (n=7):

e Absence in 1% consult (n=3);
e Absence in return (n=3);
e Drug start (n=1).

Desistance SG (h=6):

e Absence in 1% consult (n=1);
e Absence in return (n=4);
e Drug start (n=1).

PG SG CG

[ (n=17) } [ (n=17) } [ (n=17) }
PG SG CG

[ (n=10) } [ (n=11) } [ (n=11) }

Desistance CG (n=6):
e Absence in 1% consult (n=2);

e Absence in return (n=3);
KAbsence in consult final (n=1).

~

/

Figure 1. Flowchart of volunteers of research control group
Legend: BMI: body mass index; UFRJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro; PG:

probiotic group; SG: symbiotic group; CG:
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Figure 3. Discriminat metabolites after 8 weeks of intervention in women with obesity.
Variables important for projection (VIP) and PLS-regression coefficient (loadings) for

Principal component 1 are shown for specific metabolites with VIP scores higher than
0.2, according to PLS-DA analysis performed in Metaboanalyst.
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Figure 4. Spearman correlation analyses between changes in Fat mass and

Bacteroidetes and metabolites after 8 weeks of intervention in the Symbiotic group.

Metabolites’ changes (A: W8-WO0) were calculated according to the normalization
performed in the dataset using Metaboanalyst software, and significant negative
correlations for changes in fat mass and glutamine (A) and arginine (B) and positive

correlation between changes in Bacteroidetes and glycerol (C) are shown.

100



0.2

-0.20 -0 .’5 -0.10 4.05 0.05
4 60-0 Vernucomicrobia -0.20 -0.15 0.10 -0.05 0.0
. 4 600 Verrucomicrobia -‘g 1
N . s
T2 g .
r= -0.7T167 = =] ]
5= 0.0369 = = -0.75 bt
4 p=0.0255
.05
-0.4
r
-0.6 _1.04
C os
04
2
= 0.733 E
p= 00311 0z
3
=1
L]
-020 .02 .0 004 042 .00 .- [akar3 0.
AGO-O \l’a;u Lorricrobia
02

Figure 5. Spearman correlation analyses between changes in Verrucomicrobia and metabolites after 8
weeks of intervention in the Probiotic group.
Metabolites’ changes (A: W8-WO0) were calculated according to the normalization performed in the dataset
using Metaboanalyst software, and significant negative correlations for changes in Verrucomicrobia and

lactate (A) and (CHa2)n lipids (B) and positive correlation for changes in Verrucomicrobia and isoleucine

(C) are shown.
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Figure 6. Spearman correlation analyses between changes in Firmicutes and metabolites after 60 days of

intervention in the probiotic group.

Metabolites’ changes (A: W8-WO0) were calculated according to the normalization performed in the dataset

using Metaboanalyst software, and significant negative correlations for changes in Firmicutes and (CH2)n

lipids (A) and VLDL/LDL (B) and positive correlations for changes in Firmicutes and isoleucine (C) and

BCAA (D) are shown.
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Supplementary material
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Figure 1. Comparison of Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA) in
metabolites between groups in baseline.
Legend: @ CG (control group); @ PG (probiotic group), @ SG (symbiotic group).
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7. Considerac0es finais

Com os crescentes estudos para compreender o papel que a microbiota intestinal
exerce no processo do desenvolvimento da obesidade, se faz importante estudar a
modulacdo da microbiota como uma forma terapéutica para doenca.

No presente trabalho observamos que mulheres com obesidade submetidas a
intervencdo com probidtico B. lactis durante 60 dias tiveram reducdo de triglicerideos.
Apesar de ndo terem apresentado alteracdo na composi¢do da microbiota intestinal, foi
observada uma redugdo em metabdlitos associados aos lipidios.

Por outro lado, o uso do simbidtico (combinacdo de B. lactis com FOS) levou a
perda de peso corporal discreta e aumento de Verrucomicrobia, filo associado a eutrofia
e saude. Esta alteragdo na microbiota se mantém apenas mediante uso do simbidtico, apds
suspensdo houve redugdo neste filo. Ademais, este grupo teve maior alteragdes nos
metabdlitos, mostrando uma melhora na inflamacéo e do metabolismo do TA.

Apesar das limitacBes que o estudo apresenta, os dados encontrados podem
contribuir com o entendimento dos efeitos da modulagdo da microbiota intestinal por
meio deprobidtico e simbidtico em mulheres com obesidade graus 1 e 2 na perda de peso
corporal, melhora de varidveis laboratoriais associadas ao controle glicémico e perfil
lipidico, além de verificar o impacto sobre o metabolismo.

Estudos com nimero amostral maior e por mais tempo sdo importantes a fim de
desvendar o papel que a modulacdo da microbiota exerce sobre o metabolismo do
hospedeiro e, por conseguinte, os efeitos benéficos ocasionados nas varidveis

antropomeétricas e laboratoriais analisadas em individuos com excesso de peso corporal.
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ClinicalTrials. gov PRS
Protocol Registration and Resulis System

ANEXO 11

ClinicalTrials.gov Protocol and Results Registration System (PRS) Receipt
Release Date: 07/21/2015

Influence of Probiotic and Symbiotic in Body
Weight, Blood Sugar and Lipemia of Obese Women

This study is currently recruiting participants.
Veriffied by Louise Crovesy de Oliveira, Universidade Federal do Rio de Janeiro, July 2015

Sponsor:

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Collaborators:

Rio de Janero State Research Supporting Foundation
(FAPERJ)

Information provided by
(Responsible Party):

Louise Crovesy de Olvera, Universidade Federal do Rio
de Janeiro

NCT02505854
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ANEXO 111

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacéo: Profé. Dr?. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA

Nome:

Grupo:

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

Quantas horas vocé trabalha por dia:

Quantos anos completos vocé estudou:

De forma geral sua salde 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 paises ao redor do mundo. Suas respostas nos ajudarao a entender que t&o ativos
nos 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 séo MUITO importantes. Por favor, responda cada
questdo mesmo que considere que n&o seja ativo. Obrigado pela sua participacéo!

