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RESUMO

INTRODUGCAO: A obesidade é uma doenca pré-inflamatéria que pode alterar a microbiota
intestinal, o que contribui para o desequilibrio da imunidade inata e adquirida, lesGes endoteliais
e consequente aumento de risco de doencas cardiovasculares. OBJETIVO: Avaliar
biomarcadores inflamatérios e de permeabilidade intestinal em adolescentes obesos
comparados a adolescentes eutroficos e avaliar o efeito da intervengdo com simbidtico sobre
tais biomarcadores no grupo obeso. METODOS: Estudo clinico prospectivo, que estudou 18
adolescentes obesos e 20 adolescentes eutroficos. Foram realizadas as seguintes avaliagfes: 1)
Composicdo corporal: bioimpedancia (BIA) e IMC; 2) Marcador de inflamacdo: IL6; 3)
Avaliacdo de células imunes: linfécitos T CD4", linfécitos T reg e mondcitos; 4) Marcadores
de permeabilidade intestinal: Zonulina e Lipopolissacarideo (LPS). Os adolescentes obesos
receberam por sessenta dias o simbidtico Simbioflora®, o contetdo de 1 saché ao dia e foram
reavaliados novamente para 0s parametros descritos acima. RESULTADOS: Como esperado,
os adolescentes obesos apresentaram maior indice de massa de gordura, menor massa livre de
gordura, menor massa magra seca e maior IMC. Os adolescentes obesos apresentaram aumento
significante da pressdo arterial sistélica (10949 vs. 101 £9; p: 0,009); da insulina (9,6+3,7 vs.
18,948,9; p:0,02); triglicérides (71+£23 vs. 104+45; p:< 0,01); linfocito CD4" (8,9+7,5 vs. 18,0+
12,4; p:<0,01), IL6 (0,26+0,06 vs. 0,30+0,06; p:0,02), e LPS (0,08+ 0,05 vc. 0,18+ 0,15; p:<
0,01) comparado com os adolescentes eutroficos, respectivamente. Apds a intervencdo com
simbidticos nos adolescentes obesos, observamos aumento significante dos Linfocitos CD4*
(18,0+12,4 vs. 29,6£10,6; p:0,002) e Linfécitos T reguladores (T reg) (9,945,4 vs. 14,0+6,7;
p:0,02). CONCLUSAOQO: Adolescentes obesos apresentam alteragdes antropométricas,
bioguimicas e inflamatdrias importantes que podem futuramente contribuir para maior risco de
diabetes e desfechos cardiovasculares como hipertensdo. O aumento do LPS sérico nessa
populacdo pode indicar o efeito do mecanismo fisiopatoldgico da obesidade sobre o desarranjo
da barreira intestinal, contribuindo para um estado de microinflamacéo. A suplementacdo com
simbiotico aumentou a expressao de linfocitos T reg que tém efeito anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Obesidade; adolescentes; inflamacéo; permeabilidade intestinal.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The obesity is a pro-inflammatory disease that can also alter the
intestinal barrier permeability that contributes to the imbalance of innate and acquired
immunity, endothelial lesions and the consequent increased risk of cardiovascular disease.
OBJECTIVE: To evaluate inflammatory and intestinal permeability biomarkers in obese
adolescents compared to eutrophic adolescents and to evaluate the effect of the symbiotic
intervention on such biomarkers in the obese group. METHODS: Prospective clinical study,
which were studied 18 obese adolescents and 20 eutrophic adolescents. The following
evaluations were carried out: 1) Body composition: bioimpedance (BIA) and BMI; 2) Marker
of inflammation: IL6; 3) Evaluation of immune cells: CD4+ T lymphocytes, T reg lymphocytes
and monocytes; 4) Intestinal permeability markers: Zonulina and Lipopolysaccharide (LPS).
Obese adolescents received the symbiotic Simbioflora® for sixty days and after that were
evaluated for the parameters described above. RESULTS: As expected, obese adolescents had
a higher fat mass index, less fat-free mass, less dry lean mass and a higher BMI. Obese
adolescents showed a significant increase in systolic blood pressure (109+9 vs. 101+9; p:
0,009); insulin (9,6+3,7 vs. 18,948,9; p:0,02); triglycerides (71+£23 vs. 104+45; p:<0,01);
lymphocyte CD4" (8,9+7,5 vs. 18,0+ 12,4; p:<0,01), IL6 (0,26+0,06 vs. 0,30+0,06; p:0,02), and
LPS (0,08+0,05 vs. 0,18+0,15; p:<0,01). After intervention with symbiotics in obese
adolescents, we observed a significant increase in CD4" (18,0+12,4 vs. 29,6+10,6; p:0,002) and
T reg lymphocytes (9,9£5,4 vs. 14,0+6,7; p:0,02). CONCLUSION: Obese adolescents present
a deleterious anthropometric, biochemical and inflammatory changes that may in future
contribute to a higher risk of diabetes and cardiovascular outcomes such as hypertension. The
increase in serum LPS in this population may indicate the effect of the pathophysiological
mechanism of obesity on the breakdown of the intestinal barrier, contributing to a state of
microinflammation. Symbiotic supplementation was able to increase expression of T reg

