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RESUMO

Introducdo: As alteracdes na microbiota intestinal desempenham um papel de destaque
na fisiopatologia da obesidade e de doencas metabdlicas, mas os mecanismos envolvidos ainda
ndo foram totalmente descritos. Desta forma, a manipulacdo da microbiota intestinal se tornou
uma possibilidade para intervencgdes, como potencial terapia para o tratamento da obesidade. O
presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos moduladores da administracdo da bactéria
probiotica Lactococcus lactis (LMG 27352), nas varidveis de risco cardiometabdlico em
individuos com obesidade. Métodos: Foram selecionados 52 individuos adultos, obesos,
frequentadores do CEM (Centro de Especialidades Médicas) do municipio de Trés Coragdes-
MG, que apresentavam circunferéncia da cintura elevada e algum fator de risco
cardiometabdlico associado a obesidade, sendo: pressao arterial > 130 mmHg (sistolica) ou >
85 mmHg (diastolica), triglicerideos > 150 mg/dL, HDL-c < 40 mg/dL para homens, e <50
mg/dL para mulheres, Glicemia > 100 mg/dl, ou em tratamento medicamentoso para estas
alteracdes. Trata-se de um ensaio clinico randomizado, prospectivo, triplo cego e controlado
por placebo com intervencdo de 90 dias. Os voluntarios foram randomizados em dois grupos:
(i) placebo - receberam céapsulas com 20mg de celulose (n = 26) e (ii) probidtico - receberam
capsulas com o probiético Lactococcus lactis (LMG 27352), uma concentragdo de 2x10°
UFC/dia, equivalente a 20mg (n = 26). Foram realizadas aferi¢cGes antropométricas e avaliacao
da composic¢do corporal por bioimpedancia elétrica, aplicacdo de recordatorios alimentares de
24 horas e analises bioquimicas do perfil metabolico como: hemograma completo, glicose de
jejum, hemoglobina glicada (HbA1c), insulina sérica, colesterol total (CT), lipoproteina de alta
densidade (HDL-c), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c), lipoproteina de muita baixa
densidade (VLDL-c), triacilgliceréis (TGs), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), gama glutariltransferase (GGT), e céalculo do Homa-IR. O software
SPSS (versdo 20.0) foi utilizado para as andlises estatisticas. Resultados: Dos 52 participantes,
41 (78,8%) foram do sexo feminino e 11 (21,2%) do masculino. Ndo foram encontrados efeitos
significativos da suplementacgdo sobre variaveis antropométricas e de composi¢édo corporal. Em
relacdo aos parametros bioquimicos avaliados apenas a variavel triglicérides apresentou
alteracdo significativa apds a suplementacdo com o probi6tico, sendo a média encontrada no
momento inicial de 135,4mg/dL e final de 164,1mg/dL (P = 0,010). O consumo alimentar dos
participantes em relacdo ao valor energético foi semelhante nos dois momentos estudados, ja o
consumo de carboidratos aumentou em ambos 0s grupos durante a intervencdo, e houve
aumento no consumo de sodio no grupo probidtico. Conclusdo: O tratamento com a cepa
Lactococcus lactis por 12 semanas de forma isolada sem intervencéo dietética, ndo demonstrou
efeitos sobre pardmetros bioquimicos, antropométricos e de composicao corporal em individuos
com obesidade.

Palavras-chave: Adiposidade. Fatores de Risco Cardiometabolico. Microbioma
Gastrointestinal. Probidticos.



ABSTRACT

Introduction: The gut microbiota plays a prominent role in the pathophysiology of
obesity and metabolic diseases, but the mechanisms involved have not yet been fully described.
Due to this fact, intestinal microbiota manipulations became a possibility for interventions, as
a potential therapy for the treatment of obesity. The present study aimed to evaluate intake
modulating effects of the probiotic bacterium Lactococcus Lactis in cardiometabolic risk
variables in obese individuals. Methods: We selected 52 adult, obese individuals that attended
the CEM (Medical Specialty Center) in the city of Trés Cora¢fes-MG, who had high waist
circumference, and some cardiometabolic risk factor associated with obesity, such blood
pressure > 130 mmHg (systolic) or > 85 mmHg (diastolic), triglycerides > 150 mg/dL, HDL-c
< 40 mg/dL for men, and < 50 mg/dL for women, Blood glucose > 100 mg/dl, or under drug
treatment for these changes. This is a 90-day intervention, randomized, prospective, triple-
blind, placebo-controlled clinical trial. Volunteers were randomized into two groups: (i)
placebo - received capsules containing 20mg celulose/day (n = 26) and (ii) probiotic - received
capsules containing 20mg of probiotic Lactococcus lactis (LMG 27352), at concentration of
2x10° CFU / day (n = 26). Anthropometric measurements and body composition assessment
were performed using electrical bioimpedance, application of 24-hour food records and
biochemical analyzes of the metabolic profile such as: complete blood count, fasting glucose,
glycated hemoglobin (HbALc), serum insulin, total cholesterol (CT) , high density lipoprotein
(HDL-c), low density lipoprotein (LDL-c), very low density lipoprotein (VLDL-c),
triacylglycerols (TGs), aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
range glutaryltransferase (GGT), and calculating the Homa-IR SPSS software (version 20.0)
was used for statistical analysis. Results: Of the 52 participants, 41 (78,8%) were female and
11 (21,2%) were male. There were no significant effects of supplementation on anthropometric
variables and body composition. In relation to biochemical parameters, only the triglyceride
variable showed a significant change after probiotic supplementation, beeing the mean at the
beginning 135.4mg / dL and the at end at 164.1mg / dL (P = 0.010). Food energy intake was
similar in the two studied moments, but carbohydrates intakes increased in both groups during
the intervention, and there was an increase in sodium consumption in the probiotic group.
Conclusion: Treatment with the Lactococcus lactis strain for 12 weeks alone without dietary
intervention did not show effects on biochemical, anthropometric and body composition
parameters in obese individuals.

Keywords: Adiposity. Cardiometabolic Risk Factors. Gastrointestinal Microbiome.
Probiotics.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A obesidade € definida como o acimulo anormal ou excessivo de gordura, que pode ser
prejudicial a salde, e sua prevaléncia tem aumentado continuadamente nas Gltimas quatro
décadas, ja sendo considerada uma pandemia pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
2000). A etiologia da obesidade ¢ multifatorial e ambiental, que envolve o estilo de vida,
mecanismos neuronais, hormonais, fatores genéticos e epigenéticos (DURANTI et al., 2017;
KOBYLIAK et al., 2016 )

A obesidade leva a diminuigdo da qualidade de vida e aumento do risco de doencas
crénico degenerativas, como diabetes tipo 2 (DM2), doencas cardiovasculares (DCVs), doenca
hepéatica gordurosa ndo alcoolica e certos tipos de cancer (BRAHE; ASTRUP; LARSEN,
2016). Desta forma, ha uma necessidade crescente atualmente de se encontrar novos
tratamentos que auxiliem na prevencao ou tratamento da obesidade.

Estudos mostram que alteragdes na composi¢édo e/ou estrutura da microbiota intestinal
podem ter importantes repercussdes na satde e na doenca, em que o desequilibrio ou disbiose
da microbiota intestinal tem sido associado a obesidade e a disfuncGes metabdlicas relacionadas
(LAU et al., 2019). A microbiota intestinal é definida como um 6rgéo totalmente integrado ao
hospedeiro, que desempenha papel importante em seu metabolismo, fisiologia, nutricdo e
funcBes imunoldgicas (HARO et al., 2017).

Evidéncias sugerem que a microbiota intestinal humana apresenta correlagéo direta com
a fisiopatologia da obesidade, pois influencia o metabolismo energético, apetite, composi¢édo
corporal, sinalizacdo neuroendécrina e sensibilidade a insulina, por meio de vias
gastrointestinais e modulagdo da comunidade bacteriana intestinal (KOBYLIAK;
VIRCHENKO; FALALYEYEVA, 2016; PEDROGO et al., 2019; GOMES; HOFFMANN;
MOTA, 2020). Estas fun¢es metabdlicas impactam significativamente no estado nutricional e
de saude do hospedeiro. Portanto, a microbiota pode ser responsavel em parte pelas diferengas
interindividuais nos resultados de intervencGes direcionadas a obesidade (FABERSANI et al.,
2019).

Estudos tem demonstrado uma reducéo na diversidade e riqueza da microbiota intestinal
na obesidade, em que se observa uma proporg¢do reduzida do filo Bacteroidetes e niveis mais

aumentados de Firmicutes, porém, ha muito a se debater ainda sobre a assinatura microbiana
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exata da microbiota intestinal de individuos saudaveis ou com obesidade (DAO; CLEMENT,
2018; ABENAVOLI et al., 2019; VALLIANOU et al., 2019). A esse contexto, acrescenta-se 0
interesse das pesquisas no papel da microbiota intestinal como fator intermediario entre
componentes ambientais e comportamentais, e a ocorréncia da obesidade e dos disturbios
metabdlicos entre os individuos, bem como o uso de probidticos na sua modulagéo.

Probidticos sdo micro-organismos vivos que conferem beneficios a saide dos
individuos quando administrados em doses suficientes (FAO, 2006). Neste sentido, a
suplementacdo com probioticos se torna interessante, pois 0s estudos apontam como vantagens:
modificagdes da composi¢cdo da microbiota intestinal, fortalecimento da barreira epitelial
intestinal, adesdo competitiva & mucosa intestinal, producdo de substancias antimicrobianas e
modulacdo do sistema imunolédgico do hospedeiro (ABENAVOLI et al., 2019; QUIGLEY,
2019; MAZLOOM; SIDDIQI; COVASA, 2019).

Desta forma, os beneficios probidticos foram investigados no intuito de melhorar a
fungdo imunoldgica, diminuir a pressdo sanguinea e melhorar o perfil lipidico. Estudos em
modelos animais sugerem gue os probioticos podem reduzir a glicose sanguinea e a resisténcia
ainsulina (RUAN et al., 2015).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da
administracdo da bactéria probidtica Lactococcus Lactis (LMG 27352) nas variaveis de risco

cardiometabdlico associadas a obesidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

A obesidade tem sido definida como uma sindrome epidemioldgica mundial
caracterizada pelo acimulo de massa gorda, principalmente de gordura visceral (BRAY; KIM;
WILDING, 2017). Segundo a pesquisa da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas (VIGITEL) a prevaléncia de obesidade no pais cresceu 67,8%, passando de 11,8% em
2006 para 19,8% em 2018. Segundo género, houve aumento de 64% entre os homens (11,4%
em 2006 e 18,7 % em 2018) e de 71,1% entre as mulheres (12,1% em 2006 e 20,7% em 2018)
(BRASIL, 2020).

A obesidade estd associada a uma maior propensdo ao desenvolvimento de doencas
crénico-degenerativas como diabetes tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial, dislipidemia, doencas
cardiovasculares (DCVs) e cancer (GOMES et al., 2017). A cada ano, 28 milhdes de individuos
morrem em todo o mundo devido as consequéncias de sobrepeso ou obesidade, além disso, a
doenca tem acarretado um aumento substancial na carga médica, social e econémica
(BRUSAFERRO et al., 2018). Desta forma, o aumento na incidéncia da obesidade tem
encorajado estudos sobre novas estratégias que visam prevenir o ganho de peso e os distarbios
metabdlicos induzidos pela adiposidade excessiva.

Evidéncias demonstram que o tecido adiposo ndo € apenas um érgdo de armazenamento
de energia, pois desempenha fungdes enddcrinas e imunoldgicas ao secretar hormdénios e
citocinas, que implicam diretamente na funcdo imunolégica e homeostase energética nos
individuos (FABERSANI et al., 2019). Durante o desenvolvimento da obesidade ocorre
expansdo dos adipdcitos e o tecido adiposo é infiltrado por células inflamatorias, ocorrendo
producdo anormal de citocinas, e aumento dos marcadores pré-inflamatorios. Estas células
inflamatdrias infiltradas e adipocitos repletos de gordura secretam citocinas que séo capazes de
influenciar o metabolismo local e de todo o organismo estabelecendo um assim um quadro de
inflamacdo cronica sub-clinica que esta associada ao desenvolvimento de doencas e disturbios
metabdlicos (CERDO et al., 2019). Diante deste fato, sugere-se que a obesidade acelera a
incidéncia de DM2, através do aumento de citocinas pro-inflamatdrias, que interferem na
sinalizagdo insulinica. Também ocorre nesta condi¢do, um aumento da producado lipidica e
consequente liberacdo de acidos graxos livres, que causam lipotoxicidade e aparecimento de

outras doengas crbnicas como cirrose, figado gorduroso, esteato-hepatite, acidente vascular
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cerebral e insuficiéncia cardiaca, desenvolvimento de osteoartrite, refluxo gastroesofagico e
apneia obstrutiva do sono (DURANTI et al., 2017; HEYMSFIELD; WADDEN, 2017;
SIVAMARUTHlI et al., 2019).

A patogénese exata da obesidade permanece pouco clara, mas parece ser uma
combinacdo complexa de muitos fatores como o desequilibrio entre consumo e gasto de energia
e interacao entre suscetibilidade genética, fatores nutricionais, fisioldgicos, sociais e ambientais
(BRAHE; ASTRUP; LARSEN, 2016). Alem disso, estudos tém demonstrado, que a falta de
atividade fisica e os fatores alimentares estdo entre os maiores responsaveis pelo aumento de
obesidade na populagdo, estando os habitos alimentares intimamente relacionados a fatores
geograficos, étnicos e culturais, e que representam um elemento importante para a constituicdo
e funcdo da microbiota intestinal em individuos com obesidade (RODRIGUEZ et al., 2015;
REIMER et al., 2017; NOCE et al., 2019). Assim, o progresso no entendimento da patogenia
da obesidade evidencia a delicada integracdo entre nutri¢do, sistema imunolégico, metabolismo

e microbiota.

2.2 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal € um sistema organico complexo e fundamental para a satde do
hospedeiro. Consiste em trilhdes de microrganismos e milhares de espécies bacterianas que tém
funcBes especificas no metabolismo de nutrientes, de xenobidticos e medicamentos do
hospedeiro, responsavel pela manutencdo da integridade estrutural da barreira da mucosa
intestinal, imunomodulacdo e protecdo contra patdogenos (BRUSAFERRO et al., 2018;
MAZLOOM,; SIDDIQI; COVASA, 2019).

Estima-se que o trato gastrointestinal de adultos contenha aproximadamente de 500 a
1000 espécies bacterianas distintas (ABENAVOLI et al., 2019). Sendo os filos de bactérias
dominantes e responsaveis por 90% da composi¢cdo da microbiota intestinal humana os
Firmicutes e Bacteroidetes. Atualmente, existem mais de 274 géneros no filo de Firmicutes,
que sdo bactérias gram positivas, incluindo Bacillus, Lactobacillus, Mycoplasma e Clostridium.
Ja o filo Bacteroidetes inclui aproximadamente 20 géneros, dos quais 0 género mais abundante
no trato gastrointestinal humano é o de Bacteroides (BRAHE; ASTRUP; LARSEN, 2016;
ABENAVOLI et al.,2019).

A associacao entre o hospedeiro e sua microbiota (também conhecida como simbionte),
fornece um relacionamento benéfico matuo (DE LEBLANC; LEBLANC, 2014). Esta interagéo
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depende de uma relagdo homeostatica hospedeiro/microbiota que depende de dois fatores: a
capacidade intrinseca dos microbios de colonizar e persistir no hospedeiro e a capacidade do
hospedeiro de tolera-los e controla-los (ZHANG; JU; ZUO, 2018). Deste modo, a barreira da
mucosa intestinal constitui a interface onde ocorre a maioria das intera¢0es entre o hospedeiro
e a microbiota intestinal (NOBS; ZMORA,; ELINAV, 2020).

Diante disto, foi demonstrado que o simbionte ndo apenas protege o hospedeiro ao
competir com patdgenos por nutrientes e produzindo fatores antimicrobianos, mas também
diminui os distdrbios imunoldgicos por imunomodulacdo (MAZLOOM,; SIDDIQI; COVASA,
2019). Assim, enquanto o hospedeiro fornece abrigo e nutrientes ao simbionte, este por sua
vez, melhora varias funcGes do organismo, como por exemplo a digestdo, para fornecer os
nutrientes que sdo essenciais ao hospedeiro (BACKHED et al., 2004; DE LEBLANC;
LEBLANC, 2014).