Para responder as questdes lembre que:

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

« atividades fisicas MODERADAS s&o aquelas que precisam de algum esforco 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 aerobica,
jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servigos domeésticos
pesados em casa, no quintal ou no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade
que faca vocé suar BASTANTE ou aumentar MUITO sua respiracdo ou batimentos do
coragéo.
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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
servigos domésticos 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
respiracio 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 em 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 licdo de casa, visitando amigos, lendo e
sentado ou deitado assistindo televisao,

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: Matsudoet al, Atividade Fisica e Saude, 2001.
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ANEXO IV

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacdo: Profé. Dr?. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

ESCALA DE BRISTOL

Nome;: Data: / /

=>» Marque a aparéncia que suas fezes costumaram apresentar durante esta semana:

. Data
Escala de Bristol
GCarogos duros e separatlos,
TIPO I . - : @ como nozes (dificeis de passar)
TIPO 2 “ Saolxicha-moldadn, max
granuloxo
TIPO 3 Como unma salsicha, mas com
fissuras em sua superficie
TIPO 4 Como uma salsicha ou
serpente, suave e macio
TIPO 5 - il B-o?h:w Suaves com bolrdm.'
-“ . : nitidas (que passa facilmente)
Pegns Folas com hordax em
TIPO 6 “ pedagos, um cocd sem
consisténcia
- Aquoso, Sem partes solidas.
TIPO 7 G Inteiramente liquido
e
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ANEXO V

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacdo: Profé. Dr?. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

QUESTIONARIO DE AVALIACAO DOS SINTOMAS GASTROINTESTINAIS

Nome; Data: / /

= Com relagdo 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
Até 2 vezes na 3 a4 vezes na 5a6vezesna | Todos os dias da
Nunca
semana semana semana semana

De acordo com a escala acima marque com o X no ponto que equivale ao que sentiu

durante esta semana:

Dor abdominal

Distensdo abdominal

Desconforto abdominal

Flatuléncia

ol o| o o] ©
R R R | e
N NN NN
w| w| wl w| w
B N N SN R SN

Ruidos estomacais ou intestinais digestivos
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ANEXO VI

Pharma

CERTIFICADO DE ANALISE

INSUMO: FOS (OLIGOFRUTOSE) Pag 1
ORIGEM/PROCEDENCIA: CHILE/BRASIL DATA DE ANALISE: 15/09/2014
LOTE PHARMA NOSTRA: 14073496E LOTE FABRICANTE: |PEXPK3CPK3.
DATA DE FABRICACAO: Novembro/2013 DATA DE VALIDADE: |Novembro/2016
CAS: 308066-66-2
CONDIGOES DE ARMAZENAGEM: | TEMPERATURA AMBIENTE
DATA DE EMISSAO: 24/09/2014  [NF: [7-034.353[ORDEM FRACIONAMENTO: [6838-14
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS REFERENCIAS
Descrigdo* P6 branco P6 branco Fabricante
pH* 5,0 -7,0 (Solugdo 10% em &gua) 6,65 Fabricante
Matéria seca* 95,5% a 98,5% (4horas/70°C a vacuo/3g) |96,86% Fabricante
Condutividade 0,0 - 249,0 uS/cm 5,0 uS/icm Fabricante
Oligofrutose (base seca) 93,2% - 100,0% 95,6% Fabricante
Glicose + Frutose + Sacarose (base 0,0% - 6,8% 4,4% Fabricante
seca)
Limpidez da solugéo (10g/100g) * A solugéo € limpida Conforme Fabricante
TESTES MICROBIOLOGICOS
Contagem total de bactérias* <1000 UFC/g <10 UFC/g Fabricante
Fungos e Leveduras* <20 UFCl/g <10 UFClg Fabricante
Enterobactérias Ausente Ausente Fabricante
Termofilos aerdbios totais 0 - 1000 UFC/g 0 UFClg Fabricante
Bacillus cereus 0- 100 UFC/g <10 UFC/g Fabricante
TESTE ADICIONAL
Densidade aparente* Informativo (sem compactacao) 0,75 g/mL Mét. Geral FBV
* Resultados obtidos em andlises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais

foram transcritos conforme certificado de analise do fabricante.
LEGENDA DAS REFERENCIAS: FB (Farmacopeia Brasileira) / USP (United States Pharmacopoeia) / EP (European Pharmacopoeia) / BP (British
Pharmacopoeia) / JP (Japanese Pharmacopoeia) / MG (Método Geral farmacopeico) / Fabricante (especificacdo e metodologia conforme o fabricante do
insumo) / Informativo (resultado fomecido como informativo pelo LCQ SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA) .

Responsavel pelo
Jodo Paulo Sartin Mendes - CRF -GO: 7355

CONCLUSAO: (X ) Aprovado

Leb. Cortrole de Qualidade

( ) Reprovado

Responsavel Tecnico
Rodrigo Molinari Elias - CRF-GO M2 3234
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ANEXO VII

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.

Coordenacéo: Profé. Dr2. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Registro alimentar de 3 dias

Nome:

Data: / / Dia da semana:

Refeicdo Alimentos Quantidade
Desjejum

Hora:
Local:
Colagéo
Hora:
Local:

Almogo

Hora:
Local:

Lanche

Hora:
Local:

Jantar

Hora:
Local:

Ceia
Hora:
Local:

Observacoes:
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ANEXO VIII
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Profile of the gut microbiota of adults with obesity: a systematic review

E

Louise Crovesy' - Daniele Masterson® - Eliane Lopes Rosado”

Reeiwet 27 May 2019 / Revised- 4 Manch 2030 § Aacepted: & Masch 3000
& The Autharfs), under excheiee foenes o Sgringer Matues Limitsd 20020

Abstract

Racently, relationship bearween gut microbiota composition and development of obesity has boen poinied. However, the
gut micohiota composition of individeal with obesity & not known yet. Therefore, this systematic review aimed o
evaluate differences inprofile of gut micmbiota between individuals with obesity and individuwals with nomal weight A
sgarch performed on August 2019 in the databases Pabmed, Scopus, Web of Science, Cochrane library, Lilacs and gray
literature using the terms: “microbiota”™, “microbiome”, “obesity™, “obesity morbid”, and “humans™. Studies assessing
the gut microbiota composition in adults with ohesity and lean were included. Quality assessment was perfomed by
Mewcastle—Otawa Quality Assesament Scale, OF the 12496 smdies, 32 wemre eligible and included in this review,
Individuals with obesity have a greater Firmicwres/Bacrerolderes matio, Firmicutes, Fisobacreria, Profeobacreria,
Moilicwres, Lacfobacilliws (rewseri), md less  Verrwcomicrobla (Akbermansla  muciniphila), Faecalibacteriwm
{(prawsmirziiy Bacreroideres, Mearhanobrevibacrer smirthil, Lacrobacillus plansarum and paracasal. In addition, spme
hacteria had positive comelation and oithers meg ative cornelation with obesity . Individuals with obesity showed profile of
gut micmhiota different than individual lean, These results may help in advances of the diagnoziz and treatment of
ohesity.