lymphocytes; that play anti-inflammatory effect.

Keywords: Obesity; adolescents; inflammation; intestinal permeability.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Prevaléncia mundial de criancas e adolescentes obesos de 1980-2010...14

Dados antropométricos na faixa etaria de 10 a 19 anos, no Brasil, nos
QUALTO UItIMOS CENSOS......vvevierieieiesie et 15

Perspectiva do aumento das taxas de obesidade entre criancas e

Ad0oleSCENtES NO MUNAOD ...eveeeeee et e e e e e e e 16

Efeitos da hipdxia tecidual nas funcBes da célula adiposa branca..................

Alteracdes morfoldgicas e funcionais do tecido adiposo visceral durante a
ODESTAAUE ..t bbbt 23

Esquema representativo da interacdo da microbiota intestinal e sistema

Relacdo disbiose e doencas de base imunoldgica e impactos da modulagéo

A MICTODIOTA ...ttt e e e e 31

Fluxograma do eStudo 12 faSe ........ccceveiieiieie e

Fluxograma do eStUdO 22 TASE .........ccerirerieieieie s



Quadro 1 -
Quadro 2 -
Quadro 3 -

Quadro 4 -

Quadro 5 -

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

LISTA DE QUADROS E TABELAS

Efeitos da obesidade em criancas e adolescentes ............ccccoevvereiienen, 17

Alteracdes da imunidade inata e adaptativa na obesidade....................... 22

Subpopulages dos MoNGCItoS NUMANODS..........cccvvviieieiereie e

Descricao dos ensaios de ELISA e Espectrofotometria nos biomarcadores

de inflamacé&o e suas respectivas sensibilidades. ............cccccceveviervenenne. 40

Descrigdo dos fluorocromos utilizados na quantificacdo dos linfocitos T e

MonACcitos Na CItOMEtria de FIUXO .. ...ueeeee e, 40

Dados antropomeétricos, de bioimpedéancia e de pressdo arterial dos grupos

Eutrdfico e Obeso Pré-INtervenGao .........ccoevvereierevienee e 46

Caracteristicas descritivas das variaveis metabdlicas, imunidade celular,
biomarcador inflamatério e biomarcadores associados a permeabilidade

intestinal dos grupos Eutrofico e Obeso Pré-Intervencgdo............ccccuee.e... 47

Dados das varidveis antropométricas, de bioimpedancia e valores de
pressao arterial no grupo Obeso Pré e Pés-Intervencdo com simbiotico.48

Dados das variaveis dos biomarcadores inflamatérios e de células imunes

no grupo Obeso Pré e Pos-Intervencdo com simbiotico...........cccveeueenee. 48

Dados das variaveis de biomarcadores associados a permeabilidade

intestinal Pré e Pds-Intervengdo com SimbidGtiCo..........cccvveviieieieiennnne, 49

Anélise de correlagdes positivas do IMC...........ccooereiieninniine e



LISTA DE ABREVIATURAS

ABESO - Associacdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome Metabdlica
AG - Acidos graxos

ANGPTL-4 -  Angiopoietin-like protein-4

BIA - Bioimpedancia elétrica

CA - Circunferéncia abdominal

CC- Circunferéncia cervical

CD14 - Cluster of differentiation 14

CD16 - Cluster of differentiation 16

CD25 - Cluster of differentiation 25

CD3 - Cluster of differentiation 3

CD4 - Cluster of differentiation 4

CD8 - Cluster of differentiation 8

CDs - Células dendriticas

CSF - Colony stimulating factor

DC - Dendritic cells

DCNT- Doengas cronicas ndo transmissiveis
DCV - Doenca cardiovascular

DM2 - Diabetes mellitus tipo 2

DNA - Deoxyribonucleic acid

ERICA - Estudo de riscos cardiovasculares em adolescentes
EUA - Estados Unidos da América