Ainda neste contexto, sabe-se que a comunidade microbiana intestinal € considerada um
6rgdo altamente dindmico, sensivel a insultos ambientais e que modifica sua composi¢do ao
longo da vida do hospedeiro. Entdo, sua estrutura e atividade séo influenciadas por maltiplos
fatores, que a tornam um sistema Gnico, que varia de individuo para individuo (NOCE et al,
2019).

Desta forma, os habitos alimentares sdo os principais contribuintes para as alteraces
na diversidade da microbiota, e estas mudancgas sdo detectadas dentro de 24 a 48 horas apds a
manipulacdo dietética, e ocorrem independentemente do peso corporal e adiposidade dos
individuos (GENTILE; WEIR, 2018). Entdo, o tipo de dieta consumida pode afetar
significativamente a expressao génica e a composi¢do da microbiota intestinal (VALLIANOU
etal., 2019).

2.3 Relagéo microbiota intestinal, obesidade e distirbios metabdlicos associados

Nos ultimos anos a microbiota intestinal emergiu como um fator endégeno importante
gue influencia a obesidade. Estudos apontam que as vias metabdlicas do hospedeiro estdo inter-
relacionadas, e sdo responsaveis pelo desenvolvimento da obesidade em animais e humanos.
Assim, estudar as interac0es entre microbiota, dieta e 0 gendtipo do hospedeiro, séo atualmente
o foco principal das pesquisas da area (DING et al., 2019; SIVAMARUTHI et al., 2019).

Acredita-se que 0s mecanismos que ligam a microbiota intestinal a obesidade incluem

a capacidade de extracdo de energia dos alimentos, que irdo influenciar a integridade da barreira
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intestinal, a modulacdo da inflamac&o crénica e do sistema imunoldgico, e a producdo de
metabolitos especificos, que além de provocarem efeitos locais no sistema imune e na interface
intestinal, também sinalizam para outros tecidos e 6rgaos, incluindo o cérebro, figado e tecido
adiposo (DAO; CLEMENT, 2018).

Estudos com animais mostraram que a microbiota intestinal esta envolvida na regulacéo
da ingestdo de alimentos, afetando os horménios que influenciam a funcdo metabdlica e a
sinalizacdo em areas do cérebro associadas ao comportamento alimentar. Esse chamado "eixo
intestino-cérebro da microbiota”, representa um eixo de sinalizag@o bidirecional que regula o
peso corporal e equilibrio do apetite, e também o armazenamento e gasto de energia
(HILDEBRANDT et al., 2009; SCHELE et al., 2013; BOHAN et al., 2019;QUIGLEY, 2019).

BACKHED e colaboradores investigaram o papel da microbiota na regulagdo do
metabolismo através de convencionalizacdo, na qual a microbiota de animais criados de forma
convencional que tinham a mesma quantidade de gordura corporal, idade e género foi
transferida para os animais germe-free (GF). Um aumento de 60% no teor de gordura corporal
e resisténcia a insulina em 14 dias de experimento foi observado nos animais GF que receberam
a microbiota de animais convencionais, apesar de consumo reduzido de racdo. Portanto, estes
resultados sugerem que a microbiota intestinal € um importante fator ambiental que afeta a
captacdo de energia da dieta e 0 armazenamento da mesma no hospedeiro (BACKHED et al.,
2004). Em adicdo, foi demonstrado através de transplante da microbiota de camundongos
obesos, que ocorreu replicacdo do fendtipo obeso em camundongos (GF), mostrando que as
caracteristicas da microbiota de animais obesos contribuiram para o ganho ponderal nos animais
GF, influenciando positivamente o desenvolvimento da obesidade (TURNBAUGH et al.,
2006).

Um dos primeiros trabalhos que vincularam a microbiota intestinal a obesidade em
humanos, foi publicado por LEY et al. (2005). Neste trabalho, o autor comparou a microbiota
intestinal de individuos magros e obesos, revelando que os individuos obesos apresentaram uma
proporcao reduzida do filo Bacteroidetes e niveis mais aumentados de Firmicutes. Da mesma
forma, a riqueza génica da microbiota também é afetada na obesidade, com estudos mostrando
uma reducdo de 20 a 40% na diversidade das bactérias intestinais ( YOO; KIM, 2016;
MAZLOOM,; SIDDIQI; COVASA, 2019).

Assim, suspeita-se que a microbiota intestinal de individuos com obesidade apresente
peculiaridades que possam induzir a inflamacao cronica (ANDRADE et al., 2015). Desta forma,

um conjunto de evidéncias tém reconhecido que este estado cronico de inflamacdo subclinica,
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que produz um aumento nas concentragdes de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-10), favoreca o desenvolvimento de distirbios metabolicos como a resisténcia a insulina
(R1I), considerado evento central para a geracédo de risco cardiometabolico (DE MORAES et al.,
2014; BRAHE; ASTRUP; LARSEN, 2016; KOBYLIAK et al., 2016; VALLIANOU et al.,
2019).

As alteracbes que ocorrem na composicdo da microbiota intestinal do hospedeiro
podem se apresentar de forma quantitativa e qualitativa, sdo denominadas "disbiose” ou
desequilibrio da microbiota intestinal. Este quadro tem sido associado ao aparecimento de
muitas doencas como obesidade, doencas inflamatdrias intestinais, sindrome metabdlica,
alguns tipos de canceres, condi¢des auto-imunes e colite por infeccéo por Clostridium difficile
(NOCE et al., 2019).

A seguir, estdo descritos alguns dos mecanismos mais abordados que envolvem a
relagdo entre a microbiota intestinal e os distlrbios metabdlicos, que elevam o risco
cardiovascular entre os individuos, apesar de ndo estarem totalmente claros, conforme

demostrado na (Figura 1).

Figura 1 - Mecanismos envolvidos na relagcdo entre microbiota intestinal e doencas

metabolicas.
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2.3.1 Fator adiposo induzido pelo jejum - (FIAF)

O Fator Adiposo Induzido pelo Jejum (FIAF) € um inibidor da enzima lipoproteina
lipase (LPL), sendo este produzido no intestino, figado e tecido adiposo. Niveis elevados de
FIAF tem mostrado ser um dos principais mecanismos pelos quais os animais germe-free (GF)
sdo protegidos da obesidade induzida por dieta, sugerindo deste modo, que o FIAF é um
mediador que regula o armazenamento de energia no hospedeiro (KOBYLIAK; VIRCHENKO;
FALALYEYEVA, 2016).

A diminuigdo da expressdo do FIAF no intestino, que ocorre em consequéncia do
aumento da ingestdo de dietas ricas em gorduras saturadas e carboidratos refinados, levam a
disbiose intestinal e acarretam um aumento da deposicao de triglicerideos no tecido adiposo.
Este fato ocorre pelo aumento da atividade da LPL dos adipdcitos, que resulta em aumento da
captacdo de &cidos graxos e armazenamento de gordura nos adipécitos, o que finalmente
favorece o desenvolvimento da obesidade e RI entre os individuos (SIVAMARUTHI et al.,
2019). Observa-se entdo, que o FIAF serve como um mecanismo de protecao contra a obesidade
induzida pela dieta (MAZLOOM; SIDDIQI; COVASA, 2019).

2.3.2 Monofosfato - adenosina proteina quinase ativada (AMP-Q)

O segundo mecanismo proposto envolve a inibigdo da via da 5’-monofosfato-adenosina
proteina quinase (AMP-Q), enzima ativada pela adenosina monofosfato (AMP) que regula o
metabolismo energético celular. Quando inibida, essa enzima ativa processos anabdlicos e
bloqueia processos catabolicos. Deste modo, ha evidéncias de que a AMP-Q desempenhe
importante papel na regulacdo do metabolismo de &cidos graxos e da glicose, assim como na
regulacdo do apetite. Entdo, a presenca da microbiota suprime a expressao da proteina quinase
ativada por AMP, que leva a uma diminuicéo na oxidacao de acidos graxos pelos musculos, e,
portanto, favorece a adiposidade corporal e a geracdo de RI. Contudo, este fato quando
comparado a animais GF alimentados com dieta hipercalérica mostraram manter o peso
corporal (DE MORAES et al., 2014). Entretanto, o caminho exato pelo qual a microbiota
sinaliza para a via AMP-Q no musculo esquelético e figado ndo € claro, mas parece ser
independente do FIAF (KOBYLIAK; VIRCHENKO; FALALYEYEVA, 2016).
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2.3.3 Acidos graxos de cadeia curta (AGCCs)

O terceiro mecanismo descreve a sensibilidade do epitélio intestinal a metabdlitos
bacterianos, como os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), produtos finais da fermentacéo
bacteriana intestinal de polissacarideos ndo digeriveis da dieta. Os AGCCs mais abundantes séo
0 acetato, butirato e propionato, que demonstraram desempenhar um papel importante como
substratos no metabolismo glicidico (CERDO et al.,2019).

Tem sido mostrado que os AGCCs sinalizam através do sistema nervoso central e
influenciam o metabolismo do hospedeiro através da ativacdo dos receptores acoplados a
proteina G (GPR41 e GPR43) para modular uma variedade de processos fisiologicos, incluindo
a homeostase energética, o metabolismo de lipidios e carboidratos e a supressdo de sinais
inflamatérios (GENTILE; WEIR, 2018). Entdo, por influéncia direta dos AGCCs no
metabolismo glicidico, estes induzem a gliconeogénese nos colondcitos e, desta forma,
influenciam a secrecdo do horménio peptideo-1 do tipo glucagon (GLP -1), através da ativacdo
dos receptores GPR41 e GPR43 (DAO; CLEMENT, 2018).

Também foi reportado que os AGCCs ao se ligarem aos receptores a proteina G
ativando-os, aumentem a producdo do peptideo YY (PYY), um horménio que controla o
esvaziamento gastrico, e reduz o tempo de transito intestinal. Em suma, o aumento da producgéo
de AGCCs, aumenta o peptideo PYY e o GLP-1, juntamente com uma diminuicao da grelina,
levando ao aumento da saciedade e a menor ingestdo de alimentos, controlando assim o
metabolismo energético do hospedeiro (BOHAN et al., 2019; SIVAMARUTHI et al., 2019).

Entretanto, foi demostrado que individuos obesos tém niveis mais aumentados de
AGCCs em amostras fecais do que individuos magros e isto ocorre, provavelmente, devido as
diferencas na fermentacdo no coélon em individuos com obesidade (VALLIANOU et al., 2019).
Uma hipdtese é que a disbiose microbiana intestinal na obesidade pode levar a uma absor¢édo
menos eficiente de AGCCs e, portanto, maior excre¢do destes. (WANG et al., 2020). No
entanto, alguns estudos tem sugerido que os AGGCs contribuem de forma negativa na
obesidade, por aumentarem a captacdo de energia da dieta, por meio de vias incluindo
lipogénese de novo e coleta de energia da dieta pela microbiota intestinal, embora isto ndo tenha
sido totalmente demonstrado (DAO; CLEMENT, 2018; GENTILE; WEIR, 2018;WANG et al.,
2020).
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2.3.4 Lipopolissacarideos - LPS

Estudos relatam que uma maior ingestdo de gorduras na dieta inibe a expressao das
proteinas de juncdes de oclusédo, fazendo com que ocorra aumento da permeabilidade intestinal
e consequente vazamento de lipopolissacarideo (LPS), componente da parede celular das
bactérias gram-negativas, na circulacdo. Este quadro denominado de endotoxemia metabdlica
ativa a respostas imune inflamatoria no hospedeiro, promovendo assim, um circulo vicioso que
favorece a adipogénese (OTT, et al., 2017; BRUSAFERRO et al., 2018).

A presenca do LPS na corrente sanguinea atua ativando o receptor Toll-like 4 (TLR4) e
induz desta forma, uma cascata inflamatdria (DAO; CLEMENT, 2018). Deste modo, ocorrem
ativagdes que produzem citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas, moléculas de adeséo e
espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem causar dano e disfun¢édo endotelial, como por
exemplo, o N-Oxido de trimetilamina (TMAOQO), que contribui para o desenvolvimento e
progressao das DCVs e deteccdo precoce de lesdo miocérdica (YOO; KIM, 2016).

Tem sido sugerido que individuos obesos tendem a ter niveis mais altos de LPS
circulante, tanto em condi¢6es de jejum ou pds-prandial, estando este fato correlacionado com
a obesidade abdominal e controle glicémico. Estudos em humanos confirmaram que o aumento
da exposicdo cronica ao LPS, foi documentado em promover RI sistémica e inflamagéo do
tecido adiposo (WHITE, 2016; VALLIANOU et al., 2019).

2.4 Impacto da dieta na microbiota intestinal

A microbiota intestinal exerce um papel importante no metabolismo de nutrientes e
também de uma infinidade de compostos bioativos, alguns dos quais modulam vias de
sinalizacdo essenciais no intestino e 6rgdos, e desta forma, governam a homeostase metabolica
do hospedeiro (NOBS; ZMORA,; ELINAYV, 2020).

Tem sido sugerido que a alimentacdo tenha um efeito direto sobre a composic¢éo da
microbiota, promovendo mudancas em reacGes bioguimicas no lamen intestinal. (DE
MORAES, et al., 2014). Desta forma, o alimento se constitui a principal fonte de energia para
0s micrdbios intestinais, e mudancas nos padrdes alimentares do hospedeiro podem resultar em
rpidas mudangas na estrutura populacional da microbiota (ZHANG; JU; ZUO, 2018).

De fato, as proteinas e carboidratos constituem o0s principais combustiveis para a

fermentacdo microbiana intestinal. O termo "fibra" é comumente designado para descrever
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carboidratos (CHOs) indigeriveis fermentados pela microbiota, embora essa designacéo seja
confusa, dado que algumas fibras ndo sdo usadas pela microbiota intestinal (como a celulose),
enquanto que outros CHOs prontamente fermentaveis estdo fora da defini¢do de fibra (como o
amido resistente). Assim, foi proposto recentemente o termo “carboidrato acessivel a
microbiota,” ou CAM, para descrever os CHOs que estdo metabolicamente disponiveis para 0s
micrdbios intestinais (GENTILE; WEIR, 2018). Logo, a microbiota intestinal humana depende
das fibras dietéticas que provém dos CAM, para prosperar e fornecer energia aos trilndes de
microbios que a compdem. Neste sentido, a dieta, especificamente o consumo destes tipos de
fibras acessiveis a microbiota, parece ser um determinante critico para a ecologia, diversidade
e funcdo da microbiota (ZHANG; JU; ZUO, 2018).

Evidéncias tém apontado que o consumo de fibras dietéticas, especificamente os CAM,
estdo associados ao aumento das concentracfes dos AGCCs intestinais, que estimulam
seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um numero limitado de bactérias no
célon, e desta forma, auxilia na prevencdo e tratamento da obesidade e dos disturbios
metabolicos associados (BRAHE; ASTRUP; LARSEN, 2016; QUIGLEY, 2019;
VALLIANOU et al., 2019).

A proteina tem sido considerada fonte principal de nitrogénio para o crescimento dos
microrganismos no célon, sendo essencial para a assimilacdo de carboidratos e producdo dos
AGCCs. Portanto, uma combinacao de proteinas e carboidratos no intestino grosso contribui
para a saude intestinal do hospedeiro (ZHANG; JU; ZUO, 2018).

O consumo de uma dieta rica em gorduras saturadas tem suas implicagdes na obesidade.
Estudos tém mostrado que a alta ingestdo de gorduras causa alteragdes na composicdo da
microbiota intestinal, aumentam o conteudo de LPS e, consequentemente, geram a inflamacao
crbnica de baixo grau, condicdo em que ocorre 0 aumento de citocinas pro-inflamatorias que
alteram a expressdo dos genes do hospedeiro e promovem a Rl (KOBYLIAK et al., 2016;
ABENAVOLI et al., 2019; CERDO et al., 2019).