Introduction

Oibesity is a growing public health problem throwg hout te
warld, affecting 650 million aduls worldwide. Ohesity is
difficult to control due to multiple etiological factors [ 1]
and amongst the causes the gut microbicta has heen
highlighied [2].

The gut microhiota is compoesd mainly of bactenia fol-
low ed by smaller propomions of fungi, vins and A rohea [3].
The main phyla of bacteria in the gut microbiota are Fir-
muciires, Bacteroideses, Profeobacteria, Acrinobacrerie, and
Verruwcomicroble. Firmicutes and Bacteroideres are the

information The online version of this article (hapsf
dori_orgf1 (L1058 | L30:0A00607-5) coniains. sopplemen tary
material, which is availahle to aothorized oeers.

=% Lomise Cmvesy
lowisecroves yil vaho o.com br

! Institmio de Nowmigio kosnéd de Casiro, Uni versidade Federal do Bio
de Jmema, Rio de Jmdam, Rio de Jmam, Bzl

= Litrary of Health Sdences Ceantter, Uni vemidad e Federal do Fiode
Janeira, Rio de Janeira, Bazil

Pahlishiad online: 3 March X2

most frequent in the microbiota, comesponding o 90% of
the gut bacteria [4, 5].

On 200, Biackhed et al. [6] published the fist anicle
about the rolke of gut microbiota in the host metabolism,
including body weight control, Animal mode] and humans'
studies have been camied out to discover the composition of
the gut microbiota associated with obesity [2, 7-10].

Experimental studies with animals have shown success
in determining the association between the Flrmdodes’
Bacreroidees ratio and obesity [2, 7, E]. Howewer, in
humans this affirmation has not been confimed [9-12]. In
addition, other phyla and hacterna genera have been asso-
cigied with obesity [11-14]. Therefore, we carfed out a
systematic review aimed toevaluate the dif ferences between
the profile of the gut microbiot of individuals with obesity
and individualk with lean.

Methods

Search strategy and registration

A systematic review was camod out i answer the question:
“Is the gut microbiota profile of individuals with obesity
different of lean individials™ .

SPRINGER NATURE
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Review
Interaction between genes involved in energy intake regulation and
diet in obesity

Louise Crovesy M.D.*, Eliane L. Rosado Ph.D.

Instimite of Nutrition Josué de Castra, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janedro, Rio de faneiro, Braz

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article Hisgr:
Received 16 Januwary 2019
Received in revised form 20 June 2019

Ohesity is a multifactorial, complex, and public health problem worldwide. Interaction bebween genes and
emvironment as associated with diet may predispose an individual to obesity. In this sense, nuirigenetics
appears to be a strategy that can improve understanding of the gene—dietinteraction. The aim of this litera-

Adepled 26 June 2013 ture review was to summarize data from studies of genes involved in the regulation of energy intake (mela-

nocortin 4 receptor |MC4R), fat mass and obesity-assocated |FTO|, ghrelin |GHRL], leptin [LEP], and
ﬁ;ﬁ:;u-: cholecystokinin | OCK]) and diet interaction in obesity. The presence of polymorphisms in MGIR, FTO, leptin,
FIo and the respective receptor appear to be assodated with higher energy and total lipid consumption Poly-
MCAR marphisms in FTO, leptin, and leptin receptor are also related to increased intake of saturated fatty acids.
Ghrelin Individuals with the MC4R, FTO, and ghrelin polymorphisms, who submitted themsehes for weight loss

CK interventon, appeared to achieve weight loss similar to individuals without polymorphisms in these genes.
Lepitin Additionally, protein seems to interact with these genes, which increases or decreases appetite, or to drive or
Gieme— diet inter action lessen body weight recovery. Additonally, polymorphisms in these genes were found to be assocated with
inappropriate eating behaviors, such as increased consumpton of sweets and snacks, consumption of large
food portions, desire to eat, and eating associated with emotional issues. Preliminary data has supported the
gene—diet interaction in determining weight loss and gain in individuals with polymorphismsin the genes
involved in energy intake Despite the advent of nutrigenetics in obesity, itis sHll too early to define the die-

tary management for weight loss based on the presence or absence of obesity polymomphisms.

i@ 2019 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Obesity, which has increased worldwide and affecs ~13% of
adults, is characterized by excessive body fat due to energy imbal-
ance caused by increased energy intake, decreased physical activ-
ity, or a combination of both [1]. The balance of energy is
important for maintenance of body weight, which is the target of
the reatment of obesity [2]. The etiology of obesity is multifacto-
rial involving gene—environment interactions [3], with environ-
ment being responsible for an inorease in the prevalence of this
disease[1].

Obesity may be monogenic when there is a polymorphism on
an individual gene or chromosomal region related to the disease,
or polygenic when the polymorphism occurs in a different gene
related to the disease. The latter & the most common form, and
alleles of various genes, each with litde effect on body mass index
(BMI), deter mine the weight of an individwal | 3].

* Cormesponding author: Tel_: 55 (21 ) 3938-6601 ; Fax: 55(21) 3938-6695.
E-mf | address: doubd se o ovesy @y alvoo_com_br (L Crovesy |

hattpes: | ol org | 0. 100 6ot 201506027
(B 95-S007 [0 2015 Elsevier Inc. All rights resenved.