F/B - Firmicutes/Bacteroidetes

FoxP3 - Forkhead box P3

GALT - Gut-associated lymphoid tissue

GF - Germ free

GLUT-1 - Glucose Transport-1

HAS - Hipertensao arterial sistémica
HDL-c - High density lipoprotein-cholesterol
HIF-1 - Hypoxia-inducible factor 1

HOMA - Homeostatic model assessment
IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IFN - Interferon



IL-10 -
IL-13 -
IL-1P -
IL-4 -
IL-5 -
IL-6 -
ILC2s -
IMC -
KS -
LAL -
LDL-c -
LPS -
M cell -
M1 -
M2 -
MCT-1 -
MG -
MLG -
mmHg -
MMPs -
MMS -
NCD-RisC -
NCEP/ATP 1II -
O, -
OMS -
PAD -
PAI-1 -
PAM -
PAS -
PCR -
POF -
PSA -
RI -
RNA -
SD -

Interleucina-10
Interleucina-13

Interleucina 1-beta
Interleucina-4

Interleucina-5

Interleucina 6

Type 2 innate lymphoid cells
indice de massa corporal
Kolmogorov-Smirnov
Limulus amebocyte lysate
Low density lipoprotein-cholesterol
Lipopolissacarideo
Microfold cells

Macroéfagos fenotipo M1
Macrdéfagos fendtipo M2
Monocarboxylate transporter-1
Massa de gordura

Massa livre de gordura
Milimetros de mercurio
Matrix metalloproteinases
Massa magra seca

Risk factors for non-communicable diseases
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 1|

Oxigénio

Organizacdo Mundial de Saude
Pressdo Arterial Diastdlica
Plasminogen activator inhibitor-1
Pressdo Arterial Média

Presséo Arterial Sistolica
Proteina C reativa

Pesquisa de or¢camentos familiares
Polissacarideo A

Resisténcia a insulina
Ribonucleic acid

Standard deviation



SM -

T reg -
TAB -
TAM -
TAV -
TCLE -
TFs -
TGF-B -
Thl -
Th2 -
TLR -
TNF-a -
TNF-B -
TSH -
ul -
VEGF -
VLDL-c -
WHO -

Sindrome Metabdlica

Linfocitos T reguladores

Tecido adiposo branco

Tecido adiposo marrom

Tecido adiposo visceral

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Transcription factors

Transforming growth factor beta

Type 1 T Helper cell

Type 2 T Helper cell

Toll-like receptors

Tumor necrosis factor-alpha

Tumor necrosis factor-beta

Thyroid stimulating hormone

Unidades internacionais

Vascular endothelial growth factor
Very low-density lipoprotein-cholesterol
World Health Organization



SUMARIO

L INTRODUGAOD . ....c.cooieeeeeeeee ettt sttt en sttt 13
1.1 Obesidade: epidemiologia e impactos na populagdo pediatrica ............cc.cceueuenne. 13
1.2 Obesidade: alteracBes metabdlicas, inflamacao e imunidade..............cccccccvvneen. 18

1.3 Microbiota intestinal e sua relacdo com permeabilidade intestinal e inflamac¢do25

1.4 Microbiota intestinal @ IMUNIdade ..ot 27
1.5 SImDiOtiCOS € MICIODIOA ......ocvviviiieiicee s 29
2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE ..ottt 32
BOBIETIVOS ... oottt ettt sttt ettt re bt neen s 34
4 CASUISTICA E METODOS. ..ottt 35
4.1 Delineamento d0 ESTUO. ........oiviiiiiiiiieieie ettt 35
|V 1= (oo 0 1SS 37
4.3 Metodologia eStAtISLICA ........eciveiieiiece e 43
S5 RESULTADOS ...ttt ettt e e et e st e e e nne e e e taeesnnaeeanneeeannneeas 45
B DISCUSSAD ...ttt
T REFERENCIAS ...ttt
B AINEXOS ... oottt E e bbbt bt e bt ne et e



14

1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade: epidemiologia e impactos na populagdo pediatrica

Atualmente a obesidade é reconhecida como um dos principais problemas de satde
publica entre criangas e adolescentes. Com o incremento da massa de gordura, absoluto ou
relativo, ocorre o aumento do indice de massa corporal, IMC: peso dividido pela altura ao
quadrado (COMINATO, 2016). A Organizacdo Mundial de Saude — OMS (WHO CHILD
GROWTH STANDARDS) estabelece que a obesidade na adolescéncia é considerada quando
o IMC se encontra, pelas curvas de crescimento, acima de dois desvios padrdo da média (= 2
Z-escore).