Desta forma, o tipo de alimentagédo presente em dietas ocidentais, caracterizadas por alta
ingestdo de produtos ricos em gorduras, agucares e alimentos processados ricos em sddio, e por
uma baixa quantidade de fibras dietéticas, impactam diretamente na imunidade inata e no
metabolismo dos individuos. Ainda, o alto teor de lipidios consumidos nestas dietas, geralmente
provém de acidos graxos saturados que sdo comumente encontrados em produtos de origem
animal, como laticinios de leite integral e carnes gordurosas (NOBS; ZMORA; ELINAV,

2020). Um estudo explorando as diferencas das varidveis inflamatdrias do hospedeiro em
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relacdo a microbiota intestinal, em fungdo de trés grupos alimentares distintos, em individuos
com sobrepeso/obesidade mostrou que individuos com um padrdo alimentar mais saudavel
(maior consumo de frutas, iogurtes e sopas e menor consumo de agucares, doces e bebidas
adogadas), apresentaram menor comprometimento metabdlico e maior riqueza e diversidade
encontrada na microbiota, apesar de ndo haver diferencas na ingestéo total de energia ou no
peso corporal entre os grupos (KOBYLIAK et al., 2016).

Ainda neste contexto, a ingestao excessiva de sodio que frequentemente esta associada
ao alto risco de doengas cardiovasculares, estando o cloreto de sodio prontamente disponivel
em alimentos processados e ingerido em grandes quantidades como parte das dietas ocidentais.
Um estudo em que animais receberem uma dieta controle ou suplementada com 4% de cloreto
de sodio, mostrou nos resultados que as mudancas provocadas na microbiota intestinal pelo
consumo de uma dieta rica em sodio, agiram induzindo a inflamac&o intestinal e exacerbacéo
da colite em camundongos (AGUIAR et al., 2018). Outro tratamento em camundongos que
receberam Lactobacillus murinus, mostrou prevenir a hipertensdo induzida por sédio,
indicando que a microbiota intestinal pode ser um potencial alvo terapéutico para doencas
associadas ao sodio (WANG et al., 2020).

Assim, as pessoas que vivem em ambientes mais industrializados, tendem a ter menor
diversidade microbiana do que as pessoas que vivem de maneira mais tradicional, ou seja, sem
as modernidades atuais (DAO; CLEMENT, 2018). Desta forma, a modulacdo da microbiota
por meio da dieta talvez seja a forma mais simples, fisiologica, eficaz e de facil adesdo para se
obter modificacdes positivas na obesidade e diminuir o risco cardiometabdlico na populagéo
(DE MORAES et al., 2014).

2.5 Probidticos e obesidade

O termo “probidtico” originou-se da palavra grega que significa “para a vida”. Fuller
em 1989, definiu o termo probidtico como “um suplemento alimentar microbiano vivo que afeta
beneficamente o hospedeiro, melhorando seu equilibrio intestinal” (YOO; KIM, 2016). No
entanto, para a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), os
probioticos sdo definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem um beneficio a satde do hospedeiro” (FAO, 2006).

Deste modo, cepas probidticas especificas tém sido cada vez mais estudadas por seus

potenciais terapéuticos em modelar a composicdo da microbiota intestinal e, em consequéncia,
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promover possiveis beneficios no controle do peso e também no gerenciamento do diabetes
(LAU et al, 2019). No entanto, os efeitos benéficos dos probioticos parecem ser especificos da
cepa; assim, diferentes cepas da mesma espécie podem exercer efeitos distintos (VALLIANOU
etal., 2019).

Estudos pré-clinicos que utilizaram diferentes cepas bacterianas em modelos animais,
sugeriram propriedade anti-obesidade dos probioticos. A modulacdo da homeostase energética
(pela reducdo na taxa de eficiéncia alimentar) e efeitos anti-inflamatdrios / antioxidantes
parecem estar subjacentes as propriedades benéficas dos probidticos (KOBYLIAK et al., 2016).

Neste sentido, estudos realizados com probi6ticos em animais e humanos confirmaram
que seu uso pode ter efeito benéfico em varias doencas, como a melhora dos distarbios
metabolicos do DM2 e DCVs, que por sua vez levam a estimulacdo da sinalizacéo insulinica, e
na reducdo do colesterol (YOO; KIM, 2016; ZHANG; JU; ZUO, 2018; LAU et al., 2019).
Ainda neste contexto, os probidticos também mostraram exercer um efeito potencial anti-
hipertensivo por meio da melhora do perfil lipidico, da sinalizagéo insulinica e de outras vias
metabolicas, e seu uso tem sido reportado como estratégia nutricional na prevencdo e no
tratamento do diabetes, afim de reduzir os riscos de desenvolvimento de hipertensdo arterial
nestes pacientes. Uma meta-analise sugeriu uma a¢do benéfica dos probioticos sobre alguns
fatores de risco cardiometab6licos em individuos com DM2. O estudo sugere uma reducao dos
niveis séricos de proteina-C reativa, de CT, de TG e de LDL-c, da pressdo arterial sistémica e
da frequéncia cardiaca (BEZERRA et al., 2016). BERNINI e colaboradores (2016) realizaram
um estudo com pacientes portadores de sindrome metabdlica no qual a suplementacéo com leite
fermentado contendo Bifidobacterium lactis (B. lactis) foi feita por 45 dias. Neste estudo, 0s
participantes foram instruidos a manterem suas dietas habituais, nivel de atividade fisica ou
outros fatores do estilo de vida durante todo o periodo de intervencdo. Os resultados mostraram
efeitos potenciais do probidtico B. lactis no controle da obesidade, dos lipidios sanguineos e
alguns marcadores inflamatorios, o que pode vir a reduzir o risco cardiovascular em pacientes
com SM.

A cepa (LMG 27352) espécie Lactococcus lactis (L. lactis) (figura 2), é uma espécie de
bacteria lactica homofermentativa, que produz acido lactico apenas a partir de aglcares. Essa
espécie tem sido amplamente utilizada na producéo de leitelho, queijo e outros produtos, em
razdo de sua producdo de vérias bacteriocinas como nisina, lactococcina e diacetina. Com base
em sua atividade antibacteriana, a cepa (LMG 27352) também foi investigada como um inibidor
de outras bactérias (NISHIYAMA et al., 2018)
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Figura 2 - Lactococcus lactis

Fonte: “Disponivel: https://web.mst.edu/~microbio/BIO221 2009 lactis.ht Acesso em: 20 nov 2020.

Estudos relataram que algumas bactérias do acido lactico liberam peptideos com
potencial anti-hipertensivo durante o processo de fermentagdo do leite (KORHONEN;
PIHLANTO, 2006). Este fato ocorre por acao destes peptideos ao inibirem a enzima conversora
de angiotensina (ECA), que impede a formacdo de angiotensina Il, um potente vasoconstritor
(BELTRAN-BARRIENTOS et al., 2018).

Desta forma, estudos confirmaram que a partir de condicGes de fermentacéo as cepas
de L. lactis, que possuem atividade proteolitica, foram capazes de liberar varios novos peptideos
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina | (ECA) em leites fermentados
(RODRIGUEZ-FIGUEROA et al., 2010, 2012). Em adicéo, este mesmo grupo, demonstrou
que as fracGes de soro de leites fermentados com L. lactis, reduziram a pressao arterial sistolica
e diastolica, afrequéncia cardiaca, e teve efeito hipolipidémico em ratos levemente hipertensos,
por trés semanas de intervencdo (RODRIGUEZ-FIGUEROA et al., 2013).

Outro trabalho em modelo animal, apontou que a administracdo oral do probidtico L.
lactis, por quatro dias consecutivos, modulou a resposta imunolodgica levando a uma redugédo
da inflamacdo e aumento da producdo de citocinas anti-inflamatérias em camundongos
(REZENDE et al., 2013).

No entanto, poucos trabalhos com humanos foram realizados com esta cepa (LMG
27352) de forma isolada, estando na maioria das vezes combinada com outras extirpes
bacterianas. Um ensaio clinico avaliando os efeitos do leite fermentado contendo somente a
cepa L. lactis sobre os pardmetros pressoricos em 36 individuos pré-hipertensos durante oito
semanas, revelou que em cinco semanas de tratamento a pressao arterial sistolica e diast6lica
do grupo suplementado foram menores que as do grupo controle. Além disso, os niveis de TG,
CT e LDL-c também foram menores no grupo tratado em relacdo ao placebo. Deste modo, 0

leite fermentado com L. lactis atenuou a pressdo arterial e melhorou os niveis de colesterol em
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individuos pré-hipertensos, confirmando seus achados anteriores em animais (BELTRAN-
BARRIENTOS et al., 2018).

Ainda com o objetivo de esclarecer os efeitos da cepa L. lactis, foi realizado um estudo
duplo-cego e controlado, com um iogurte fermentado com as cepas L. lactis e B. lactis, que
analisou os parametros da sindrome metabdlica e de imunidade, em 76 voluntarios durante oito
semanas. Entre os itens testados, o LDL-c diminuiu significativamente, o que
consequentemente diminuiu o valor do CT e a relagdo LDL / HDL-c. Por outro lado, a
suplementacéo Unica da cepa B. lactis ou combinada com a cepa Lactobacillus acidophilus néo
mostrou qualquer efeito hipocolesterolémico em dois ensaios clinicos randomizados de
controle anteriormente. Portanto, acredita-se que os efeitos observados neste estudo tenham
sido causados pela cepa L. lactis sozinha ou sua combinagdo com a cepa B. lactis
(NISHIYAMA et al., 2018).

Assim, uma base de evidéncias vem crescendo e apoiando cada vez mais o0 uso de
probidticos devido a variedade de beneficios que tem proporcionado a saude. Mais de 25
doencas ou condicdes de saude ja foram associadas a microbiota intestinal, indo muito além da
salde gastrointestinal, como as doencas auto-imunes, salide emocional, e também nas
estratégias de tratamento da obesidade. No entanto, sabe-se que os efeitos clinicos dos
probidticos dependem de muitos fatores, incluindo as espécies e a cepa do probiotico, em que
cepas diferentes da mesma espécie podem produzir resultados clinicos heterogéneos (PARKER
etal., 2018).

Nesse sentido, os esforcos relacionados a recomendacdo de probidticos devem se
concentrar na identificacdo de novas linhagens, como possiveis terapias da obesidade, incluindo
i) aprimoramento das estratégias de producgdo de probioticos, ii) conhecimento detalhado das
interacOes entre microbiota intestinal e probidtico-hospedeiro, iii) padronizacdo, tanto quanto
possivel, da dosagem probidtica e duracdo do tratamento, iv) considerar efeitos fisicos
potenciais de cada individuo (idade, sexo e origem genética) na eficacia do tratamento (CERDO
etal., 2019).

Diante do exposto, 0 presente projeto visou estudar os efeitos terapéuticos e
moduladores da cepa probidtica (LMG 27352) Lactococcus lactis, sobre as alteragdes

cardiometabdlicas em individuos com obesidade.
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3 MATERIAIS E METODOS

3. 1 Protocolo e populagdo de estudo

Trata-se de um ensaio clinico randomizado, prospectivo, com cegamento triplo e
controlado por placebo. O protocolo foi desenvolvido com os pacientes do CEM (Centro de
Especialidades Médicas) do municipio de Trés Cora¢fes-MG, no setor de nutricdo deste
ambulatério. O recrutamento ocorreu entre novembro e dezembro de 2019, e as visitas clinicas
aconteceram de janeiro a maio de 2020 (periodo que atingiu o isolamento social da pandemia
de COVID-19). A divulgacao do estudo aconteceu por meio de cartazes afixados em locais de
facil acesso do CEM, bem como da abordagem de pacientes que aguardavam para 0
atendimento médico.

Os pacientes que concordaram em participar do estudo e se enquadraram nos critérios
de incluséo, deram seu consentimento por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE), posteriormente, foram orientados a respeito de seus direitos, riscos e
beneficios.

O presente estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Lavras sob o parecer de n° 3.663.305.

Os participantes foram primeiramente pareados por sexo e IMC e randomizados usando
um gerador de numeros aleatorios computadorizado, e alocados em dois grupos: i) placebo
(controle) ou ii) suplementado (tratamento). Um pesquisador independente alocou 0s nimeros
de randomizacdo e forneceu a lista de randomizacao aos responsaveis pela manipulacdo das
capsulas. Estavam cegos todos os participantes, o pesquisador e também o responsavel pelas
andlises estatisticas, em que o codigo de cegamento foi fornecido aos investigadores somente
apos a conclusao das anélises estatisticas.

Antes do inicio da suplementacéo, os participantes foram avaliados na primeira visita
(linha de base), em que foram coletadas as medidas antropométricas, feita a avaliacdo da
composigdo corporal (Bioimpedancia elétrica), aplicado o recordatorio alimentar de 24 horas,

e também realizada a coleta das amostras bioquimicas.
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3.2 Assuntos

A adesdo ao tratamento foi avaliada por meio das visitas agendadas regularmente a cada
15 dias e pela contagem de capsulas devolvidas nos frascos. Também foi criado um grupo por
meio das redes sociais (WhatsApp) para facilitar a comunicacdo do pesquisador com 0s
voluntarios, onde os mesmos eram lembrados das datas de visitas e avaliagBes, dos exames, da
devolucdo dos frascos, esclarecimento de duvidas pertinentes, e ainda, para lembréa-los da
tomada diaria do probidtico. Todos os participantes foram convidados a participar de uma
palestra no inicio do protocolo, que foram abordados os seguintes topicos: a importancia da
microbiota intestinal na saude e/ ou doenca, e os beneficios de um modo geral do uso de
probidticos.

Para a selecdo dos participantes foram adotados os seguintes critérios:

(i) Critérios de inclusdo: ter idade > 20 e < 60 anos, Indice de Massa Corporal ( IMC)
de 30,0 a 39,9 Kg/m2 (WHO, 1995), e apresentar circunferéncia da cintura elevada sendo: >
102 cm para homens e > 88 cm para mulheres (WHO, 1998), e ainda, deveriam apresentar
algum tipo de alteracdo metabdlica associada a obesidade como: pressdo arterial > 130 mmHg
(sistdlica) ou > 85 mmHg (diastolica), ou em tratamento com droga anti-hipertensiva em um
paciente com histérico de hipertensdo; triglicerideos > 150 mg/dL, ou no tratamento
medicamentoso para triglicerideos elevados; HDL-c < 40 mg / dL para homens, e <50 mg /
dL para mulheres, ou em uso de medicamento para niveis baixos de HDL-c; Glicemia > 100
mg/dL, ou em tratamento com farmacos para hiperglicemia (GRUNDY et al., 2004). Também
deveriam aceitar o TCLE e ser capaz de seguir o protocolo do estudo para participarem.

(ii) Critérios de ndo inclusdo: IMC > 40,0 kg/m?, e uso de grandes doses de probioticos
comerciais consumidos nos ultimos 06 meses (> a 10® UFC- unidades formadoras de col6nia/
dia), que se inclui comprimidos, capsulas, pastilhas, gomas de mascar ou pd nos quais o
probidtico € um componente primario (0 uso deveria ser descontinuado e evitado por um més
antes do inicio do estudo). O consumo dietético de alimentos fermentados como leites, bebidas

ou iogurtes ndo se aplicaram nos critérios de ndo incluséo dos participantes.
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3.3 Suplementacéo probidtica nos grupos

A amostra total foi de 52 voluntarios, os eleitos apds a randomizacdo receberam: (i)
placebo - capsulas com 20mg de celulose (n = 26) e (ii) probidtico - cdpsulas com 20 mg com
a cepa probidtica (LMG 27352), espécie Lactococcus lactis a uma concentragdo de 2x10°
UFC/dia (n = 26).

A cepa probidtica foi cedida pela empresa Coana Importacdo e Exportacdo Ltda -
Floriandpolis-SC, sendo a manipulacdo das cépsulas realizada pela farmacia Néctar-Trés
Coragbes-MG, em que 0os microrganismos (cepa probidtica) estavam na forma liofilizados, e
juntamente com o placebo foram submetidos ao encapsulamento na forma vegetal, de modo
gue ambas as capsulas se apresentaram de maneira idéntica.

Os participantes foram instruidos a ingerir uma capsula diariamente do probidtico ou
placebo antes do café da manh4, e a manter suas dietas usuais, nivel de atividade fisica ou outros
fatores de estilo de vida habituais ao longo do periodo de intervencdo. Também foram
orientados que nao seria necessario acondicionar os frascos da suplementacéo em geladeira, no
entanto, deveriam evitar guarda-los em locais abafados ou sob a incidéncia direta do calor.

Os voluntéarios receberam tratamento pelo periodo total de 90 dias, e foram solicitados
a retornar ao CEM quinzenalmente para receber as céapsulas e devolucdo dos frascos ja
consumidos, e durante as visitas todos foram reavaliados quanto a antropometria, conforme

apresentado na (Figura 3).