Many genes associated with obesity are involved in the regu-
lation of energy intake, lipid metabolism, adipogenesis, thermo-
genesis, adipocytokine synthesis, and transcription factors [3).
Energy intake is a crucial point in weight control and as such it is
important to sudy polymorphisms in genes that regulate the
interaction between energy intake and diet [4] Among these
genes are the melanocortin 4 receptor {MC4R) fat mass and obe-
sity-associated (FTO) genes: leptin (LEF), ghrelin (GHRL), and their
receptors: and cholecystokinin (CCK) [5-10]. In this context,
nutrigenetics, which is the study of the effect of genetic variations
on the nutritional requirements of an individual, can potentially
improve the understanding of weight control and can contribute
to personalized dietary management [3]

Recently, many reviews have been published about this subject.
Reviews by Heianza and Qi [11] and Qi [12] verified the inter action
between genes and diet and considered metabolome and gut
microbiots and the effect of dietary intervention for weight loss
and weight maintenance in the presence of polymorphisms,
respectively. However, to our knowledge, no reviews have focused
on the polymorphisms of genes involved in the interacion
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Unsaturated fatty acids do not have a favourable metabolic response in
overweight subjects: Results of a meta-analysis

Junia Elisa Carvalho de Meira®, Louise Crovesy™*, Anna Liicia Andrade Santos”,
Cintia Chaves Curioni®, Eliane Lopes Rosado”
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Bachground Diegres of st tion appears to have different effects on energy metabolism, which can help weight
Dietary fatty acids loss. The aim of sudy was 1o evaluste the inflisence of meals/dietary fats on energy metabolism of overweight
Unsaturated fatty acids subjects.

Ewm'f’;‘h“hm Methods: Systematic review and mets-analysis were conducied in the MEDLINE, Web of Science, Lilacs and

Soopus database until Jameary 2008 without lnguage restriction. Randomized and controlled clinical trialswith
overweight adult subjects in whom eval wated diet or meal high PUFA, MUFA and 5FA on energy metabolism was
included . Study design, popualation, intervention and owlcomes were abstracted from studies. Astesmment for bias
was conducted in identified tiak. Data were analysed by difference between averages Helemgensily were
performed and 1% valwes greater than 50% showed hbeterogensity.

Resibie Energy expenditure (EE ) did not change when compansd MUFA and PUFA with (0 and 5FA. Based on
the mets-analysis, there is no scientific evidence demonstrating that unsatumted Bty scids (UFA) present -
vourable metabalic response in overweight individuals Lipid, regardles of the presence of unsemtion is a
macromutrient that provides a lower EE compared 1o CHO.

Conclugion: Scientific evidence did not sustain that unsaturated fats present favorable metabolic msponse in
overweight subjects

1. Introduct on

Obezity iz defined as the excess of body fat resulting from an im-
balance between energy intake and energy expenditure (EE). In the
longterm (World Health Organizaton (WHO), 1998), this can be as-
sociated with some clinical, psychological, and =ocial complications
(Bray, 1992). It has multfactorial origins, resulting from a combination
of genetic predisposition and lifestyle, which has been regarded to be
responsible for the growth of obesity in the population (Instituto
Brazileiro de Geografin E Estatstica (IBGE), 2009; Warld Health
Organization (WHO), 2003).

Environmental factors, partcularly the diet, may influence the
regulation of intake and EE (Westerterp-Flantenga, Fredix, & Steffens,
1994), mainly because obese individuals may have a high energy intake

and often have a preference to intake foods that are high in energy
density and fats, compared to non-obese subjects (Jonhson, Friedman,
Harvey-Bering, Gold, & Mcenzie, 2005 Westerterp-Plantenga et al,
1998).

When compared to other maoomitrients, studies show that fat in-
take iz directly inwolved in the origin of obesity for promoting less sa-
tiety, showing higher energy density and low cxidative priority (Alfenas
& Mates, 2003; Rosado & Monteiro, 2001). These result in passive
energy intake and favor the emergence and maintenance of overweight
and obesity (Alfenas B Mattes, 2003 Rosado & Monteiro, 2001)
However, their quality should alzo be considered in the origin of obesity
and its complications.

Studies that evaluated (Hunter, Crosbie, Horgan, Miller, & Dutta-
Ray, 2001; Jones, Jew, & Abulweis, 2008; Lawton, Delargy,

Abbreviations: CHO, carbohydrate Ol oonfidence interval, BMI, bady mass index; EE, energy expenditure; IV, imrerss varianos; MDD, Meditarranean diet; MUFA, monounsamraed fasy
zcids; M, number; FUPA, polymsatwrated &ty adds R, respirziony quotient; S0, standard derivation; SPA, Satwrated fatty acids; TEF, themmic effect of food; UPA, unsatwrated fatty

acids

* Comesponding anthor at- 373 Carles Chages Filho Averme, Health Sdence Center, Federal Linivers ity of Rio d= Jansiro, Hock J, 2* Floor, Fondéo 1sland, Rio de oo, B Sp Codes

21941-590, Brazil
E-mail addrece: louisscnovesy fyshoo.com br (L. Crovesy)

hittps/dai org 10 104 6201 .02 008
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APENDICE |

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolugdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, Conselho Nacional de Saude

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

Verséo: 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 Nutri¢do
Josue de Castro/UFRJ).

Nome da Voluntaria:

Idade: anos R,G,

Termo de Esclarecimento

A Sr2, 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 simbiotico (probiotico + prebiotico, que séo fibras) na perda de peso. Os
resultados obtidos nesta pesquisa podem ajudar no tratamento da obesidade.

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

Na segunda consulta, a Sré. devera 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 acUcar, insulina, gordura no sangue
e substancias produzidas pelo seu corpo. Esta coleta de sangue sera repetida no final da
intervencdo, apds 2 meses, Também sera coletado 4 mL (1 tubo de 4 mL) de sangue apés
30 dias de intervencdo. Em seguida as pesquisadoras irdo acompanhar a Srd até o
LANUTRI, onde seréo medidos o peso, altura e em volta da cintura, composi¢do corporal,
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que ird medir a quantidade de gordura e musculo do seu corpo, também deverdo trazer as
trés anotacdes do que foi consumido ao longo de um dia e a amostra de fezes, para avaliar
as bactérias presentes.

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 sera 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 capsulas 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 proximos 15 dias.