De forma simplificada, a obesidade é definida como uma desordem que se caracteriza
pelo excesso de adiposidade ou de gordura corporal e que provém de um desequilibrio entre a
energia consumida e a gasta (GUNGOR, 2014). Todavia, evidéncias vém se acumulando que a
obesidade € produto de complexas interagdes entre: fatores genéticos, raciais, ambientais,
condicdes socioecondmicas, fatores dietéticos, estilo de vida e até dados pds-natais como o
nascimento por parto cesarea, o uso de antibioticos no periodo neonatal e o tipo de alimentacéo
no inicio da vida (MILLIKEN, 2019; HO, 2018; MORAN, 2014).

Nos altimos 30 anos, houve um aumento substancial da prevaléncia da obesidade no
mundo todo, sendo que, em 2014, foram classificados como obesos cerca de 600 milhdes de
adultos (11% do total de homens e 15% do total de mulheres). Esses numeros tém triplicado
desde 1980 (PINEDA, 2018).

Entre criangas e adolescentes, a prevaléncia de obesidade vem aumentando
exponencialmente. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2016), as taxas
mundiais de obesidade entre criancas e adolescentes saltaram de 1% em 1975 para 6% entre as
meninas e 8% entre os meninos em 2016 (NCD-RisC, 2017).

O maior estudo de base epidemiologica mundial sobre as taxas de baixo peso, sobrepeso
e obesidade e que incluiu mais de 130 milhdes de pessoas em todos 0s continentes demonstrou
que o nimero de criancas e adolescentes obesos aumentou 10 vezes nas Gltimas quatro décadas.
Além disso, evidenciou-se que, se essa tendéncia for mantida, existirdo mais criangas e
adolescentes obesos do que aquelas com baixo peso no ano de 2022 (NCD-RisC, 2017). E

importante ressaltar que as taxas de obesidade entre criancas parecem ter atingido seu platé em
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paises desenvolvidos (representados pela cor azul na Figura 1), no entanto, mantém tendéncia
de aumento em paises pobres ou em desenvolvimento (NCD-RisC, 2017 - Figura 1).
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Fonte: NCD Risk Factor Collaboration, Lancet. 2017.

Figural- Prevaléncia mundial de criancas e adolescentes obesos de 1980-2010

Em relacdo aos adolescentes, exclusivamente, separados por sexo, dados da Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF) 2008-2009, do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), demonstraram que, em relagéo ao censo de 1974-1975, a porcentagem de aumento da
prevaléncia de sobrepeso, no sexo masculino, foi 17% e de 39% no feminino; e de obesidade a
porcentagem de aumento da ocorréncia foi de 6,7% nos do sexo masculino e de 17,5% no

feminino (Figura 2).
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Familiar 1974-1975 e Pesquisa de Orcamentos Familiares 2008-2009; Instituto Nacional de Alimentagdo e
Nutri¢do, Pesquisa Nacional sobre Salde e Nutricdo 1989. Prevaléncia de déficit de peso, excesso de peso e
obesidade na populacéo de 10 a 19 anos de idade, por sexo. Brasil - Periodos: 1974-1975, 1989, 2002-2003 e 2008-
20009.

Figura 2 - Dados antropométricos na faixa etaria de 10 a 19 anos, no Brasil, nos quatro
ultimos censos

Publicado no European Journal of Clinical Nutrition (2017), o projeto ERICA (Estudo de
Riscos Cardiovasculares em Adolescentes), que ocorreu, do primeiro semestre de 2013 a
novembro de 2014, com 70.000 adolescentes matriculados em escolas de 273 municipios
brasileiros, entre 12 a 17 anos, de ambos os sexos (feminino 50,1% e masculino 49,1%),
constatando-se que 18,5% estavam em sobrepeso e 9,9% destes estavam obesos (GIANNINI ,
2017), o que supera os indices do censo de 2008-2009.