Figura 3 - Fluxograma das avaliagdes.
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Fonte: Da autora (2021).
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3.4 Andlise antropomeétrica, de composi¢do corporal e consumo alimentar

A avaliacdo antropométrica foi realizada no inicio (linha de base), e durante as visitas
da intervencdo. Foram adotados os seguintes métodos nas aferi¢des: peso (Kg), estatura (cm),
calculo do IMC (Kg/m?), circunferéncia de cintura (CC) e circunferéncia de quadril (CQ),
ambas em centimetros. Para obtencdo do peso e estatura foi utilizada a balanca digital modelo
(New Balmak BK), com capacidade para 200 kg com estadiémetro acoplado. O peso foi aferido
com 0s voluntarios no centro do equipamento, com uso de roupas leves e descalgos, eretos, e
com pés juntos e bracos estendidos ao longo do corpo. A altura foi medida sem sapatos e com
a cabeca livre de aderecos, no centro do equipamento, com individuos eretos e com bracos
estendidos ao longo do corpo, e com a cabeca erguida, olhando para frente. A CC foi medida
na linha natural da cintura, no ponto médio entre a Gltima costela e a crista iliaca, e a CQ medida
pelo maior perimetro entre a cintura e a coxa, com o0s voluntérios usando roupas finas. Para
aferir a circunferéncia da cintura e quadril foi utilizada uma fita inelastica (BRASIL, 2011).

A composicdo corporal foi analisada por bioimpedancia elétrica (BIA), modelo
BIODYNAMICS 310 (versdo 8.01), em que foi mensurada a massa magra (Kg) e adiposa
(massa gorda) em Kg e percentual, e o volume total de &gua corporal dos voluntarios no
momento inicial e ao final da intervencgéo.

Conforme as orientagcdes do fabricante do equipamento utilizado para a avaliacdo por
BIA, os voluntérios foram orientados a seguir um protocolo no dia anterior ao exame, sendo
necessario:

* Ingestdo de 1,5 a 2 litros de 4gua no dia anterior ao teste;

» Nio realizar exercicios fisicos nas 24h antecedentes;

* Nao ingerir dlcool e alimentos cafeinados (café, cha, chocolate) 24h antes;

* Estar em jejum de 4h.

O consumo alimentar foi avaliado por meio da aplicacéo de recordatério alimentar de
24hs que foi aplicado nos seguintes momentos: (i) inicio, (ii) 45 dias e (iii) ao final da
intervencao.

Nos recordatorios alimentares, foram registrados todos os tipos de alimentos
consumidos pelos participantes na véspera da avaliacdo. Os voluntarios foram orientados a
relatar seu consumo em medidas caseiras e ao final de cada coleta, foi conferido junto aos
mesmos, se as informacdes registradas estavam corretas. Apds a coleta dos dados, foi realizada

uma padronizacdo dos recordatorios, na qual os alimentos foram convertidos em gramas e
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mililitros para as analises, baseado na Tabela para Avaliacdo do Consumo em Medidas Caseiras
(PINHEIRO et al., 2008), e na Tabelas de Composicdo Nutricional dos Alimentos Consumidos
no Brasil (IBGE, 2011), e seguindo as orienta¢cbes do Manual de Criticas de Inquéritos
Alimentares (CASTRO, 2013), em que foi adotado:

« Adicionar a todos os recordatorios uma colher sopa (8grs.) de 6leo de soja, para cada
refeicdo (almoco e jantar);

* Adicionar um fio de azeite de oliva (0,5 mL), e uma pitada de sal (0,35 grs.), em saladas
cruas quando néo especificado os temperos utilizados;

* Para os legumes foi considerado como cozido quando néo especificado a forma de
preparo.

A composic¢do nutricional da dieta foi avaliada pelo Software Dietpro clinico versdo 5.1,
gue quantificou o consumo energeético, dos macronutrientes e fibras presentes na dieta dos

voluntarios.

3.5 Analises bioquimicas

Os participantes foram submetidos a analises laboratoriais na linha de base, e 90 dias
apos os tratamentos. As amostras de sangue foram coletadas pela manhd, apds jejum noturno
de 12 horas, no laboratdrio publico (prefeitura municipal) ou particulares da cidade. O custeio
dos exames realizados em rede particular foi financiado pelos proprios voluntarios que fizeram
esta opcao.

Foram avaliados os seguintes parametros bioquimicos: hemograma completo, glicose,
colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL-c), lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c), lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL-c), triacilglicerois (TGs), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutariltransferase (GGT),
hemoglobina glicada, insulina e realizado o célculo do Homa-IR utilizando-se a equagéo 1,
conforme descrito por MATTHEWS et al. (1985).

Homa- IR= Glicose jejum (mmol/L) x Insulina jejum (uU/mL) + 22,5 @
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3.6 Calculo amostral e métodos estatisticos

O calculo amostral foi realizado de acordo com trabalhos similares, adotando-se um
nivel de significancia de 5%, poder estatistico de 0,8 e tamanho do efeito mediano de 0,4
(BERNINI et al., 2016). Foi necessario o recrutamento de uma amostra total de 52 individuos,
sendo 26 por grupo. Os participantes foram divididos em grupo controle (n = 26) e grupo
tratamento (n = 26).

Inicialmente todos dados foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel
(Microsoft, EUA). Em sequéncia, a normalidade dos dados foi testada por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov, em que as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram
transformadas em logaritmo (Log10) para realizacdo das analises.

Para comparar as diferencas entre os grupos no momento inicial foi utilizado o teste T
de Student para amostras independentes. Foi utilizado o teste Anova para medidas repetidas por
GLM, para identificacdo de efeitos da intervencdo proposta. Os dados foram apresentados em
valores de média * desvio padréo (DP).

De acordo com as caracteristicas do GLM, foram comparadas as médias de cada grupo
com ele mesmo em momentos distintos (inicial e final), analise intragrupo. De forma
complementar, foram realizadas comparacdes entre os diferentes grupos (controle e tratado)
nos momentos distintos (inicial e final), analise intergrupos. Desta maneira, mostrando um
aumento na possibilidade de encontrar variaces da interacdo entre Tempo x Grupo (T x G),
considerados efeitos estatisticamente significativos da intervencao.

Para as analises foi utilizado o software SPSS (versdo 20.0), com adogdo do nivel de

significancia de 5% (p<0,05) para todos os testes estatisticos.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da amostra

Foram incluidos 52 participantes no estudo, sendo 41 do sexo feminino (78,8 %) e 11
do masculino (21,2%), e apds a randomizagdo dos grupos, 26 participantes receberam o
tratamento com L. lactis e os outros 26 receberam o placebo, sendo que cinco individuos
desistiram em decorréncia das restricdes impostas pela pandemia de COVID 19.

A Tabela 1 monstra as caracteristicas dos participantes no momento inicial do estudo
(t0). Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre 0s grupos em
relacdo a idade e caracteristicas antropométricas como o peso corporal, IMC e circunferéncias

de cintura e quadril.

Tabela 1 - Caracteristicas iniciais dos grupos tratado e controle.

Variavel Todos  Grupo: Tratado Grupo: Controle p
(média = DP) (média = DP)
Idade 45,4+8,2 44,6+8,8 46,1+7,6 0,513
Peso (Kg)  90,2+12,4 89,4+12.4 91,1+12,6 0,611
IMC (Kg/m?)  34,2+2,7 34,2428 34,142,7 0,942
CC (cm) 107,5+£9,0 106,5+9,7 108,6+8,3 0,391
CQ (cm) 116,4+7,7 117,3+9,05 115,6+6,2 0,426

Valores apresentados em média + DP: IMC= indice de massa corporal;
CC= circunferéncia da cintura; CQ= circunferéncia do quadril.
Teste T de Student para amostras independentes. *(p<0,05).

Fonte: Da autora (2021).

4.2 Variaveis antropométricas

A Tabela 2 apresenta o efeito da intervencdo sobre as varidveis antropometricas
estudadas.

Foi observado um efeito aleatorio para a variavel circunferéncia de cintura (p<0,05) ao
longo do tempo, ou seja, sem efeitos da intervencdo, que € somente a interagao entre Tempo X
Grupos (T x G). Nao foram encontrados resultados estatisticamente significativos para as

demais variaveis analisadas.



32

Tabela 2 - Varidveis antropométricas dos grupos tratado e controle antes e ap6s intervengéo.

Grupo: Tratado Grupo: Controle p

Variavel Inicial Final Inicial Final Tempo Grupo TxG

Peso (kg) 89,4+12,4 89,6+118 91,1+12,6 852+12,3 0333 0,735 0,132

IMC (kg/m?) 34.2+2,8 343+27 341+27 33,8+27 0407 0,688 0,132

CC(cm)  106,5+9,7 105,9+8,6 108,6+8,3 106,9+6,8 0,025* 0,452 0,480

CQ(cm)  117,3#9,0 117,6+8,3 115,646,2 1145+73 0,395 0,262 0,175

Valores apresentados em média + DP: IMC= indice de massa corporal; CC= circunferéncia da
cintura; CQ= circunferéncia do quadril. Anova para medidas repetidas, GLM.
T x G (interagdo tempo x grupo) *(p<0,05).

Fonte: Da autora (2021).

4.3 Composicéo corporal

A avaliagdo da composigao corporal foi realizada por método de bioimpedancia elétrica
(BIODYNAMICS 310), com a qual obtivemos medidas de massa livre de gordura (Kg), massa
gorda (kg e %) e volume de agua corporal total.

Foi observado um efeito do tempo sobre as varidveis de MM (kg) e dgua na massa
magra (AMM). Para as demais varidveis ndo foram encontrados resultados estatisticamente
significativos da intervencdo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Composicdo corporal dos grupos tratado e controle antes e apds intervencéo.
Grupo: Tratado Grupo: Controle p

Variavel Inicial  Final Inicial Final Tempo Grupo TxG

Bioresisténcia 483,1  485,9 474,4 4894 0,775 0,716 0,363
+62,2 +106,6 64,9 +71,5

Reactancia 59,3 58,6 57,7 584 0,331 0,283 0,366
16,9 +7,4 8,7 19,2

MM (kg) 55,9 55,0 57,4+ 57,0 0,031 0,519 0,539
+9,8 +8,3 10,1 +10,6

MG (Kg) 33,4 34,0 33,6 33,1 0,863 0,903 0,122
16,5 16,3 15,4 5,5

MG (%) 3746 3825 37,10 3697 0,340 0,581 0,088
+5,19 #4091 +4,61 5,39

ACT (L) 40,60 39,69 41,98 41,78 0,116 0,448 0,443
+8,15 +650 +8,71  £9,06

AMM 72,00 71,83 72,00 7253 0,00~ 0,338 0,334
+2,60 +2,42 +2,60 2,76

Valores apresentados em média + DP: MM= Massa Magra; MG= Massa Gorda, ACT=

Agua Corporal Total e AMM= Agua na Massa Magra.

Anova para medidas repetidas, GLM. T x G (interagdo tempo X grupo) *(p<0,05).
Fonte: Da autora (2021).

4.4 Parametros bioquimicos

Os resultados encontrados das analises bioquimicas estdo descritos na Tabela 4. Foi
observado um efeito aleatorio, nas variaveis de perfil lipidico (CT, VLDL-c) e para a variavel
hemodinamica RDW, apenas em funcdo do tempo, ou seja, sem relacdo com a intervengao
proposta.

A anélise também mostrou um efeito do grupo (independente do tempo) sobre as
variaveis de perfil glicémico como glicose e hemoglobina glicada (HbAlc), e no marcador de
resisténcia a insulina (Homa-IR), todos maiores no grupo tratamento em relacdo ao grupo
placebo nos dois momentos.

Também foi observado o mesmo efeito na varidvel Transaminase Glutdmico
Oxalacética (TGO), um marcador da funcdo hepética, sendo maior no grupo tratamento em

ambos 0s momentos.
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A Unica varidvel em que foram observados efeitos estatisticamente significativos da

intervencdo (interacdo tempo vs grupo), foi para Triacilglicerdis plasmaticos (TG). O teste de

post-hoc demonstrou que houve um aumento dos TG no grupo tratado com o probidtico.

Tabela 4 - Varidveis bioquimicas dos grupos tratado e controle antes e apos intervencao.

Grupo: Tratado Grupo: Controle p
Variavel Inicial Final Inicial Final Tempo Grupo TxG
Glicose 116,9+69,8 111,6+36,9 92,1+14,8 96,3+199 0,468 0,060 0,593
HbAlc 6,3+1,9 6,22+1,4  5,65+0,5 5,5+0,5 0,465 0,058 0,665
Insulina 12,5+7,9 11,9459 11,146,3 9,7+6,0 0,649 0,211 0,252
Homa-IR 3,5%+2,6 3,25+1,8 2,515 2,3t14 0,893 0,048* 0,411
CT 194,3+52,6 205,1+44,2 188,9+29,4 195,7+34,4 0,046* 0,767 0,324
TG 135,4+104,5 164,1+83,9 138,7+69,5 127,5+83,8 0,449 0,189 0,010*
LDL-c 111,9+39,4 120,4+34,0 106,1+29,0 107,2+319 0,149 0,364 0,122
HDL-c 57,3+10,9  54,0+10,2 57,1+14,7 59,1+16,0 0,570 0,413 0,145
VLDL-c 24,2+12,6  30,7£15,0 25,8114 29,3x12,7 0,000 0,827 0,129
HM 4,6+0,4 4,840,61 4,8+0,6 27,8+62,6 0,065 0,064 0,069
HB 13,0+1,3 13,4+1,6 13,2415 13,3+1,8 0,076 0,859 0,061
HT 39,0+5,9 41,1445 40,5+3,9 40,7+5,0 0,152 0,558 0,110
VCM 87,1+4,8 86,2+5,6 84,1+8,1 83,4+8,8 0,075 0,124 0,977
HCM 28,3+2,1 28,120 27,329 27,3+3,3 0,294 0,224 0,778
CHCM 32,5+1,3 32,6+0,8 32,6+1,5 32,6+1,1 0,604 0,896 0,749
RDW 13,0£1,0 13,6+1,3  14,0£0,02 11,8453 0,000* 0,085 0,084
Leucdcitos  6218,5+ 6785,8+ 6438,5+ 6510,8+ 0,073 0,927 0,196
1568,3 1754,5 1396,6 1700,5
Plaguetas ~ 255384,6 ~ 266153,8  246576,9 245800,0 0,434 0439 0,378
+69131,2  £78090,5 +64573,8  +69382,4
TGO 24,9+10,5 22,8+7,2 19,345,5 19,746,9 0,590 0,012* 0,343
TGP 225+11,8 21,7#11,1  18,948,6 17,516,6 0,261 0,140 0,707
GGT 33,7¢28,1  30,8+12,3 31,3+12,6 31,5+157 0,989 0,930 0,870

Valores apresentados em média + DP: HbAlc = hemoglobina glicada; CT = colesterol total; TG =
triglicerideos; LDL-c = colesterol de lipoproteina de baixa densidade; HDL-c= colesterol de lipoproteina
de alta densidade; VLDL-c= lipoproteina de muita baixa densidade, HM= hemécias; HB=hemoglobina;
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HT= hematdcrito; VCM= valor corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM=
concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW= amplitude de distribui¢do dos eritrocitos;
TGO= Transaminase Hepatica Oxalacética; TGP= alanina aminotransferase; GGT= gama glutamil
transferase. Anova para medidas repetidas, GLM.
T x G (interagdo tempo X grupo) *(p<0,05).

Fonte: Da autora (2021).

4.5 Consumo alimentar

Durante todo o estudo, houve acompanhamento e avaliacdo do consumo alimentar dos
participantes com o objetivo de investigar uma possivel interferéncia da alimentacdo nos
resultados. A andlise foi feita por meio da aplicacdo de recordatério alimentar de 24h que foi
realizado em trés momentos, sendo: (i) no inicio, (ii) 45 dias e (iii) ao final do protocolo.

O valor calorico consumido pelos dois grupos foi semelhante durante todo o periodo de
estudo. Em relacdo a ingestdo dos macronutrientes, foi observado um aumento no consumo de
carboidratos (CHOS) ao longo da intervencdo, em ambos os grupos (Tabela 5).

Também observamos em nossos resultados que a dieta dos voluntarios estava
hiperprotéica no momento inicial do estudo. As andlises demonstraram que ocorreu uma
reducdo no consumo de proteinas entre 0s grupos ao longo do tempo da suplementacéo.