O primeiro e penultimo encontros, nos quais serdo realizadas todas as avaliagoes,
deve demorar aproximadamente 4 horas, incluindo o tempo para a realizacdo de cada
etapa e o tempo de espera para o inicio de cada avaliacdo. J& nas consultas que
acontecerao de 15 em 15 dias e no ultimo encontro, que sera apds 15 dias do término da
intervencédo, o tempo de duragdo deve ser de aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

A Sr2, ndo sofrerd 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 ap6s a coleta, que desaparecera sozinha. A
bioimpedéancia elétrica consiste na passagem de corrente elétrica de baixa intensidade
pelo seu corpo, porem ndo oferece nenhum risco ou desconforto. Para este exame a Sr2,
ficara deitada em uma maca por 10 minutos em uma sala reservada para este exame. A
medida do peso, altura, em volta da cintura, anotages do consumo alimentar de um dia
inteiro e coleta de fezes ndo ofereceram riscos ou desconfortos a Sr2. Para realizacdo
destas avaliacdes serdo necessarias apenas a colaboracdo e a memoria da Sr?. Todos 0s
questionarios serdo respondidos pela Sr2. em uma sala separada, somente na presenca do
pesquisador, para evitar quaisquer tipos de constrangimento que alguma questdo possa
causar. Além disso, a Sr? 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 Sr tera orientacdo
nutricional para ajudar no seu tratamento, baseando-se nos resultados obtidos no estudo
e em orientacdes sobre a ingestdo alimentar estabelecidas.

Em qualquer etapa do estudo, a Sr. terd acesso ao profissional responsavel que
podera ser encontrado nos telefones: (21) 3938-6599 (Instituto de Nutricdo Josue de
Castro/UFRJ), (21) 98105-4499 (Dr2 Eliane), (21) 9993-67827 (Drd. Mércia), (21)
99993-6782 (Nutricionista Marjorie) ou (21) 99831-4698 (Nutricionista Louise). Se a Sr2.
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 a Rua Professor Rodolfo Paulo Rocco, 255 - Cidade Universitaria —
sala 01D — 46 — 1° andar, telefone (21) 2562-2480 — E-mail: ccp@hucff.ufrj.br.
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E garantida a liberdade de querer ndo participar do projeto de pesquisa ou de
retirar o consentimento a qualquer momento, no caso da aceitagdo, sem qualquer prejuizo
a continuidade de seu tratamento na instituicéo.

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 Sr. serdo avaliados somente pelos pesquisadores deste estudo
e ndo serd permitido que outras pessoas vejam seus resultados, garantindo protecéo contra
qualquer tipo de discriminagéo.

A Srd podera, em qualquer momento do estudo, pedir informacdes e até se
atualizar quanto aos resultados parciais da pesquisa.

Esta pesquisa ndo lhe trara despesas, ou seja, a Sr2. ndo pagara pelos exames e
pelas demais avalia¢cGes. Também ndo tera compensacdes financeiras relacionadas a sua
participacdo durante e ao final do estudo.

Caso ocorra algum dano pessoal resultante do estudo a Sr2. tera direito ao
atendimento pelos pesquisadores ou encaminhamento na Instituicao.

Consentimento

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito do estudo acima citado que
i ou que foram lidas para mim. Eu discuti com a Drd
, sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo, Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo € 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 cépia 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 ultima folha.

Nome do voluntario

Data: [ !

(assinatura do voluntario)

Nome do pesquisador responsavel

Data: )

(assinatura do pesquisador responsavel)
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APENDICE II

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacdo: Profé. Dr2. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

QUESTIONARIO DE DADOS GERAIS

Grupo:
1. Identificagéo:
Nome:
Sexo: () Feminino ( ) Masculino Idade: anos Data de nascimento: _ / /
Endereco:

Telefones:

Nacionalidade: Naturalidade:
Até que série vocé estudou (escolaridade)?
Qual sua ocupacéo atualmente (profissao)?
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 comecgou a ganhar peso (engordar)? () 1 = infancia; 2 = adolescéncia;3 =
idade adulta; 4 = gestacéo

Vocé ja engravidou? () 1 =sim; 2 =néo

Quantas vezes engravidou (incluir abortos e nascidos mortos)?
Quantos filhos teve? Intercorréncias na(s) gestacao(des):
Quantos quilos ganhou em cada gestagédo? 12 28 3 42
Vocé ainda menstrua? () 1 =sim; 2 =nao

Sua menstruacdo é regular? () 1 =sim; 2 = nao

Utiliza pilula anticoncepcional?( ) 1 =sim; 2 =ndo Qual?
Qual o foi 0 1° dia da sua ultima menstrua¢éo? Obs:
Atualmente, vocé fuma? ( ) 1=sim; 2 =ndo

Jafumou antes? ( ) 1=sim;2=ndao

Por quanto tempo fumou? Ha quanto tempo parou de fumar?
Consome bebidas alcoodlicas atualmente? () 1=sim; 2 =ndo
Bebida Frequéncia Quantidade

-> Algum parente esté participando da pesquisa? ( ) 1 =sim; 2 = ndo
Grau de parentesco:
Por qual tipo de parto vocé nasceu? ( ) 1 = cesdria; 2= normal
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Tempo de gestacdo:
Aleitamento materno? ( ) 1 =sim; 2 =ndo Duracao:
Formula infantil? ( ) 1 =sim; 2 = ndo

Observagoes:

2. Avaliacao clinica

Vocé costuma ter vomitos regularmente? ( ) 1 =sim; 2 =néo
Vocé costuma ter diarreia regularmente? ( ) 1=sim; 2 =néo
Seu habito intestinal é diario? ( ) 1 =sim; 2 = naoObs:
Edema MMII: () 1 =sim; 2 =n&oObs:
Outros sintomas:

3. Uso de medicamentos (atuais e nos ultimos 3 meses): ( ) 1 =sim; 2 =nao
Quais?
(Perguntar sobre 0 uso de laxantes e anti depressivos)

4. Uso de suplementos dietéticos (atuais e nos altimos 3 meses): ( ) 1=sim; 2 =ndao
Quais?
(Perguntar sobre a inclusdo de outros alimentos (ex: 6leo de coco) ou produto na
alimentacéo)

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 () Doencas articulares ( ) Cardiopatias
( )SOP () Dilipidemia ( ) Outras:

7. Histdria patoldgica pregressa:

8. Histdria familiar de excesso de peso ou obesidade:
Pai () Mée () Irmé&os ( )

9. Histdéria familiar de doenca inflamatéria intestinal (doenca de Crohn ou
Retocolite ulcerativa):
Pai () Mée ( ) Irmdos ( )
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10. Avaliacdo antropométrica e composic¢ao corporal:

. Datas de realizagdo da avaliacdo
Parametros
Peso (kg)
IMC (kg/m?)
Perimetro da cintura 1
(cm)
Perimetro da cintura 2
(cm)
Perimetro da cintura
(média)
Presséo arterial (mmHg)
Estatura 1 (cm): Estatura 2 (cm): Média da estatura (cm):

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

Alguém cozinha regularmente em sua casa? ( ) 1 = sim; 2 = ndo
Quem?
Que tipo de oOleo 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 (0 dia) - Data: /[

Vocé cumpriu o periodo de jejum para hoje? ( ) 1=sim; 2=ndo Inicio do jejum:
Avaliar edema MMII: ( ) 1 = sim; 2 = ndoObs:
Usou medicamento nos Gltimos 15 dias? () 1 =sim; 2 =nao

Quais?

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

Qual foi a data do 1° dia de sua Gltima mesntruacéo?
Sua menstruacao esté prevista para os proximos 7 dias (1 semana)? () 1=sim; 2=néo

2° Reconsulta (15 dias) - Data: __ /  /

Uso de medicamento nos ultimos 15 dias? () 1 =sim; 2 =nao
Quais?
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Quantidade de capsulas: Quantidade de sachés:

3° Reconsulta (30 dias) - Data: __ /  /

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

Quantidade de capsulas: Quantidade de sachés:

4° Reconsulta (45 dias) - Data: [l

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

Quantidade de céapsulas: Quantidade de sachés:

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

Vocé cumpriu o periodo de jejum para hoje? ( ) 1=sim; 2=ndo Inicio do jejum:
Avaliar edema MMII: () 1 =sim; 2 = ndoObs:
Uso de medicamento nos ultimos 15 dias? () 1 =sim; 2 =ndo

Quais?

Quantidade de capsulas: Quantidade de sachés:
Esteve em periodo mesntrual nos tltimos 7 dias? () 1 =sim; 2 =néo
Estd menstruada hoje? () 1 =sim; 2 =nao

Qual foi a data do 1° dia de sua ultima mesntruacdo?
Sua menstruacdo esta prevista para os proximos 7 dias (1 semana)? () 1=sim; 2=ndo

6° Reconsulta (15 dias apds término de tratamento) — Data: /[
Uso de medicamento nos ultimos 15 dias? () 1 =sim; 2 =nao
Quais?
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13. Avaliacdo da composicéo corporal por BIA:

Parametros

Data/Hora de realizacdo da avaliacdo

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. Avaliacdo laboratorial:

Parametros

Data/Hora de realizacédo da avaliacao

Glicose jejum (mg/dL)

Hemoglobina glicada (%)

Insulina jejum (LU/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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APENDICE III

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.

Coordenacéo: Profé. Dr2. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

Grupo:
Nome: Data: / [

lou+ 5ab 2a4 1 vez 2a3
Alimento | Quantidade | vezes | vezesna | vezesna por vezes
por dia | semana | semana | semana | por més

Raro/
Nunca

Chicoria

Alho-poro

Alho

Banana

Cebola

Tomate

Beterraba

Aspargo

Alcachofra

Yacon

Centeio

Aveia

Trigo

Mel

Cerveja

Acucar
mascavo
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APENDICE IV

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacdo: Profé. Dr?. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Orientacfes para o preenchimento do registro alimentar de 3 dias
E de suma importancia para a pesquisa a sua colaborag&o no preenchimento deste
formulario, Mantenha o formulario de registro alimentar sempre com vocé e registre
alimentos e bebidas consumidas ao longo do dia e da noite, As informagdes aqui
fornecidas serdo usadas exclusivamente para fins estatisticos e serdo mantidas em sigilo,

Abaixo seguem algumas orientagdes quanto ao preenchimento dos registros alimentares

e logo apés ha um exemplo de como realizar o registro, Muito obrigada por sua

colaboracdo e qualquer davida durante o preenchimento dos registros, por favor, entrar

em contato: (21)99831-4698 (Louise), (21)99993-6782 (Morjorie),
> Atencdo! Leia atentamente as instruc@es e nao deixe de preencher nenhum dos
registros alimentares.

Anote todos os alimentos e bebidas consumidas tanto no domicilio quanto fora,

com excecdo da dgua.

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 preparacOes 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, requeijdo 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 foésforo, 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 prepara¢ao
em medidas caseiras (Exemplo: 1 tabuleiro grande, 5 tacas).

» No caso dos produtos industrializados, informar a marca do produto, a quantidade

consumida em medidas caseiras e/ou gramas (g) ou mililitros (mL) e se € light ou

diet; integral, semi-desnatado ou desnatado.

Informar a quantidade de acucar adicionada a alimentos e bebidas.

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.

> Nao se esqueca de realizar as anota¢des logo apos a refeicao!

vV Vv V V¥V

\ A%
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APENDICE V

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacdo: Profé. Dr2. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Checklist do Reqistro alimentar de 3 dias

1. Conferir se a voluntéria colocou 0 nome, o dia e o dia da semana em todas as
folhas dos registros.

2. Verificar se o preenchimento foi realizado em 1 dia do final de semana ou feriado
e 2 dias durante a semana.

3. Verificar se ha pelo menos 1 dia de intervalo entre os dias registrados.

4. Apos inicio da intervencdo: Verificar se ha o registro das capsulas.

5. Verificar se os alimentos foram registrados separadamente (exemplo: péao
separado da manteiga), Caso nao, verificar se hd a medida caseira separadamente
dos alimentos registrados juntos.

6. Verificar se todos os alimentos tém suas medidas caseiras correspondentes
(exemplo: colher de arroz, colher de sopa).

7. Verificar se h a informacao de cheio, raso, metade, pequeno, médio ou grande.

8. Verificar se foram registrados o0 uso de agucar ou adogante das bebidas.

9. Verificar, em caso de produtos industrializados, se € light ou diet ou zero; integral,
semi-desnatado ou desnatado.

10. Verificar se foi informada a forma de preparo dos alimentos.

11. Se for encontrado um longo periodo de tempo sem registro, confirmar com o
voluntario se ndo houve ingestdo de nenhum alimento ou bebida neste periodo.