Segundo dados apresentados no Global Atlas of Childhood Obesity (World Obesity
Federation, 2019), os indices de obesidade infantil sdo alarmantes e isso é atribuido, dentre
outros fatores, ao erro alimentar estimulado pelo marketing de consumo de alimentos sem valor
nutritivo e alto valor calérico, conhecidos como junk foods. Globalmente estima-se que, em
2030, a obesidade infantil alcance o nimero de 254 milhGes de criancas em comparacao aos
dados ja muito preocupantes de mais de 150 milhdes de criangas nessa condi¢do atualmente no
mundo, um aumento alarmante de 60% de criancas e adolescentes obesos em apenas uma
década (2020-2030). (GLOBAL ATLAS OF CHILDHOOD OBESITY, 2019 - Figura 3).
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Fonte: Adaptado de Global Atlas of Childhood Obesity, 2019.

Figura 3- Perspectiva do aumento das taxas de obesidade entre criangas e adolescentes no
mundo

Além da elevada prevaléncia, acumulam-se evidéncias sobre os impactos da obesidade
em inimeros agravos de relevancia de saude publica, como o diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
(HAN, 2010) e diversos tipos de cancer (LAUBY-SECRETAN, 2016; FLEGAL, 2013). A
obesidade é reconhecida, desde a década de 80, como um fator de risco independente para o
desenvolvimento de desfechos cardiovasculares (HUBERT, 1983; BRAY, 2018).

Entre criancas e adolescentes, os impactos da obesidade vém ganhando destaque, pois,
embora algumas consequéncias levem anos para se manifestarem, outras apresentam efeitos
imediatos que podem comprometer o desenvolvimento infanto-juvenil (LIFSCHITZ, 2015).

Em um artigo de revisao da literatura da década de 90 (MUST, 1999), foi demonstrado
que, antes da idade adulta, criancas obesas podem apresentar complicagdes de carater imediato,
intermediario e duradouros.

Dentre as complicacdes imediatas, destacam-se: o risco de célculos biliares, apneia do
sono, hepatite, hipertensdo intracraniana idiopatica, problemas ortopédicos e baixos niveis de
auto estima. Dentre as de carater intermediario, ha o desenvolvimento dos fatores de risco para
doencas cardiovasculares como a elevacao da presséo arterial, distirbios metabdlicos como a
resisténcia a insulina (R1), dislipidemias e a persisténcia desse excesso de peso na vida adulta.
A longo prazo, a obesidade na infancia e adolescéncia estd correlacionada com a maior

morbidade e mortalidade na vida adulta por desfecho cardiovascular (coronariopatia) e cancer.
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Outros estudos tém demonstrado associacdo entre obesidade na adolescéncia e
manutencdo dessa obesidade e suas consequéncias na vida adulta, como: acidente vascular
cerebral, doenca cardiaca isquémica, hipertensao, diabetes e cancer com o0 maior risco de morte
prematura (BIRO, 2010; REILLY, 2011; REINEHR, 2018). A obesidade esta associada a uma
série de comorbidades em adolescentes e criancgas, conforme descrito por Raj, 2010 (Quadro
1):

Quadro 1 - Efeitos da obesidade em criangas e adolescentes

e Cardiovasculares
Hipertensdo Arterial
Aterosclerose
Hipertrofia ventricular esquerda

e Endoécrinas
Resisténcia a insulina
Diabetes Mellitus
Alteragdes menstruais
Sindrome do ovario policistico

e  Gastrintestinais
Calculos biliares
Esteatose hepatica
Fibrose hepatica
Cirrose

e Neuroldgicas
Hipertensdo intracraniana idiopatica (pseudotumor cerebral)

e Ortopédicas
Tibia vara
Osteoartrite
Epifise femoral de capital deslizada

e Psicossociais
Preocupag&o obsessiva com a imagem corporal
Baixa autoestima
Depressao

e Pulmonares
Apneia obstrutiva do sono
Exacerbagdo da asma
Embolismo pulmonar
Sindrome de Pickwick

e Renais
Aumento da sensibilidade ao sodio
Diminuicédo da natriurese
Proteindria
Glomerulosclerose segmentar focal

Fonte: RAJ M, KUMAR RK. Obesity in children & adolescents. Indian J Med Res, v. 132, n. 5, p. 598-607, 2010.
Em um ambito mais contemporaneo de investigacdo, tem-se dado grande énfase a

relacdo entre obesidade e inflamacéo, uma vez que ela pode explicar a génese de disturbios
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como a sindrome metabdlica, estados de RI e consequentes hipertensao e diabetes mellitus em
todas as faixas etérias (SINGER, 2017; DE HEREDIA, 2012)