Em relagdo a ingestdo de gorduras, ndo encontramos diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos em nenhum dos momentos avaliados.

Ja o eletrdlito sodio (Na), apresentou resultado estatisticamente significativo, 0s
resultados mostraram um aumento no consumo do mesmo no grupo suplementado e redugéo
ao final no grupo placebo.

Em relacdo a quantidade de fibras consumidas pelos grupos, os resultados nédo
mostraram diferencas significativas, porém, estavam bem abaixo das necessidades diarias em

ambos o0s grupos, conforme demonstrado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Consumo alimentar dos grupos tratado e controle antes, durante e apds intervengao.

Grupo: Tratado Grupo: Controle p

Variavel Inicio Meio Final Inicio Meio Final Tempo Grupo TxG

Kcal 1488,4  1555,9 1517,1  1528,8 1488,8 1297,1 0,276 0,464 0,164
+577,6  +709,8 +454)6  +620,2 +433,1 +489,9

PTN (g) 1655 94,0 76,9 152,2 115,6 68,7 0,000 0,423 0,844
+81,0 +63,3 +41,6 +84,3 +54,6 +41,5

CHO (9) 66,7 141,9 165,3 88,3 116,1 142,4 0,000 0,709 0,048
+44,6 +94,7 +80,9 +56,8 +75,3 +75,1 *

LP (9) 67,2 63,9 69,3 61,7 61,7 51,2 0,420 0,066 0,229
+30,1 +28,0 +35,7 1246 240 #2215

Na (mg) 1485,7 1509,1+ 20956+ 1621,7 1672,9 1359,3 0,710 0,296 0,011

+830,9 1026,1 14542 +867,8 8218 8344 *
Fibras 11,8 17,0 16,0 133 155 132 0,134 0695 0,111
(@) +59  +10,6 +7,5 +84 66  +8,73

Valores apresentados em média + DP: Kcal= quilocalorias; PTN= proteina; CHO= carboidratos, LP=
Lipidios; Na= sédio. Anova para medidas repetidas, GLM.
T x G (interagdo tempo x grupo) *(p<0,05).

Fonte: Da autora (2021).
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5 DISCUSSAO

O presente projeto teve por objetivo estudar os possiveis efeitos da administracdo da
bactéria probiotica Lactococcus lactis (L. lactis) sobre pardmetros de risco cardiometabdlicos
associadas a obesidade. A hip6tese partiu de estudos em modelos animais que mostraram efeitos
antiinflamatdrios pelo uso de Lactococcus lactis (GOMES-SANTOS et al., 2012; BERNINI et
al., 2016). A cepa L. Lactis ja foi utilizada em alguns trabalhos, em modelos animais e humanos,
na forma isolada ou combinada a outras cepas e por diferentes tempos de intervencao
(REZENDE et al.,2013; FABERSANI et al., 2019, GOMES; HOFFMANN; MOTA, 2020).

Destacamos que o presente estudo foi o primeiro a utilizar a cepa probiédtica Lactococcus
Lactis (LMG 27352), na dosagem de 2x10° UFC/dia, na forma isolada em humanos. Neste
trabalho, avaliamos variaveis  antropométricas, de composicdo corporal e também os
pardmetros bioquimicos relacionados ao risco cardiovascular em individuos obesos. Conforme
determinacdo da legislacéo brasileira, é recomendado que a quantidade minima viavel para 0s
probioticos deve estar situada na faixa de 10% e 10° UFC na recomendacdo diaria do produto
pronto para o consumo (BRASIL, 2008). Desta forma, a suplementacdo com L. lactis na
dosagem de 2x10° UFC/dia, atendeu as recomendagdes da quantidade minima sugerida para
obtencdo dos beneficios com probidticos. Nosso grupo optou por ndo utilizar dosagens ainda
maiores, por receio de vir a comprometer a tolerancia intestinal dos voluntérios. Ainda,
priorizamos por desenvolver nosso estudo por 12 semanas, que comparado a outros que fizeram
em tempo menor, como garantia de que a suplementacdo por um tempo maior promoveria
resultados positivos.

Sabe-se que microbiota intestinal produz moléculas ativas de sinalizacdo que interagem
com o metabolismo do hospedeiro. (NEVES et al., 2015). Tem sido sugerido que este
mecanismo ocorra através da fermentacdo das fibras pela microbiota e consequente producédo
dos AGCCs, que interagem com os receptores acoplados a proteina G, e afetam a sensibilidade
a insulina em adipdcitos e 6rgdos periféricos, regulando assim o metabolismo energético
(GOMES et al., 2017). Portanto, tem sido relatado que uma possivel melhora na composi¢éo
corporal devido a administrac@o de probidticos, pode ocorrer em consequéncia da supressao do
FIAF no intestino, o que modula a producdo de AGCCs regulando o metabolismo energético
do hospedeiro (BACKHED et al., 2004).

Os resultados do presente estudo mostraram que a suplementacdo com L. lactis ndo

teve efeito sobre as variaveis antropométricas e parametros de composicao corporal analisados,
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ndo foram observadas alteragdes em resposta a suplementagdo proposta (Tabela 3). Os
resultados encontrados vdo na contramdo de alguns estudos que reportaram 0s potenciais
terapéuticos dos probidticos em modelar a composicdo da microbiota intestinal, e em
consequéncia, promover possiveis beneficios no controle do peso e reducéo da adiposidade
abdominal, contribuindo deste modo, para reducdo do risco cardiometabdlico em pessoas com
obesidade (BERNINI et al., 2016; GOMES et al, 2017; SZULINSKA et al., 2018). E ainda,
conforme estes resultados, deve-se considerar que a microbiota intestinal pode sofrer variacdes
de acordo com a ancestralidade geografica dos individuos, influenciando desta forma nos
resultados (LAU et al., 2019). Desta forma, um estudo que combinou dieta com suplementacéo
probidtica em mulheres adultas com excesso de peso por 08 semanas, que continha em uma de
suas cepas o probidtico L. lactis, mostrou reducdo da adiposidade abdominal, e aumento na
atividade das enzimas antioxidantes de maneira mais eficaz  no grupo tratamento (dieta
normocaldrica + suplementacédo probidtica) quando comparada com uma intervencédo dietética
isolada (GOMES et al., 2017). Esses achados quando comparados ao nosso estudo, revelam
que uso de probidticos quando associados a intervencdes dietéticas, podem promover efeitos
em relacdo a reducdo de gordura corporal, 0 que ndo aconteceu em nosso trabalho, em que
apenas avaliamos a dieta dos individuos, sem promover interferéncias na alimentacao.

Sabe-se que as interagdes entre a microbiota intestinal e o hospedeiro podem ocorrer em
muitos niveis, envolvendo vias de sinalizacdo complexas e uma série de biomoléculas derivadas
de micrébios que podem impactar locais distais do intestino, como por exemplo, o LPS gerado
pela microbiota (BOHAN et al., 2019). FABERSANI e colaboradores mostraram efeitos da
suplementacdo contendo a cepa L. lactis associada a intervengdes dietéticas com restricdo
calérica em modelo animal. O estudo analisou a composicdo da microbiota intestinal e os
parametros imunometabolicos e demonstrou que a cepa L. lactis possui efeitos potenciais na
modulacdo das alteragdes imunometabolicas associadas a obesidade (FABERSANI et
al.,2019).

Em relacdo a avaliagdo das varidveis bioguimicas, ndo foram encontrados efeitos da
suplementacdo com L. Lactis, exceto sobre os niveis de TG, que aumentou significativamente
no grupo tratado com L. Lactis (Tabela 4). Contudo, ndo conseguimos avaliar 0 metagenoma
intestinal de nossos voluntarios para avaliar possiveis efeitos nos parametros moleculares.

Um estudo com animais ligeiramente hipertensos mostrou efeito hipotensor e
hipolipemiante pelo uso do L lactis (RODRIGUEZ-FIGUEROA et al., 2013). E da mesma
forma, apesar dos resultados néo apresentarem impacto estatistico, BELTRAN-BARRIENTOS



39

e colaboradores (2018), identificaram condicdo similar em relacdo as alteracdes de perfil
lipidico, utilizando o mesmo suplemento em humanos por oito semanas. Por outro lado, um
estudo que combinou as cepas de L. lactis e Bifidobacterium lactis, mostrou efeitos
hipocolesterolémicos em humanos por oito semanas (NISHIYAMA et al., 2018). E na verdade,
nossos resultados contrariam estes achados, visto que os TG aumentaram de forma significativa.

SZULINSKA e colaboradores (2018) conduziram um estudo de 12 semanas com
mulheres obesas na po6s-menopausa utilizando suplemento probiotico multiespécies (contendo
nove estirpes), com diferentes dosagens. Os resultados apontaram uma reducdo significativa
nos niveis de glicose, insulina e Homa-IR, melhora no perfil lipidico, circunferéncia da cintura
e gordura visceral, e também na concentracdo de LPS nos grupos suplementados com dosagens
baixa ou alta. Nosso estudo utilizou apenas a cepa L. lactis de forma isolada, assim pensamos
que a melhora dos pardmetros observados no estudo de SZULINSKA possa ser atribuida ao
uso de cepas multiespécies.

A literatura tem embasando que ha diferencas nas necessidades fisiologicas e
nutricionais entre as comunidades bacterianas intestinais, em que certos tipos de dietas podem
promover o crescimento de certos membros especificos ou inibir outros (BOHAN et al., 2019).

Ao avaliarmos o consumo alimentar dos voluntarios, foi possivel identificar oscilacdes
importantes na alimentagdo que possam ter influenciado o crescimento da bactéria L. Lactis no
intestino. Ambos os grupos fizeram modificacbes na alimentacdo ao longo do tempo. O
consumo de carboidratos aumentou significativamente em ambos 0s grupos. Segundo a IOM,
Food and Nutrition Board (2003) a quantidade recomendada de CHOS na dieta deve estar entre
45-65% do total de calorias ingeridas. Encontramos no inicio da intervencdo um consumo de
17,92% de CHOS na dieta do grupo suplementado, seguida de 36,48% no segundo momento,
e ao término com 43,58%. Entretanto, apesar do consumo de CHOS ter aumentado ao longo da
intervencdo, a dieta estava em todos os momentos neste grupo abaixo das recomendagdes
vigentes para CHOS.

Em relacdo ao consumo de proteinas, foi observado que alimentagdo dos voluntarios
estava hiperprotéica no momento inicial, e ap6s, ambos 0s grupos diminuiram seu consumo ao
longo da intervencdo. De acordo com as recomendagfes vigentes, os individuos adultos
necessitam de uma ingestao de 0,89 de proteina/Kg de peso corporal, sendo que a recomendacéo
total de proteinas deve corresponder de 10-35% das calorias torais da dieta (IOM, 2003).
Destacamos que o0 grupo suplementado teve um consumo de proteico de  44,49% no inicio,

sequido de 24,16%, e ao final 20,28% em relacdo ao valor caldrico da dieta.
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Um aumento de gorduras na dieta altera substancialmente a composigéo da microbiota
intestinal. Animais alimentados com uma dieta rica em gordura (40 a 80% da ingestéo caldrica
total) exibem reducdes no nivel do filo Bacteroidetes e aumentos em Firmicutes e
Proteobactéria, o que esta relacionado a obesidade (GENTILE; WEIR, 2018). Estudos
mostram que a dieta rica em gorduras além de causar alteraces graves na microbiota intestinal,
promove a abundancia de LPS na corrente sanguinea que irdo danificar a interface intestinal, e
promover uma inflamagdo cronica de baixo grau no hospedeiro (SZULINSKA et al., 2018;
BOHAN et al., 2019; SIVAMARUTHI et al., 2019). Portanto, a disbiose entérica induzida por
dieta pode ser responsavel por obesidade, resisténcia a insulina, bem como inflamac&o local e
sisttmica (VALLIANOU et al.,, 2019). O consumo de lipidios dos voluntarios foi
sugestivamente maior no grupo probidtico, apesar de ndo encontrarmos diferenca
estatisticamente significativa. Conforme a Associacdo Americana do coracdo (AHA), as
recomendacdes de lipideos para um individuo saudavel devem ser em torno de 30% ou menos
do valor energético total (VET) (WAITZBERG, D. L., 2009). Encontramos para 0 consumo de
lipideos os percentuais de 40,67%, 36,96% e 41,13% do VET da dieta durante os trés momentos
avaliados respectivamente. Deste modo, supomos que estes percentuais elevados de lipideos na
dieta possam estar relacionados a falta de modificagdes no peso corporal, percentual de gordura
corporal e parametros bioquimicos avaliados.

Em relacéo ao sédio foi mostrado um aumentado significativo no consumo do mesmo
no grupo probidtico. Sendo a Al (ingestdo adequada) de sodio para adultos nesta faixa etaria de
1,3-1,5g/dia, para ambos os sexos (I0M, 2004). Este achado sinaliza um possivel aumento no
consumo de alimentos industrializados (processados e ultraprocessados) pelos voluntérios
durante o periodo da pandemia de COVID-19. Desta forma, foi mostrado os efeitos
hipertensivos de dietas com alto teor de sal em modelos animais e humanos, que sdo mediados
por niveis reduzidos do filo Lactobacillus, e por subsequentes aumentos nas células T auxiliares
17, pro-inflamatorias (GENTILE; WEIR, 2018). Assim, destacamos que o aumento no
consumo de sodio na dieta de nossos voluntarios possa ter impactado diretamente a microbiota
intestinal destes, e influenciado nos efeitos do probidtico na interface intestinal dos mesmaos.

A literatura tem demonstrado os efeitos benéficos das fibras sollveis prebidticas, que
através da metabolizacdo intestinal, modulam a composi¢cdo e/ou atividade da microbiota
intestinal, conferindo beneficios ao hospedeiro, como o0 aumento na produgdo de AGCC, dentre
eles butirato e propionato (QUIGLEY, 2019). De maneira geral, 0s prebioticos servem como

substratos para a maior parte dos microrganismos que compdem a microbiota intestinal
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(GOMES et al., 2017). Segundo o IOM, 2003 as recomendacOes para a ingestdo de fibras
sugerem o total de 38 g/dia para homens e 25g/dia para mulheres. Verificamos que nenhum dos
grupos atingiram as necessidades e/ ou quantidades suficientes para fornecer substrato para a
microbiota intestinal que é de 24 g/dia (MARUNGRUANG et al., 2018).

Desta forma, as fibras prebidticas sdo consideradas uma ferramenta nutricional para
promover a proliferacdo bacteriana no intestino delgado, para induzir a modificacdo da
microbiota intestinal e, assim, neutralizar o acimulo de massa gorda e disturbios metabdlicos
relacionados (DURANTI et al., 2017). No entanto, deve ser levado em consideragcdo, que
diferentes composi¢Oes de microbiota intestinal respondem de maneira diversa a diferentes
fontes de fibras fermentaveis (WANG et al., 2020).

A literatura tem mostrado que uma dieta rica em gorduras diminui a diversidade de
bactérias intestinais, particularmente aquelas envolvidas na producdo de AGCCs, enquanto que
dietas ricas em fibras tém a capacidade de reverter esse efeito (BOHAN et al., 2019). Um estudo
com intervencgéo de 8 semanas utilizando dieta com fibras alimentares de centeio, cevada, aveia,
frutas, legumes e grdos de soja mostrou melhora em uma série de marcadores de risco
cardiometabdlico em individuos com sobrepeso/obesidade (MARUNGRUANG et al., 2018).

Acreditamos que a baixa ingestdo de fibras associada ao alto consumo de gorduras
observada em nosso estudo, possa ter influenciado negativamente nos efeitos da cepa L. Lactis
sobre as variaveis avaliadas. Entretanto, é importante salientar que a avaliacdo da ingestao de
fibras soltveis foi um fator limitante em nosso estudo, devido ao fato de que ndo obtivemos
informagdes sobre os tipos de fibras consumidas (fermentaveis e ndo fermentéaveis). Analisar o
consumo de fibra soltvel seria de grande relevancia para nossos resultados, pois a auséncia das
fibras fermentaveis na dieta pode ter influenciado nos mecanismos de acdo do probidtico
dificultado seus efeitos.