12. Verificar no caso de preparacdes elaboradas se tem a receita anotada no registro
com as medidas caseiras, seu rendimento e a medida caseiro do que foi consumido
pelo voluntario.

13. Verificar se as medidas caseiras da receia é referente ao alimento cru ou cozido.

14. Questionar sobre alimentos comumente esquecidos, tais como: balas, chicletes,
chas e cafezinhos adogados com agUcar.
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APENDICE VI

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacéo: Proft Dr, Eliane Lopes Rosado e Méarcia Soares da Mota e Silva Lopes

Protocolo para avaliacdo antropométrica

» Medida da estatura
Esta medida deve ser realizada duas vezes, e média sera utilizada nas analises. E admitido
uma diferenga 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¢Ges da estatura.
1. Posicionar a voluntaria descalco, 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, naddegas, ombros e parte
posterior da cabega em contato com o antropémetro.
3. Posicionar a cabeca da voluntaria de forma que esta fique no Plano de Frankfort
(uma linha imaginaria que passa pela borda superior do tragus € no ponto mais
baixo na margem da orbita, na altura do forame intraorbitario).

4. Abaixar a haste movel do equipamento até que se aproxime da cabeca do
voluntario.

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

6. Realizar a leitura da estatura ao nivel dos olhos, e anotar o resultado na ficha.

» Medida do peso corporal

1. Solicitar que a voluntaria fique descalco e retire casacos, reldgio, celular, carteira,
entre outros.

2. Solicitar que a voluntaria suba na balanga, posicionando-o de costas para o visor
da balanga, no centro da balanca, ereto, com bragos estendidos ao longo do tronco
e distribuindo o peso entre as duas pernas.
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3.

>

Solicitar que permaneca imodvel, realizar a leitura do peso e registrar 0 mesmo na
ficha da voluntéria.

Medida do perimetro de cintura

Esta medida deve ser realizada duas vezes e a média destas serda 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.

9.
10.

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

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

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

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

Medir a distancia entre os dois pontos marcados na linha axilar média e marcar o
ponto médio entre eles com a caneta.

Manter-se de frente para a voluntaria, colocar a fita sobre o0 ponto médio e passar
a fita ao redor da cintura.

Verificar se a fita se encontra no mesmo nivel em todo o perimetro da cintura. A
fita ndo deve estar frouxa e nem apertada.

Solicitar que a voluntéria inspire e expire, e realizar a leitura apos o término da
expiracgéo.

Registrar a medida encontrada na ficha da voluntaria.

Repetir a medida.
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APENDICE VII

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacdo: Profé. Dr2. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Protocolo para avaliacdo da composicdo corporal

Recomendag0es

- O-exame deve ser agendado para a fase folicular do ciclo menstrual, ou seja, entre 10
a 12 dias ap6s o primeiro dia da ultima menstruagéo.

- Procurar realiza-lo sempre no mesmo horério.

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

- Solicitar que a voluntaria retire reldgio, bijuterias 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 avaliacdes.

- Na&o permitir contato de nenhuma parte do corpo com objetos ou estruturas de metal.

- Registrar na ficha caso o voluntario apresente edema.

Passo a passo para realizacdo da BIA

Solicitar que a voluntéria urine antes da realizagcdo do exame.

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

3. Solicitar que a voluntaria retire reldgio, bijuteirias e demais objetos de metal que
esteja usando.

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

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

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

7. Fixar os eletrodos na mao e pé do voluntario, preferencialmente no lado direito.

=

[ Atencéo! O fio vermelho do cabo deve sempre estar mais proximo ao coracio |
8. Digitar as informagdes solicitadas no aparelho (sexo, idade, peso (kg) e estatura
(cm)), e iniciar o0 exame.
9. Imprimir os resultados e anoté-los na ficha da voluntaria.
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APENDICE VIII

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacdo: Profé. Dr2. Eliane Lopes Rosado e Marcia Soares da Mota e Silva Lopes

Protocolo para medida da Pressdo Arterial (PA)

Preparo do paciente:

1. Explicar o procedimento ao paciente;

2. Solicitar que o paciente esvazie a bexiga, se necessario;

3. Antes da medida, manter o paciente 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
0 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 brago esquerdo do paciente, de modo que a seta azul e
0 tubo de ar fiqguem centralizados na parte interna (posterior) do brago 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 do paciente (item 4).

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

4. Pressionar o botdo START/STOP, a bracadeira comegara a inflar automaticamente (o
monitor determina o nivel ideal). O paciente deve permanecer com o braco imovel até
que todo o processo de medicdo seja concluido. Caso seja necessario interromper a
medigdo, pressionar o botdo STAR/STOP.

5. Apos o enchimento da bragadeira a medicao sera iniciada. Aparecerd uma contagem
decrescente no visor. Quando a medicao estiver concluida, a bracadeira sera totalmente
desinflada e serdo exibidas a pressao arterial e a frequéncia cardiaca.

6. Anotar os resultados da avaliacdo na ficha do paciente 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 avaliacdo mais duas vezes,
registrar os valores e calcular a média das duas ultimas, que serd considerada a PA do
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individuo. OBS: Na primeira avaliacdo, as medidas devem ser obtidas em ambos 0s
membros superiores e, em caso de diferenca, deve-se utilizar sempre o brago com o maior
valor de pressdo para as medidas subsequentes.

8. Informar os valores de PA obtidos para o paciente.

Observacoes:

1) Caso a pressdo sistolica do paciente 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 sistélica suspeita.

2) O monitor calcula uma leitura meédia com base nos valores das trés medigdes
executadas mais recentemente no intervalo de 10 minutos desde a leitura mais recente.
Data e hora devem ser configuradas para que os valores de medicéo e o valor médio sejam
armazenados.

3) O botdo MEMORIA exibe os valores de medicdo 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 botdes MEMORY e START/STOP
simultaneamente por mais de 2 segundos.