1.2 Obesidade: altera¢Ges metabolicas, inflamacéo e imunidade

O estudo da relacdo entre obesidade e suas comorbidades demonstra que ndo é o peso
em si ou a gordura total que tém impacto no desenvolvimento de alteragdes metabdlicas, mas
sim o acumulo de tecido adiposo em determinados segmentos corporais, em especial nas
visceras abdominais; aquela denominada de gordura visceral, abdominal ou central (WISSE,
2004). Pesquisas vinculadas ao Framingham Heart Study demonstraram que o volume de
gordura visceral, avaliado por meio de tomografia computadorizada, estava associado com
maultiplos fatores de risco metabolicos que levam a doenca cardiovascular (DCV) (FOX, 2007,
ROSITO, 2008; SPELIOTES, 2010). Ademais, varios outros estudos confirmaram essa
observagao (IACOBELLIS, 2003, WHEELER, 2005, IACOBELLIS, 2008).

Existe uma grande heterogeneidade do ponto de vista metabolico entre os depoésitos de
tecido adiposo subcuténeo e visceral. O tecido adiposo visceral (TAV) é um 6rgdo composto
por adipdcitos firmemente apoiados em tecido conectivo com uma densa rede de capilares que
inclui células-tronco, pré-adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais e células imunes
(TRAYHURN, 2013) e que apresenta diferencas em relacdo ao subcutaneo tanto em funcéo
guanto na histologia. O seu maior componente é o tecido adiposo branco (TAB), que consiste
principalmente de adipdcitos grandes e esféricos, responsaveis pelo armazenamento de acidos
graxos (AG) que sao liberados quando ocorre um balanco negativo de energia, como no jejum.
Em contraste, o tecido adiposo marrom (TAM) apresenta funcdes relacionadas ao gasto
energético em neonatos e que, com 0 crescimento, involuiria até a idade adulta, mas
recentemente foi demonstrado que ha tecido adiposo marrom funcional em adultos, o que
mudou esse paradigma (VAITKUS, 2017).

O TAB sintetiza e secreta inumeros peptideos bioativos, chamados adipocinas (que
podem ou ndo ser citocinas), que possuem atividades enddcrinas, autdcrinas e paracrinas
(PRADO, 2009) com fungdes modulatorias da inflamacdo que, no obeso, sdo associadas ao
desenvolvimento de lesdo vascular e ao risco metabdlico. Além disso, o tecido adiposo visceral

abdominal é mais responsivo a acdo de catecolaminas e de outros horménios, bem como a
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estimulos do sistema nervoso central (KERSHAW, 2004; DESPRES, 2006; RIBEIRO-FILHO,
2006).

Nesse contexto, hd outro aspecto que regula a inflamacao do tecido adiposo que é o
nivel de hipdxia tecidual. H& evidéncias que, & medida que o tecido adiposo se expande
patologicamente, como na obesidade, a angiogénese local ndo acompanha essa expansao,
ocorrendo inadequado suprimento de sangue e de oxigénio (Oz), levando a hipdxia tecidual
local (ENGIN, 2017).

Mediante baixo fluxo de sangue no tecido adiposo branco (TAB), esse se adapta
funcional e metabolicamente, sob a regulagéo da expressdo de cerca de 1.300 genes. Esses
genes sofrem acéo do fator de regulacéo de transcricdo HIF-1 alfa (Hypoxia-inducible factor)
e de outros fatores de transcricdo que estimulam a secrecdo de uma série de adipocinas pro-
inflamatdrias que configuram a base para a resposta inflamatéria (TRAYHURN, 2013).

Na obesidade, ocorre uma micro inflamag&o decorrente da baixa tensdo de O, que ocorre
na maioria dos adipocitos hipertrofiados. Essa hipoxia nos adipdcitos resulta no aumento da
secrecdo de adipocinas, como a interleucina 6 (IL-6), de metaloproteinases (MMPs), do
inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAI-1), da producdo de leptina, do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e diminui a producdo de adiponectina, o que se
relaciona com a ativacdo da inflamacdo. Tais alteracfes levam também a glicolise anaerobica e
isso acarreta maior liberacdo do lactato, impactando no aumento do estimulo inflamatério nos

macrofagos e induzindo a Rl no musculo esquelético. (Figura 4- TRAYHURN, 2013).
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HIF-1 (Fator-1 induzivel por hipdxia), TFs (fatores de transcricdo) GLUT-1 (Transportador de glicose-1),
MCT-1 (Transportadores de monocarboxilatos -1)

Fonte: Adaptado de TRAYHURN, P. Hypoxia and adipose tissue function and dysfunction in obesity. Physiol.
Rev., v. 93, p. 1-21, 2013.