Dentre as limitagcOes deste estudo destacamos que (i) ndo foi avaliada a composicao da
microbiota intestinal por meio de sequenciamento genético, (ii) ndo foi analisada a funcéo
imunoldgica, por meio de dosagens de citocinas séricas e/ou células T efetoras x reguladoras,
(iii) ndo houve controle dietético no consumo dos tipos de fibras exigidos para o crescimento
bacteriano, e (iv) o baixo tamanho amostral possa ter influenciado na falta de resultados

estaticamente significativos.
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6 CONCLUSAO

Podemos inferir que a suplementacdo com L. lactis utilizada no presente estudo néo teve
efeito modulador sobre os pardmetros de risco cardiometabdlicos, antropométricos e de
composicdo corporal em individuos com obesidade. Entretanto, é possivel que tais resultados
poderiam ser promissores usando uma dosagem maior de probioticos, associacdo de L. lactis a
outras cepas bacterianas, maior numero amostral e tempo de suplementacdo, fazendo
intervencdes dietéticas, ou ainda, todos estes fatores de forma conjunta. Em adi¢&o do exposto,
deve ser levado em conta a complexibilidade da microbiota intestinal, e os varios fatores

interferentes na mesma, como a dieta, estilo de vida, e as particularidades de cada individuo.
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ABSTRACT

Introduction: Changes in the intestinal microbiota (IM) play a prominent role in the
pathophysiology of obesity and metabolic diseases, however, the mechanisms involved are still
not fully described. Due to the increasing prevalence of obesity and its implications for 1M, this
study aimed to evaluate the effects of administering Lactococcus Lactis (LMG 27352) probiotic
on cardiometabolic risk variables in overweight/obese individuals. Methods: 52 adults who
met the inclusion criteria for high waist circumference and at least one cardiometabolic risk
factor associated with obesity, namely: blood pressure, triglycerides, blood glucose above their
respective references; HDL-c below its reference or under drug treatment. This is a randomized,
prospective, triple-blind, placebo-controlled 90-day clinical trial with a REBEC registry (Rbr-
9gxx9j). Volunteers were divided into two groups: placebo (PLA) or probiotic (PRO) (n=26
each) and evaluated through anthropometry, body composition, food consumption, and
laboratory analysis. Results: We found a significant change on triglycerides levels in the PRO
group (135.4mg/dL vs. 164.1mg/dL) (P=0.010). No significant effects were found on the other
variables. Regarding food consumption, there was a significant increase in carbohydrate intake
in both groups and sodium in the PRO group. Conclusion: Supplementation of Lactococcus
lactis (LMG 27352) without dietary control had no effects on laboratory, anthropometric and
body composition parameters used in this study, in the evaluated sample.

Keywords: Obesity. Cardiometabolic Risk Factors. Lactic acid bacteria. Lactoccocus lactis.
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INTRODUCAO

A obesidade é definida como o acuimulo anormal de gordura que pode ser prejudicial a
salde (1). Caracterizada pela elevacdo do risco ao desenvolvimento de doengas cronico
degenerativas como diabetes tipo 2, doengas cardiovasculares, doenca hepatica gordurosa ndo
alcdolica e certos tipos de cancer (2,3). Sua prevaléncia tem aumentado continuadamente, ja
sendo considerada uma pandemia pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (4).

A microbiota intestinal (MI) é definida como um 6érgdo totalmente integrado ao
hospedeiro, que desempenha papel importante em seu metabolismo, fisiologia, nutri¢cdo e
funcBes imunoldgicas (5). Estudos mostram que alterac6es na composicao e/ou estrutura da Ml
podem ter importantes repercussfes na salde ou doenca, € que a disbiose da MI tem sido
associada a obesidade e disfungdes metabdlicas relacionadas (6, 7, 8, 9).

Tem sido demonstrado que individuos obesos tém uma reducédo na diversidade e riqueza
da microbiota intestinal, com reducdo do filo Bacteroidetes e niveis mais altos de Firmicutes,
porém, ha muito a se debater sobre a MI de individuos saudaveis ou com obesidade (9,10,11).
Atualmente tem aumentado o interesse em pesquisas que investiguem o papel da M1 como fator
intermediario entre componentes ambientais e comportamentais, e a ocorréncia da obesidade e
dos disturbios metabdlicos entre os individuos, além do uso de probidticos na sua modulagéo
(1,12, 13).

Probidticos sdo micro-organismos vivos que conferem beneficios a salde dos
individuos quando administrados em doses suficientes. (14) Entre seus beneficios estdo:
modificaces da composi¢do da Ml, fortalecimento da barreira intestinal, adesdo competitiva a
mucosa, producdo de substancias antimicrobianas e modulacdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro (10,15, 16).

Diante da necessidade de promover o equilibrio da Ml de individuos com obesidade,
este estudo teve por objetivo investigar os efeitos da administracdo da bactéria probiotica
Lactococcus lactis (LMG 27352) nas varidveis de risco cardiometabolico associadas a

obesidade.
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MATERIAIS E METODOS

Protocolo de estudo

Trata-se de um ensaio clinico randomizado, prospectivo, triplo cego e controlado por
placebo. O protocolo foi desenvolvido no Centro de Especialidades Médicas (CEM), em Trés
Coracdes-MG- Brasil. O recrutamento foi entre novembro e dezembro de 2019, e as visitas
clinicas de janeiro a maio de 2020. A divulgacdo do estudo foi feita por meio de cartazes e
abordagem dos pacientes do CEM.

Os voluntéarios foram pareados por sexo e IMC e randomizados usando um gerador de
numeros aleatérios computadorizado, e alocados em dois grupos: i) placebo ou ii) tratamento.
Um pesquisador independente alocou os numeros de randomizacdo, e forneceu a lista aos
responsaveis pela manipulacdo das capsulas. Estavam cegos 0s participantes, pesquisador e
responsavel pelas analises, sendo o cddigo de cegamento fornecido ap6s a conclusdo das
analises.

Os individuos foram avaliados no inicio (t0), em que foram coletados os dados
antropométricos, as amostras bioquimicas, feita a avaliagdo da composi¢do corporal
(Bioimpedancia elétrica), e aplicado o recordatério alimentar de 24 h.

A adesdo ao tratamento foi avaliada pela contagem de capsulas devolvidas nos frascos
durante as visitas a cada 15 dias ao CEM. O pesquisador também manteve contato com o0s
voluntarios por meio do aplicativo WhatsApp, sendo criado um grupo para facilitar a
comunicacgédo entre os mesmos. Uma palestra foi realizada no t0 da intervencéo, que abordou
temas relacionados as fungdes da microbiota intestinal e sua relacdo com a saude/ ou doenca, e

os beneficios de um modo geral do uso dos probioticos.

Assuntos

Os que concordaram em participar do estudo e se enquadraram nos critérios de incluséo,
deram seu consentimento por escrito. Este estudo foi submetido ao Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos — REBEC (Rbr-9gxx9j).

Para a selecdo dos voluntarios foram adotados 0s seguintes critérios:

(i) inclusdo: ter idade > 20 e < 60 anos, Indice de Massa Corporal (IMC) de 30,0 a 39,9
Kg/mz2 (17), e apresentar circunferéncia da cintura elevada sendo: > 102 cm para homens e >
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88 cm para mulheres (18), e ainda, apresentar algum tipo de alteragdo metabolica associada a
obesidade como: pressdo arterial > 130 mmHg (sistolica) ou > 85 mmHg (diastélica), ou em
tratamento com droga anti-hipertensiva; triglicerideos > 150 mg/dL, ou ja em tratamento
medicamentoso; HDL-c < 40 mg / dL para homens, e <50 mg / dL para mulheres, ou em uso
de medicamento para niveis baixos de HDL-c; Glicemia > 100 mg/dL, ou em uso com farmacos
para hiperglicemia, e ser capaz de seguir o protocolo de estudo.

(ii) Critérios de ndo inclusdo: IMC > 40,0 kg/m?, e uso de grandes doses de probidticos
nos ultimos 06 meses (> a 10® UFC- unidades formadoras de colbnia/ dia), incluidos:
comprimidos, capsulas, pastilhas, gomas de mascar ou pd nos quais o probidtico é o
componente primario, seu uso deveria ser descontinuado e evitado por um més antes do inicio
do estudo. O consumo dietético de alimentos fermentados como leites, bebidas ou iogurtes ndo

se aplicaram.

Suplementacéo probidtica

Um total de 52 individuos foram eleitos, e apds a randomizacéo receberam: (i) placebo
- 20mg de celulose (n = 26) e (ii) probidtico - 20 mg de L. lactis (LMG 27352), com tensao
2x10° UFC/dia (n = 26).

A cepa probidtica foi cedida pela Coana Importacdo e Exportacdo Ltda - Florianopolis-
SC, e a manipulacdo das capsulas realizada pela farmacia Néctar-Trés CoracGes-MG. Os
microrganismos estavam na forma liofilizada, e juntamente com o placebo foram encapsulados
na forma vegetal, ambas as capsulas se apresentaram idénticas.

Os participantes foram instruidos a ingerir uma capsula do probidtico ou placebo
diariamente pela manhd, e a manter suas dietas usuais, nivel de atividade fisica ou outros fatores
de estilo de vida habitual ao longo da intervencdo. Foram orientados a ndo acondicionar o
probidtico em geladeira, porém, deveriam evitar locais fechados ou sob calor intenso.

Os voluntéarios receberam tratamento por 90 dias, e deveriam retornar quinzenalmente
para receber as capsulas e devolver os frascos ja consumidos. Nas visitas a antropometria foi

reavaliada, conforme mostrado (Figura 1).
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MES DE SEGUIMENTO 1 2 3
VISITAS CLINICAS 1 (n =52) 2 (n=51) 3 (n=50) 4 (n =49) 5(n =49) 6 (n =49)
v v
Antropometria (CC, CQ, Altura e peso),
p| Recordatorio 24h e Avaliacio |«
Bioimpedancia

= raliacd iais: Questiondrios: PR —
[ RANDOMIZACAO ] Avaliacdes laboratoriais AVALIACAO FINAL
I Avaliagdo bioquimica I Rec.24h
[ AVALIACAOINICIAL | » Avaliacdo estado nutricional: <

L Avaliagdo Antropometria (CC, CQ, Altura e peso)
1. Avaliagdo Bioimpedancia

_ Lactococous lactis LMG 27352, 1 capsula/dia P Caracterizacio da amostra
[ ] Placebo, 1capsula/dia

Antropometria, composi¢ao corporal e consumo alimentar

A avaliacdo antropométrica foi realizada no tO e durante todas as visitas. Foram
coletados o peso corporal (Kg), estatura (cm), circunferéncia da cintura (CQ) e circunferéncia
de quadril (CQ), ambas em centimetros, e feito calculo do IMC (Kg/m?2). Foi utilizada a balanca
digital (New Balmak) com estadidmetro acoplado para as avaliacGes de peso e estatura e fita
inelastica para a circunferéncia de cintura e quadril. O peso foi aferido com a aproximacéo de
0,1 kg e com uso de roupas leves, e altura foi medida sem sapatos com aproximacéo de 0,1 cm,
a CC foi medida com aproximacao de 0,1 cm na linha natural da cintura, no ponto médio entre
a Ultima costela e a crista iliaca, e a CQ medida pelo maior perimetro entre a cintura e a coxa
(19).

A composicdo corporal foi analisada por bioimpedancia elétrica (BIA), modelo
BIODYNAMICS 310, que mensurou a massa magra (Kg) e a massa gorda em Kg e percentual,
e 0 volume de &gua corporal total no t0 e final da intervencao.

Conforme as orientac¢Ges do fabricante, os participantes seguiram um protocolo no dia
anterior ao exame de BIA, devendo:

* Ingerir de 1,5-2 litros de 4gua no dia anterior;

» N4o realizar exercicios fisicos nas 24h antecedentes;

* Nao ingerir dlcool e alimentos cafeinados (café, cha, chocolate) 24h antes;
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» Fazer refeicdo leve antes do jejum de 4h.

O consumo alimentar foi avaliado por recordatério alimentar de 24h que foram
aplicados no t0 (i), com 45 dias (ii) e final do protocolo (iii).

Foram registrados nos recordatérios todos os alimentos com suas respectivas
quantidades consumidas na véspera da avaliagdo. O consumo foi registrado em medidas
caseiras, e ao final das avaliacdes, todas as informacdes foram conferidas. Para realizar as
analises dos recordatorios, estes foram padronizados e os alimentos convertidos em gramas e
mililitros. Foram utilizadas a Tabela de Avaliacdo do Consumo em Medidas Caseiras (20), e a
Tabela de Composic¢ao Nutricional dos Alimentos Consumidos no Brasil (21), e o Manual de
Criticas de Inquéritos Alimentares (22) para as padronizaces, e que foram adotados:

* Adicionar a todos os recordatdrios uma colher sopa (8grs.) de 6leo de soja, para cada
refeicdo (almoco e jantar);

* Adicionar um fio de azeite de oliva (0,5 mL), e uma pitada de sal (0,35 grs.), em saladas
quando néo especificado;

* Para os legumes quando ndo informado a forma de preparo, foi considerado como
cozido.
O Software Dietpro clinico foi utilizado para avaliar a composicao nutricional da dieta,

que quantificou o consumo energético, dos macronutrientes e de fibras.

Medic6es bioquimicas

Os individuos foram submetidos a analises laboratoriais no t0, e apds 90 dias de
tratamento. As amostras de sangue foram coletadas pela manha, apds jejum noturno de 12
horas, e as analises foram realizadas no laboratério municipal (publico), ou em rede particular
quando optado pelo participante, que financiou seus custos.

Foram avaliadas as analises bioguimicas: hemograma completo, glicose, colesterol total
(CT), lipoproteina de alta densidade (HDL-c), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c),
lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL-c), triacilglicerois (TGs), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutariltransferase (GGT),
hemoglobina glicada, insulina e realizado célculo do Homa-IR (Equagéo 1) (23).

Homa-IR= Glicose jejum (mmol/L) x Insulina jejum (uU/mL) + 22,5 (1)
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Calculo amostral e estatistica

Foi adotado nivel de significancia de 5%, poder estatistico de 0,8 e tamanho do efeito
mediano de 0,4 (24), sendo necessario uma amostra total de 52 individuos que foram divididos
em dois grupos: controle (n= 26) ou tratamento (n= 26).

Foi testada a normalidade dos dados por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, e as
variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram transformadas em logaritmo (Log10)
para as analises.

Para comparar as diferencas entre os grupos na linha de base foi utilizado o teste T de
Student para amostras independentes, e o teste Anova para medidas repetidas por GLM foi
usado para identificar os efeitos da intervencdo. Os dados foram apresentados em média +
desvio padréo (DP).

O software SPSS (versdo 20.0) foi utilizado para as analises, e foi adotado um nivel de
significancia de 5% (p<0,05) para todos os testes estatisticos.
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RESULTADOS

Caracterizacdo da amostra

Foram incluidos 52 participantes, sendo 11 homens (21,2%) e 41 mulheres (78,8 %),
apos randomizacdo dos grupos 26 receberam tratamento com L. lactis e 26 o placebo. Cinco
individuos desistiram devido as restri¢cfes impostas pela pandemia de COVID 109.

A Tabela 1 monstra as caracteristicas dos participantes no momento inicial do estudo
(t0). Nao foram encontradas diferencgas estatisticamente significativas entre 0s grupos em
relacdo a idade, e caracteristicas antropométricas como o peso corporal, IMC e circunferéncias

de cintura e quadril.

Tabela 1. Caracteristicas iniciais dos grupos tratado e controle.

Variavel Todos Grupo: Tratado Grupo: Controle p
(média = DP) (média = DP)

Idade 45,4+8,2 44,6+8,8 46,1+7,6 0,513

Peso (Kg)  90,2+124  89,4+12.4 91,1+12,6 0,611

IMC (Kg/m2) 34,2+2,7 34,2+2.8 34,127 0,942

CC (cm) 107,5¢9,0  106,5+9,7 108,6+8,3 0,391

CQ (cm) 116,4+7,7 117,3+9,05 115,6+6,2 0,426

Valores apresentados em média £ DP: IMC= indice de massa corporal; CC= circunferéncia
da cintura; CQ= circunferéncia do quadril.

Teste T de Student para amostras independentes.

*(p<0,05).

Variaveis antropométricas

A Tabela 2 apresenta o efeito da intervencdo sobre as variaveis antropometricas
estudadas.