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

Classificacio F’res§éo arterial _Press_élo arterial
sistélica (mmHg) | diastélica (mmHQ)

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

Fonte: MALACHIAS et al., 2016
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APENDICE IX

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Nutricdo Josue de Castro

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

Coordenacéo: Profé, Dr2, Eliane Lopes Rosado

Protocolo de preparo de amostra e analise de metabol6mica

1- Protocolo de preparo da solucdo tampéo

Material para preparo de 1 L de solicdo tampdo de 100mM de fosfato de sédio pH 7,4:
Reagente A: Fosfato de sddio monobasio (NaH2Po4):

Hidratado (H20) - 3,1 g

Anidro (sem agua) - 2,7 ¢

Reagente B: Fosfato de sddio dibasio (Na2HPo4):

Hidratado (12H20) - 27,495 g

Anidro (sem agua) - 10,9 g

Oxido de deutério (D20) - 20% da solucéo

Agua destilada

Modo de preparo

1° Pesar, separadamente, os dois reagentes em vidro de reldgio diferentes.

2° Em um bal&o volumétrico com capacidade de 1 L colocar o éxido de deutério. No caso
de preparar quantidade pequena, exemplo 20 mL, pode utilizar o tubo de Falcon para o
preparo.

3° Adicionar os reagentes pesados ao D20.

4° Avolumar até 1 L com &gua destilada.

5° Armazenar a solugéo sob refrigeracéo.

2- Protocolo de prepara da amostra para analise por ressonancia magnética nuclear
(RMN)

1° Retirar as amostras aserem analisadas do freezer -80°C e coloca-las em uma estante
para eppendorfs. Para manipular as amostras estas devem estar descongelada, caso na
hora de aliquotar ainda estiver congelada, serd necessario esfregar as mados em torno do
tubo.

2° Aliquotar 330 microlitros (uL) de soro em eppendorfs previamente identificados.

3° Aliquotar 330 pL da solucdo tampdo e adicionar ao soro.

4° Centrifugar as amostras a 10000 xg, 4°C por 10 minutos.

5° Aliquotar 600 microlitos, utilizando uma pipeta de 200 pL (3 vezes), o contetdo do
eppendorf para o tubo de RMN, previamente identificados. Atencdo: cuidado para ndo
pipetar o precipitado que fica no fundo do eppendorf.
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3- Descarte da sobra de soro do eppendorf
1° Adicionar hipoclorito a amostra de soro que sobrou até quase encher o eppendorf.
2° Fechar o tubo e descartar na lixeira de material biolégico.

4- Protocolo de analise na ressonancia magnética nuclear (RMN)

1° Abrir o programa TopSpin, se ndo estiver aberto.

2° Verificar a temperatura do equipamento. Deve estar em 300°K. Caso nédo esteja na
temperatura adequada de analise, dar duplo clique em “Sample temperature”, clicar em
“set” na janela que abrir e alterar o valor.

3° Verificar se ha tubo no magneto. Para isso, clicar, na barra superior, em “Acquire” ->
“Sample” >“Turnon” Se tiver o tubo ird subir podendo ser retirado. Depois clicar, na
barra superior, em “Acquire” > “Sample” > “Turn off”.

4° Clicar na pasta “El Bacha” e buscar a pasta que contém mesus experimentos.

5° Na barra inferior, digitar o comando “edc” para criar um novo experimento. Ir4 abrir
uma janela que contém os seguintes dados:

NAME: nome da pasta do experimento a ser realizado (conferir se esta correto)
EXPNO: colocar o nimero do experimento a ser realizado

OPTIONS - Set solvent: H20 + D20

DIR: localizagdo do experimento no programa

TITLE: colocar o nimero do tubo, a identificacdo do voluntario, tempo do estudo

Apos fizer as alteraces, clicar em OK.

6° Selecionar a pasta do experimento, clicando com o botdo direito e em “Display”, para
seleciona-la.

7° Colocar o tubo no suporte, que devera estar em 2 mL (altura em que a leitura € realizada
pelo equipamento).

8° Clicar, na barra suprerior, em “Acquire” = “Sample” = “Turnon” e colocar a amostra
no magneto, sem encostar no equipamento. Em seguida clicar, na barra superior, em
“Acquire”-> “Sample” = “Turn off”.

9° Apos aparecer no quanto inferior esquerdo do programa “iffinished” pode comecar a
setaras condi¢Ges do equipamento.

10° Digitar “lock” na barra inferior. Selecionar 90% H20 + 10% D20O. Aguardar aparecer
“lockfinished” no canto inferior esquerdo. OBS: Na lateral direita do programa é possivel
verificar se 0 magneto identificou o0 D20. Caso esta janela ndo esteja abert, basta digitar
“lockdisp” na barra inferior.

11° Digitar “atma” na barra inferior. Este comando ajusta automaticamente para cada
nucleo analisado. Esperaraparecer “job succeeded”.

12° Clicar, nabarra superior, em “Acquire” = “Shim”—>“Add top shim options... “>
“Open topshim...”. Abrird uma janela que tera:

DIMENSION: 1D

OPTIMISE FOR: 1H

TUNE->before: Z-X-Y

after: Z-X-Y-XZ-YZ-Z

PARAMETERS: se a caixa de shigemi estiver selecionada, € preciso clicar para tirar a
selecdo
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Clica em “start” ap0s realizar as alteragdes. Esperar aparecer “not running”.

13° Digitar “pulsecal” na barra inferior e gravar o ultimo nimero que aparece na janela
que abrir (9.alguma coisa).

14° Digitar na barra inferior “getprosol 1H n° do pulsecal”— exemplo: 10.6.

15° Digitar na barra inferior “zg” para iniciar a anélise.

Observacdo: Overnight - para fazermais de uma analise seguida na mesma amostra, é
necessario repetir o 14° passo nos dois experimentos que deseja realizar. Depois seleciona
o primeiro experimento, clicando com o direito em “Display”, e digita na barra inferior
“multizg”. Ira abrir uma janela, onde devera digitar o nimero de experimentos a serem
feitos em sequéncia na mesma amostra, no caso 2, e clica em “close”.

16° Ao concluir o experimento, o espectro devera ser processado, digitando os seguintes
comandos na barra inferior:

1- pro

2- abs

3-apk

Observacédo: no caso do overnight o processamento é feito pelo seguinte comando: xfb
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