Figura 4 - Efeitos da hipdxia tecidual nas fungdes da célula adiposa branca

A obesidade, especialmente a visceral, vem sendo correlacionada a alteracdes
metabolicas e, em 2001, passou a ser conceituada como Sindrome Metabolica (SM) pelo
National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel 11l (NCEP: ATP IlI). Tal
consenso caracteriza a SM como a combinacdo de trés a cinco dos seguintes fatores:
hiperglicemia, hipertrigliceridemia, obesidade central, hipertensdo arterial e baixa de
lipoproteina de alta densidade (HDL-c) (MAGGE, 2017). Discute-se, na literatura, se a SM
representa somente um aglomerado (cluster) de fatores de risco ou se ha uma relacéo causal
entre os seus componentes. O ndo consenso sobre esse ponto decorre da observacdo de que
alteracbes em cada um dos componentes de forma individual pode acarretar distirbios nos

outros sistemas de regulacao e, assim, desenvolver todo o conjunto que se denomina SM.
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Na SM ocorre um estado inflamatério de baixo grau (subclinico), mas de carater
cronico, que vem se caracterizando como um componente mais robusto da sua fisiopatogénese
(FESTA, 2000) e esta relacionado com o aumento de citocinas pro-inflamatorias como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), resistina, proteina C reativa (PCR) e com a IL-6 (ECKEL,
2005).

A consideracdo da complexa interacéo entre obesidade, hipdxia, inflamacéo e alteracdes
metabolicas também ganha relevancia entre criancas e adolescentes. A prevaléncia da SM em
criancas e adolescentes esta aumentando, paralelamente as tendéncias crescentes nas taxas de
obesidade (AL-HAMAD, 2017). Em um estudo classico publicado no New England, foi
evidenciado que a prevaléncia de SM ¢é maior em criancas e adolescentes obesos, quando
comparados aos eutréficos, e ainda que, quanto maior o grau de obesidade, maior serd a
prevaléncia da SM. Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que biomarcadores de risco
cardiovascular como proteina C reativa ultrassensivel, IL6, insulina e outros ja estavam
presentes e em niveis aumentados nesses jovens (WEISS, 2004).

Outro estudo realizado com adolescentes dinamarqueses obesos demonstrou que eles
apresentavam valores significativamente mais elevados de pressdo arterial, insulina sérica,
indice HOMA, peptideo C, colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL-c),
triglicerideo, proteina C reativa (PCR), IL6, TNF-a. e menores valores de HDL-c, em
comparagdo com adolescentes com peso normal (GZBEL, 2012). A deteccédo precoce da SM
na adolescéncia e a intervencdo com mudanca de estilo de vida é essencial para a ndo progressao
dessas alteracdes, o que deve, provavelmente, reduzir a morbidade e mortalidade na idade
adulta por desfecho primario cardiovascular e diabetes tipo 2 (ZIMMET, 2007).

Na obesidade, o0 TNF-o tem também papel comprovado no desenvolvimento da
resisténcia dos tecidos a insulina, DM2 e aumento do tonus simpatico (DAS, 2011). Em relacédo
ao metabolismo da glicose, nos individuos obesos, existe a relacdo inversa da glicose com o
TNF-a, pois esse suprime a expressdo da insulina. Com o0 aumento do TNF-a, ocorre a redugéo
da sintese e da translocacdo do transportador de glicose (GLUT) para a membrana celular e,
assim, decorre a diminuigdo da glicose captada pelas células por meio da a¢éo da insulina. Com
a diminuicdo da sensibilidade a insulina, hd um aumento da glicogénese hepatica, diminuigdo
do clearance da glicose pelo tecido adiposo e pelo musculo esquelético, consequente aumento
dos niveis de glicose circulantes e hiperinsulinemia. (VOLP, 2008).

A IL-6 também é uma citocina com agdo pro-inflamatdria associada com obesidade,

estados de RI e hiperinsulinemia na SM. Pode ser considerada como citocina enddcrina, pois
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seu foco de acdo se localiza distante do local de liberagdo e, dessa forma, seus efeitos se
correlacionam com suas concentracfes plasmaticas (WISSE, 2004).