Foi observado um efeito significativo (p<0,05), para a variavel circunferéncia de cintura
ao longo do tempo, ou seja, sem efeitos da intervencdo, que € somente a interacdo entre Tempo
x Grupos (T x G). Ndo foram encontrados resultados estatisticamente significativos para as

demais variaveis analisadas.



59

Tabela 2. Varidveis antropomeétricas dos grupos tratado e controle antes e apds intervencao.

Grupo: Tratado Grupo: Controle p

Variavel Inicial Final Inicial Final Tempo Grupo TxG

Peso (kg) 89,4+12,4 89,6+11,8 91,1+12,6 85,2+12,3 0,333 0,735 0,132

IMC (kg/m?) 34.2+2,8 343+27 341+27 33,827 0407 0688 0,132

CC (cm) 106,5+9,7 105,9+8,6 108,6+8,3 106,9+6,8 0,025* 0,452 0,480

CQ (cm) 117,3+9,0 117,6£8,3 115,6+6,2 114,5+7,3 0,395 0,262 0,175

Valores apresentados em média £ DP: IMC= indice de massa corporal; CC= circunferéncia da cintura; CQ=
circunferéncia do quadril. Anova para medidas repetidas, GLM.
T x G (interagdo tempo x grupo) *(p<0,05).

Composicao corporal

A avaliacdo da composicéao corporal foi realizada por bioimpedancia elétrica (BIA), que
foram obtidas as medidas de massa magra (Kg), massa gorda (kg e %) e volume de agua
corporal total.

Foi observado um efeito do tempo sobre as variaveis de MM (kg) e 4gua na massa
magra (AMM). Para as demais varidveis ndo foram encontrados resultados estatisticamente

significativos da intervencgéo (Tabela 3).
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Tabela 3. Composicdo corporal dos grupos tratado e controle antes e ap6s intervencao.
Grupo Tratado Grupo Controle p

Variavel Inicial Final Inicial Final Tempo Grupo TxG

Bioresisténcia 483,1 4859 4744 4894 0,775 0,716 0,363
+62,2 +106,6 64,9 +71,5

Reatancia 59,3 58,6 57,7 584 0,331 0,283 0,366
16,9 +7,4 8,7 9,2

MM (kg) 55,9 55,0 57,4+ 57,0 0,031* 0,519 0,539
19,8 +8,3 10,1 +10,6

MG (Kg) 33,4 34,0 33,6 33,1 0,863 0,903 0,122
+6,5 *6,3 5,4 5,5

MG (%) 37,46 38,25 37,10 36,97 0,340 0,581 0,088
5,19 +491 4061 +5,39

ACT (L) 40,60 39,69 41,98 41,78 0,116 0,448 0,443
+8,15 +6,50 8,71 19,06

AMM 72,00 7183 72,00 72,53 0,000 0,338 0,334

2,60 +242 260 +2,76

Valores apresentados em média £ DP: MM= Massa Magra, MG= Massa Gorda;
ACT= Agua Corporal Total; AMM= Agua na Massa Magra.

Anova para medidas repetidas, GLM.

T x G (interacdo tempo x grupo) *(p<0,05).

Parametros bioquimicos

Os resultados encontrados das analises bioquimicas estdo descritos na Tabela 4. Foi
observado um efeito aleatorio, nas variaveis de perfil lipidico (CT, VLDL-c) e para a variavel
hemodindmica RDW, apenas em funcdo do tempo, ou seja, sem relacdo com a intervengao
proposta.

A analise também demonstrou um efeito do grupo (independente do tempo) sobre as
variaveis glicose, hemoglobina glicada (HbAlc), e Homa-IR, todos maiores no grupo
tratamento em relagédo ao placebo nos dois momentos. Foi observado o mesmo efeito na
variavel Transaminase Glutamico Oxalacética (TGO), sendo maior no grupo tratamento em
ambos os momentos.

A Unica variavel em que foram observados efeitos estatisticamente significativos da

intervencgdo (interacdo tempo vs grupo), foi para Triacilglicerois plasméticos (TG). O teste de
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post-hoc demonstrou que houve um aumento dos TG no grupo tratado com o probiotico (Tabela

4).
Tabela 4. Varidveis bioguimicas dos grupos tratado e controle antes e apds intervencao.
Grupo: Tratado Grupo: Controle p
Variavel Inicial Final Inicial Final Tempo Grupo TxG
Glicose 116,9+69,8 111,6+36,9 92,1+14,8 96,3+19,9 0,468 0,060 0,593
HbAlc 6,319 6,22+1,4 5,65+0,5 5,5+0,5 0,465 0,058 0,665
Insulina 12,5+7,9 11,945,9 11,146,3 9,7+6,0 0,649 0,211 0,252
Homa-IR  3,5+2,6 3,25+1,8 2,515 2,3+1,4 0,893 0,048* 0,411
CT 194,3+52,6  205,1+44,2 188,9+294 195,7+34,4 0,046* 0,767 0,324
TG 135,4+104,5 164,1+83,9 138,7+69,5 127,5+83,8 0,449 0,189 0,010*
LDL-c 111,9+39,4 120,4+34,0 106,1+29,0 107,2+319 0,149 0,364 0,122
HDL-c 57,3+10,9 54,0+10,2 57,1+14,7 59,1+16,0 0,570 0,413 0,145
VLDL-c 24,2+12.,6 30,7¢15,0 25,8+114 29,3+12,7 0,000 0,827 0,129
HM 4,6+0,4 4,8+0,61  4,8+0,6 27,8+62,6 0,065 0,064 0,069
HB 13,0+1,3 13,4+1,6 13,2415 13,3£1,8 0,076 0,859 0,061
HT 39,0+5,9 41,1+4.5 40,5+3,9 40,7+5,0 0,152 0,558 0,110
VCM 87,1+4,8 86,215,6 84,1+8,1 83,418,8 0,075 0,124 0,977
HCM 28,321 28,1+2,0 27,3+2,9 27,3+3,3 0,294 0,224 0,778
CHCM 32,5+1,3 32,6+0,8  32,6+15 326+£1,1 0,604 0,896 0,749
RDW 13,0+1,0 13,6+1,3 14,0+0,02 11,8+5,3 0,000* 0,085 0,084
Leucdcitos 6218,5+ 6785,8+ 6438,5+ 6510,8+ 0,073 0,927 0,196
1568,3 1754,5 1396,6 1700,5
Plaguetas  255384,6 266153,8  246576,9  245800,0 0,434 0,439 0,378
+69131,2 +78090,5  +64573,8 1693824
TGO 24,9+10,5 22,8+7,2 19,345,5 19,746,9 0,590 0,012* 0,343
TGP 22,5+11,8 21,7+11,1  18,948,6 17,5%6,6 0,261 0,140 0,707
GGT 33,7+28,1  30,8+12,3 31,3+12,6 31,5+157 0,989 0,930 0,870

Valores apresentados em média + DP: CHCM= concentragdo de hemoglobina corpuscular média; CT = colesterol
total; GGT= gama glutamil transferase; HbAlc= hemoglobina glicada; HDL-c= colesterol de lipoproteina de alta
densidade; HB= hemoglobina; HCM= hemoglobina corpuscular média; HM= hemacias; HT= hematocrito; LDL-
¢ = colesterol de lipoproteina de baixa densidade; RDW= amplitude de distribuicdo dos eritrocitos; TG =
triglicerideos, TGO= Transaminase Hepatica Oxalacética; TGP= alanina aminotransferase; VCM= valor
corpuscular médio; VLDL-c= lipoproteina de muita baixa densidade.

Anova para medidas repetidas, GLM. T x G (interagdo tempo x grupo) *(p<0,05).
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Consumo alimentar

O consumo alimentar foi acompanhado durante o estudo com o objetivo de avaliar uma
possivel interferéncia da alimentacdo nos resultados. A analise foi feita por meio da aplicacéo
do recordatdrio alimentar de 24h que foi realizado no inicio (i), com 45 dias (ii) e ao final do
protocolo(iii).

O valor cal6rico consumido pelos grupos foi semelhante durante todo o periodo de
estudo. Em relacéo a ingestdo dos macronutrientes, foi observado um aumento no consumo de
carboidratos (CHOS) ao longo da intervencdo, em ambos os grupos (Tabela 5).

Também observamos nos resultados que a dieta dos voluntarios estava hiperprotéica no
inicio do estudo. As anélises demonstraram que ocorreu uma redugdo no consumo de proteinas
entre 0s grupos ao longo do tempo da suplementacéo.

Em relacdo a ingestdo de gorduras, ndo encontramos diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos em nenhum dos momentos avaliados.

Ja o eletrdlito s6dio (Na), apresentou resultado estatisticamente significativo, os
resultados mostraram um aumento no consumo do mesmo no grupo suplementado e reducéo
ao final no grupo placebo.

Abordando a quantidade de fibras consumidas pelos grupos, os resultados ndo se
mostraram significativos, porém, estavam abaixo das necessidades diarias em ambos os grupos,

conforme demostrado na Tabela 5.
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Tabela 5. Consumo alimentar dos grupos tratado e controle antes, durante e apds intervengao.

Grupo: Tratado Grupo: Controle p
Variavel Inicio Meio Final Inicio Meio Final Tempo Grupo TxG
Kcal 1488,4  1555,9 1517,1  1528,8 1488,8 1297,1 0,276 0,464 0,164
+577,6  £709,8 +454,6  +620,2 +433,1 +489,9
PTN (g) 1655 94,0 76,9 152,2 115,6 68,7 0,000 0,423 0,844
+81,0 +63,3 +41,6 +84,3 +54,6 +41,5
CHO (g) 66,7 1419 165,3 88,3 116,1  142,4 0,000 0,709 0,048
+44.6 +94,7 +80,9 +56,8 +75,3 75,1 *
LP () 67,2 63,9 69,3 61,7 61,7 51,2 0,420 0,066 0,229
+30,1 +28,0 +35,7 +24.6 +24,0 +21,5
Na(mg) 1485,7 1509,1+ 20956+ 1621,7 16729 1359,3 0,710 0,296 0,011
+830,9 1026,1 14542  +867,8 +821,8 8344 *
Fibras 11,8 17,0 16,0 13,3 15,5 13,2 0,134 0,695 0,111
(@) +5,9 +10,6 17,5 +8,4 +6,6 18,73

Valores apresentados em média + DP: Kcal= quilocalorias; PTN= proteina, CHO= carboidratos; LP= Lipidios;
Na= sodio. Anova para medidas repetidas, GLM.

T x G (interagdo tempo x grupo) *(p<0,05).
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DISCUSSAO

Este trabalho teve por objetivo estudar os possiveis efeitos da administracdo da bactéria
probiotica Lactococcus lactis (LMG 27352) sobre pardmetros de risco cardiometabdlicos
associados a obesidade. A hipotese partiu de estudos em modelos animais que mostraram
efeitos antiinflamatdrios pelo uso de L. lactis (24, 25). Esta cepa ja foi utilizada em alguns
trabalhos, em modelos animais e humanos, na forma isolada ou combinada a outras cepas e por
tempos diferentes de intervencao (26,27,28).

Destacamos ser este estudo o primeiro a utilizar a cepa L. lactis na dosagem de 2x10°
UFC/dia, na forma isolada em humanos. Foram avaliadas as variaveis antropomeétricas, de
composicdo corporal, e também os parametros biogquimicos relacionados ao risco
cardiovascular em individuos obesos. A legislacdo brasileira recomenda que a quantidade
minima vidvel para os probidticos deve estar situada entre 10 e 10° UFC/dia do produto pronto
para consumo (29). Desta forma, a suplementagéo na dosagem de 2x10° UFC/dia, atendeu as
recomendacdes da quantidade minima sugerida para obtencao dos beneficios com probi6ticos.
Foi optado por ndo utilizar dosagens maiores para evitar 0 comprometimento da tolerancia
intestinal dos voluntarios. Ainda, priorizamos por desenvolver nosso estudo por 12 semanas e
que, comparado a outros que fizeram em menor tempo, como garantia de que a suplementagéo
por um tempo maior promoveria resultados positivos (30,31, 32).

Sabe-se que a MI produz moléculas ativas de sinalizacdo que interagem com o
metabolismo do hospedeiro (33). Sugere-se um dos mecanismos envolvidos através da
fermentacdo das fibras pela microbiota e consequente producdo dos &cidos graxos de cadeia
curta (AGCCs), que interagem com os receptores acoplados a proteina G, e afetam a
sensibilidade a insulina em adipdcitos e 6rgdos periféricos, regulando assim o metabolismo
energético (2). Portanto, tem sido relatado que uma possivel melhora na composi¢do corporal
devido a administracdo de probioticos, pode ocorrer em consequéncia da supressao do fator
adiposo induzido pelo jejum (FIAF) no intestino, que modula a produgéo de AGCCs, regulando
assim o metabolismo energético do hospedeiro (34).

Nossos resultados mostraram que a suplementagdo com L. lactis nédo teve efeito sobre
as variaveis antropomeétricas e sobre os parametros de composigdo corporal (Tabela 3). Estes
resultados vao na contramao de alguns estudos que reportaram o0s potenciais terapéuticos dos
probidticos em modelar a composicdo da MI, e em consequéncia, promover possiveis

beneficios no controle do peso e reducdo da adiposidade abdominal (2,24,30). Desta forma,
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devemos considerar que a microbiota intestinal pode sofrer variagdes de acordo com a
ancestralidade geogréafica dos individuos, influenciando os resultados (6). Entretanto, um
estudo com mulheres adultas com excesso de peso/obesidade, que receberam uma
suplementacdo probidtica combinada por 08 semanas, contendo em uma de suas cepas O
probidtico L. lactis, mostrou reducdo da adiposidade abdominal, e aumento na atividade das
enzimas antioxidantes de maneira mais eficaz no grupo tratamento (dieta normocalérica +
suplementacéo probidtica) quando comparada com uma intervencdo dietética isolada (2).

Esses achados, quando comparados ao nosso estudo, revelam que o uso de probioticos
quando associados a intervencgdes dietéticas, podem promover efeitos em relacéo a reducdo de
gordura corporal, 0 que ndo aconteceu em nosso estudo, que apenas avaliamos a dieta.

Sabe-se que as interacdes entre a MI e o hospedeiro podem ocorrer em muitos niveis,
envolvendo vias de sinalizacdo complexas e uma série de biomoléculas derivadas de micrébios
que podem impactar locais distais do intestino, como o lipopolissacarideo (LPS) gerado pela
microbiota (35). FABERSANI e colaboradores mostraram efeitos da suplementagédo contendo
a cepa L. lactis associada a intervencges dietéticas com restricao calérica em modelo animal. O
estudo analisou a composicdo da microbiota e os parametros imunometabdlicos e demonstrou
que a cepa L. lactis possui efeitos potenciais na modulacdo das alteracGes imunometabdlicas
associadas a obesidade (27). Em relacdo a avaliacdo das varidveis bioquimicas, ndo foram
encontrados efeitos da suplementacdo com L. Lactis, exceto sobre os niveis de TG, que
aumentaram significativamente no grupo tratado com L. Lactis (Tabela 4). Contudo, nao
conseguimos avaliar o0 metagenoma intestinal dos voluntérios para avaliar possiveis efeitos nos
parametros moleculares.

Um estudo com animais ligeiramente hipertensos mostrou efeito hipotensor e
hipolipemiante pelo uso do L. lactis (36). Da mesma forma, apesar dos resultados néo
apresentarem impacto estatistico, BELTRAN-BARRIENTOS e colaboradores identificaram
condic&o similar em relacdo as alteracGes de perfil lipidico utilizando o mesmo suplemento em
humanos por oito semanas (37). Outro estudo que combinou as cepas de L. lactis e
Bifidobacterium lactis, mostrou efeitos hipocolesterolémicos em humanos por oito semanas
(38).

Por outro lado, SZULINSKA e colaboradores conduziram um estudo de 12 semanas
com mulheres obesas na pds-menopausa utilizando um probidtico multiespécies, com
diferentes dosagens. Os resultados apontaram uma reducdo significativa nos niveis de glicose,

insulina e Homa-IR, melhora no perfil lipidico, circunferéncia da cintura e gordura visceral, e
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também na concentracdo de LPS nos grupos suplementados com dosagens baixa ou alta (30).
Nosso estudo utilizou apenas a cepa L. lactis (LMG 27352) de forma isolada, assim pensamos
que a melhora dos pardmetros observados no estudo de SZULINSKA possa ser atribuida ao
uso de cepas multiespécies.

A literatura tem embasado que h& diferencas nas necessidades fisiologicas e
nutricionais entre as comunidades bacterianas intestinais, em que certos tipos de dietas podem
promover o crescimento de certos membros especificos ou inibir outros (35).

Avaliando o consumo alimentar dos voluntéarios, foi possivel identificar oscilacfes
importantes na alimentacdo, que possam ter influenciado o crescimento da bactéria L. Lactis no
intestino. Ambos os grupos modificaram a alimentacdo ao longo do tempo, e o consumo de
carboidratos aumentou significativamente em ambos os grupos. Segundo recomendacGes
vigentes a quantidade de carboidratos deve estar entre 45-65% do total de calorias ingeridas
(39). O consumo de lipidios, foi sugestivamente maior no grupo probidtico, apesar de ndo
encontrarmos diferenca estatistica. A Associagdo Americana do coracdo (AHA), recomenda o
consumo de lipideos em torno de 30% ou menos do valor energético total da dieta para
individuos saudaveis (40). Em relacdo ao consumo de proteinas, foi observado que alimentacédo
dos voluntarios estava hiperprotéica no inicio, apesar de ambos os grupos terem diminuido seu
consumo ao longo da intervencdo. As recomendagdes para 0 consumo de proteinas sugerem
0,89/Kg de peso corporal para adultos, correspondendo a um total de 10-35% do valor
energético da dieta (37).

Estudos mostram que uma dieta rica em gorduras além de alterar negativamente a Ml,
promove o0 aumento de LPS na corrente sanguinea, que aumenta a permeabilidade intestinal, e
ocasiona desta forma, a inflamacéo crénica de baixo grau no hospedeiro (30,35,41). Portanto,
a disbiose entérica induzida por dieta pode estar relacionada ao desenvolvimento da obesidade,
resisténcia a insulina, bem como inflamag&o local e sistémica (9).

Em relagéo ao sodio foi mostrado um aumentado significativo no consumo do eletrolito
no grupo probidtico. Sendo a Al (ingestdo adequada) de sodio para adultos nesta faixa etaria de
1,3-1,5¢/dia, para ambos 0s sexos (42). Estes achados sinalizam um possivel aumento no
consumo de alimentos industrializados (processados e ultraprocessados) pelos voluntarios
durante o periodo da pandemia de COVID-19. Desta forma, foi mostrado os efeitos
hipertensivos de dietas com alto teor de sal em modelos animais e humanos, que sdo mediados
por niveis reduzidos do filo Lactobacillus, e por subsequentes aumentos nas células T auxiliares

17, proé-inflamatorias (43). Um estudo com animais que receberem dieta controle ou
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suplementada com 4% de cloreto de sddio, mostrou nos resultados que as mudangas provocadas
na microbiota intestinal pelo consumo de uma dieta rica em sodio agiram induzindo a
inflamacéo intestinal e exacerbacéo da colite em camundongos (44). Assim, destacamos que
0 aumento no consumo de sodio na dieta de nossos voluntérios possa ter impactado diretamente
a microbiota intestinal destes, e influenciado nos efeitos do probidtico na interface intestinal
dos mesmos.

Verificando a quantidade de fibras consumida pelos grupos, observamos que nenhum
atingiu as necessidades diarias. E sugerida uma ingestdo de 38 g/dia de fibras para homens e
25g/dia para mulheres (37). E reconhecido que as fibras prebidticas servem como substratos
para a maior parte dos microrganismos que compdem a MI (2). Portanto, os prebidticos sao
considerados uma ferramenta nutricional que promove a proliferacdo bacteriana no intestino
delgado e induzem a modificacdo da microbiota e, assim, neutralizam o acumulo de massa
gorda e distUrbios metabdlicos relacionados (45).

A literatura tem mostrado que uma dieta rica em gorduras diminui a diversidade de
bactérias intestinais, particularmente aquelas envolvidas na producdo de AGCCs, enquanto que
dietas ricas em fibras tém a capacidade de reverter esse efeito (35). Um estudo de 8 semanas de
intervengdo utilizando uma dieta com fibras alimentares de centeio, cevada, aveia, frutas,
legumes e gréos de soja mostrou nos resultados melhora em uma série de marcadores de risco
cardiometabdlico em individuos com sobrepeso/obesidade (46).

Acreditamos que a baixa ingestdo de fibras associada ao alto consumo de gorduras e
sodio observada em nosso estudo, possa ter influenciado negativamente nos efeitos da cepa L.
Lactis sobre as varidveis avaliadas. Entretanto, é importante salientar que a avaliacdo da
ingestdo de fibras soltveis foi um fator limitante, pois ndo obtivemos informacdes sobre os
tipos de fibras consumidas (fermentaveis e ndo fermentaveis). Analisar o consumo de fibra
solivel seria de grande relevancia para nossos resultados, pois a auséncia das fibras
fermentaveis na dieta pode ter influenciado nos mecanismos de acdo do probiotico dificultado
seus efeitos.

Dentre as limitagdes deste estudo destacamos: (i) ndo avaliagdo da composi¢éo da Ml
por meio de sequenciamento genético, (ii) ndo analisada a fung@o imunologica, por meio de
dosagens de citocinas sericas e/ou células T efetoras x reguladoras, (iii) ndo houve controle
dietético no consumo dos tipos de fibras exigidos para o crescimento bacteriano, e (iv) o baixo
tamanho amostral que pode ter influéncia na auséncia de resultados estaticamente

significativos. Podemos inferir que a suplementagdo com L. lactis utilizada neste estudo ndo



68

teve efeito modulador sobre os pardmetros de risco cardiometabdlicos, antropométricos e de
composicao corporal em individuos com obesidade. Entretanto, é possivel que tais resultados
poderiam ser promissores usando uma dosagem maior de probioticos, ou da associacéo de L.
lactis a outras cepas bacterianas, ou por maior tempo de suplementacao e tamanho amostral, ou

por intervencgdes dietéticas, ou ainda, por todos estes fatores agindo de forma conjunta.
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

TITULO DO ESTUDO: Impacto da suplementacdo de probidticos nas alteracdes
metabdlicas associadas a obesidade.

PESQUISADORES: Andrezza Fernanda Santiago, Universidade Federal de Lavras (UFLA);
Camila Maria de Melo, Universidade Federal de Lavras (UFLA); Laura Cristina Jardim Porto
Pimenta, Universidade Federal de Lavras (UFLA); Isabela Coelho de Castro, Universidade
Federal de Lavras (UFLA); Ana Maria Caetano, Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG); Melissa Aparecida Morais, mestranda- Universidade Federal de Lavras (UFLA);
Yuri Bryann Ribeiro de Oliveira, estudante de graduacdo- Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

1- 0O QUE E ESTE DOCUMENTO?

Vocé esta sendo convidado (a) a participar deste estudo que sera realizado pela Universidade
Federal de Lavras. Este documento é chamado de “Termo de Consentimento Livre ¢
Esclarecido” e explica este estudo e qual sera a sua participagdo, caso vocé aceite o convite.
Este documento também fala os possiveis riscos e beneficios se vocé quiser participar, além de
dizer os seus direitos como participante de pesquisa. Apos analisar as informacdes deste Termo
de Consentimento e esclarecer todas as suas duvidas, vocé terd o conhecimento necessario para
tomar uma decisdo sobre sua participacdo ou ndo neste estudo. N&o tenha pressa para decidir.
Se for preciso, leve para a casa e leia este documento com os seus familiares ou outras pessoas
gue sao de sua confianca.

2 - POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

O objetivo deste trabalho ¢ identificar uma nova estratégia preventiva e/ou terapéutica para as
alteracdes metabdlicas associadas a obesidade, com o uso de probidticos como suplemento
alimentar e verificar seus resultados. Onde o uso dos mesmos pode vir a contribuir para a
implementacdo de novas estratégias e ou/ recomendacdes dietéticas para tentar reverter a
incidéncia do aparecimento das comorbidades associadas a obesidade atualmente.

3-0 QUE ESTE ESTUDO QUER SABER?

O presente projeto visa estudar os efeitos terapéuticos e moduladores da administracdo do uso
do probiodtico Lactococcus lactis no tratamento de alteragdes metabdlicas associadas a
obesidade, como os fatores envolvidos na sindrome metabolica.

4 - O QUE ACONTECERA COMIGO DURANTE O ESTUDO?

Seré realizada a avaliacdo da composicdo corporal através da aferi¢do de peso, altura, IMC,
circunferéncias de cintura e quadril e BIA (método bioimpedancia elétrica) para estimar a massa
muscular e adiposa. Serdo solicitados 0s exames bioquimicos de critério do estudo, hemograma,
glicemia de jejum, e insulina (para calculo do indice Roma), colesterol total e fracdes,
triglicérides, hemoglobina glicada e TGO, TGP e GGT. Também sera pedido para ser
respondido um questionario de frequéncia alimentar e sera feito o recordatorio alimentar a cada
avaliacdo do voluntério, a fim de conhecer melhor a alimentacdo destes. Serdo entregues aos
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voluntarios cépsulas contendo o probidtico ou placebo, que deverdo ser utilizadas por
aproximadamente 03 meses, tempo total do estudo. As capsulas de placebo serdo compostas
por celulose, uma fibra insolivel encontrada nos vegetais, inerte a saide humana. O uso do
placebo se justifica para avaliar o real efeito do probidtico.

5 - HAVERA ALGUM RISCO OU DESCONFORTO SE EU PARTICIPAR DO
ESTUDO?

Os riscos que serdo submetidos sdo relacionados as coletas dos dados como dor ou hematoma
apos coletar sangue ou constrangimento ao ser avaliado para aferir as medidas corporais. Para
minimizar possiveis desconfortos e riscos, os pesquisadores responsaveis pela coleta de sangue
serdo obrigatoriamente treinados e vestirdo jalecos e luvas (descartaveis). Todo material
utilizado serd estéril. Em relacdo aos desconfortos, pediremos sua autoriza¢do para cada
afericdo antropométrica e questionario aplicado, bem como estaremos esclarecendo a
necessidade e importancia de cada passo dado no projeto. Para evitar a ocorréncia de
hematomas apo6s coleta de sangue serdo passadas algumas orientacfes como: ndo se
movimentar muito durante a coleta de sangue para evitar qualquer erro no momento da puncao;
ndo é recomendavel massagear o local da picada, pois ao invés de ajudar a diminuir o
desconforto, ira facilitar o surgimento de hematomas na regido; pressionar por alguns minutos
o local perfurado e, caso a coleta de sangue tenha sido na dobra do brago, é recomendavel ndo
flexiona-lo. Em relacdo ao risco com o uso de probidticos, em alguns casos pode ocorrer
alteracdo da funcéo intestinal como constipa¢do ou diarreia, que podera ser corrigido através de
orientacdo alimentar.

6 - HAVERA ALGUM BENEFICIO PARA MIM SE EU PARTICIPAR DO ESTUDO?

Sim, pois com o uso do probidtico e possivel modulacdo da microbiota intestinal poderdo de
obtidos resultados satisfatorios tanto no controle de peso ou das comorbidades associadas a
obesidade. Varios estudos reportam que a manipulacédo da microbiota pode influenciar no ganho
ou perda de peso e na modulacdo das alteracGes metabdlicas e imunoldgicas associadas a
obesidade. Acreditamos que o desenvolvimento de tratamentos profilaticos e terapéuticos para
essa doenga, que ndo apresentem efeitos colaterais (como 0 que estamos propondo nesse
projeto), seja de grande importancia em termos de satde publica. Assim, acreditamos que 0
desenvolvimento desse projeto pode ter um impacto importante em médio prazo em um
problema grave de saude publica recente no pais.

7 - QUAIS SAO AS OUTRAS OPCOES SE EU NAO PARTICIPAR DO ESTUDO?
N&o participar do estudo.

8 - HAVERA ALGUM CUSTO PARA OS PARTICIPANTES?

N&o havera nenhum custo para os participantes da pesquisa.

9 - HA PREVISAO DE RESSARCIMENTO DE GASTOS?

A participacdo nesta pesquisa nao gera gastos para os voluntarios. O participante da pesquisa
recebera assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for necessario caso
seja comprovado danos decorrentes da pesquisa. Caso haja algum gasto por parte dos
voluntarios, o ressarcimento sera realizado de acordo com a resolucdo CNS 466/12.

10 - A PESQUISA PODE SER SUSPENSA?
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O estudo somente poderé ser suspenso ap6s a anuéncia do CEP e/ou da CONEP (se for o caso)
que aprovou a realizacdo da pesquisa, a menos que 0 encerramento se dé por razdes de
seguranca. Nesse caso, 0 estudo podera ser descontinuado sem prévia analise do CEP. Contudo,
0 pesquisador deve notificar o CEP e/ou a CONEP sobre a suspenséo definitiva do estudo.

11 - QUAIS OS CRITERIOS PARA SUSPENDER OU ENCERRAR A PESQUISA?

N&o hé riscos previsiveis para a suspensdo da pesquisa e a mesma sera encerrada quando as
informacdes necessarias forem obtidas.

12 - QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS SE EU QUISER PARTICIPAR DO ESTUDO?
Vocé tem direito a:

1) Receber as informages do estudo de forma clara;

2) Ter oportunidade de esclarecer todas as suas duvidas;

3) Ter o tempo que for necessario para decidir se quer ou ndo participar do estudo;

4) Ter liberdade para recusar a participacdo no estudo, e isto ndo trard qualquer de
problema para vocé;

5) Ter liberdade para desistir e se retirar do estudo a qualquer momento;

6) Ter assisténcia a tudo o que for necessério se ocorrer algum dano decorrente do estudo,
de forma gratuita, pelo tempo que for preciso;

7) Ter direito a reclamar indenizacédo se ocorrer algum dano decorrente do estudo;
8) Ter acesso aos resultados dos exames realizados durante o estudo, se for o caso;
9) Ter respeitado o seu anonimato (confidencialidade);

10)  Ter respeitada a sua vida privada (privacidade);

11)  Receber uma via deste documento, assinada e rubricada em todas as paginas por vocé e
pelo pesquisador;

12)  Ter liberdade para ndo responder perguntas que incomodem vocé.
13 - O QUE ACONTECERA COM O MATERIAL QUE FOR COLETADO DE MIM?

O material coletado, no caso sangue, sera utilizado para avaliar os exames bioquimicos
mencionados acima, como complemento do estudo para avalicdo do mesmo. N&o sera
armazenado nenhum material coletado para outros fins.

14-SEEUTIVER DUVIDAS SOBRE OS MEUS DIREITOS OU QUISER FAZER UMA
RECLAMACAO, COM QUEM EU FALO?

Fale diretamente com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Lavras. Este
comité é formado por pessoas que analisam a parte ética dos estudos e autorizam ele acontecer
ou ndo. Vocé pode entrar em contato com este Comité por telefone (35) 2142-2176, email:
comissao@etica.ufla.br ou carta: Universidade Federal de Lavras, Comissio de Etica, Prédio
da Reitoria — Campus Universitario, Caixa Postal 3037 — CEP 37200-000 — Lavras MG ou
pessoalmente.

15 - SE EU TIVER DUVIDAS SOBRE O ESTUDO, COM QUEM EU FALO?
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Fale diretamente com o pesquisador responsavel. Nome do pesquisador: Andrezza Fernanda
Santiago. Formas de contato: tel: (35) 38299781; email: andrezza.santiago@dnu.ufla.br.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu entendi o estudo. Tive a oportunidade de ler o Termo de Consentimento ou alguém leu para
mim. Tive 0 tempo necessario para pensar, fazer perguntas e falar a respeito do estudo com
outras pessoas. Autorizo a minha participacdo na pesquisa. Ao assinar este Termo de
Consentimento, ndo abro mao de nenhum dos meus direitos. Este documento sera assinado por
mim e pelo pesquisador, sendo todas as paginas rubricadas por nés dois. Uma via ficara comigo,
e outra com o pesquisador.

CAMPO DE ASSINATURA

Nome por extenso do participante da pesquisa Data Assinatura

representante legal

Nome por extenso do pesquisador Data Assinatura

Nome por extenso da testemunha imparcial Data Assinatura
(casos de analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia visual)

Universidade Federal de Lavras — Departamento de Nutrigédo

Av. Norte UFLA — Aquenta Sol, Lavras-MG, CEP 37200 000 Telefone: (35) 3829-4692