Semelhante ao TNF-a, a IL-6 € secretada tanto por adipdcitos como por macrofagos do
tecido adiposo e seus niveis circulantes aumentam conforme o nivel de adiposidade corporal.
Estimulos hormonais (insulina e glicocorticoides), neural (inervacdo simpatica) e paracrinos
(TNF-a e IL1-B) tém sido relacionados com o0 aumento na producdo e secrecdo da IL-6 (WISSE,
2004). A expressdo e secrecdo dessa citocina € 2 a 3 vezes maior nos depdsitos de gordura
visceral do que nos subcutaneos (FAIN, 2004). Estudos demonstram que os niveis de IL- 6
estdo aumentados em hipertensos e em individuos com a Rl (DAS, 2011; BAUTISTA, 2005;
FERNANDEZ-REAL, 2001).

Recentes evidéncias demonstram que a obesidade visceral, em todas as faixas etarias, e
o estado de inflamagdo subclinico de baixo grau ndo dependem apenas da liberacdo de
adipocinas pro-inflamatorias, mas também de mecanismos de células imunes presentes no
tecido adiposo (REVELO, 2014). Tais mecanismos sdo aparentemente sustentados por um
desequilibrio na populacéo e na acdo de células imunoldgicas de carater anti-inflamatério e pro-
inflamatério (MAGRONE, 2015). Alteracdes imunoldgicas presentes na obesidade humana

estéo sintetizadas no Quadro 2:

Quadro 2 - AlteracGes da imunidade inata e adaptativa na obesidade

e O tecido adiposo visceral produz citocinas pro-inflamatérias que sdo responséaveis pela
resisténcia a insulina

e AssociagOes positivas entre os niveis de proteina C reativa e IL6 com o risco de
desenvolvimento de diabetes do tipo 2

e Macrofagos M1 com fendtipo pré-inflamatério vém sendo encontrados no tecido adiposo
visceral de pessoas obesas

e Linfécitos T reguladores (Linf T reg), anti-inflamatorios, estdo diminuidos em pessoas com
obesidade

Fonte: Adaptado MAGRONE, T.; JIRILLO, E. Childhood obesity: immune response and nutritional approaches.
Front Immunol., v. 6, p. 76, 2015.

Nos individuos magros, o tecido adiposo visceral marca pela presenca de linfocitos T
reguladores (T reg), células CD4"Th2, eosindfilos e células linfoides inatas tipo 2 (ILC2s) e
pela secrecdo de citocinas como a IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que levam a polarizacdo dos

macrofagos no TAV para um fenétipo M2 com agdo anti-inflamatéria. Enquanto que, nos
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obesos, 0 TAV hipertrofiado tem predominante a presenca dos linfécitos T CD8" e linfécitos
CD4" Thl, que secretam interferon gama (IFNy), favorecendo a polarizacdo dos macréfagos
para um fenotipo M1 e produzindo citocinas com agédo pro-inflamatoria, incluindo I1L-1p, IL-6
e TNF-a (REVELDO, 2014) (Figura 5).

TECIDO ADIPOSO MAGRO TECIDO ADIPOSO DO OBESO
Insulina sensivel Insulina resistente

oa A
1 M2 (CD 16) IL-10 ‘ s
TIL4,IL5,IL10 e IL13 4
1 Adiponectinas TM1(CD 14)
1 Th2 CD4+ : ‘4 TIL-1B, IL-6, TNF-a
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Macréfago Macréfago

M1: macrofagos fen6tipo M1, M2: macrdfagos fenotipo M2, CD: Cluster of differentiation, TNF-a: fator de
necrose tumoral alfa, Thy: linfdcitos T helper 1, Thy: linfocito T helper 2, IL: interleucinas, IFN-y: interferon
gama, T reg: linfocitos T reguladores

Fonte: Adaptado de REVELO, X. S. et al. Morphological and inflammatory changes in visceral adipose tissue
during obesity, Endocr. Pathol., v. 25, n. 1, p. 93-101, 2014.

Figura5- Alteracdes morfoldgicas e funcionais do tecido adiposo visceral durante a
obesidade

Os mondcitos sdo leucdcitos mononucleares circulantes que se originam e se
diferenciam na medula déssea, entram na circulacdo sanguinea e, posteriormente, migram para
os tecidos atuando na homeostase e resposta imune. Nos tecidos, 0s mondcitos se diferenciam
em ceélulas dendriticas (CDs), macrofagos ou osteoclastos e, no sangue periférico humano,
apresentam-se como trés subpopulacées funcionalmente diferentes de mondcitos: os cléssicos,
ndo classicos e intermediarios e que sdo identificados e caracterizados conforme a expressao
dos marcadores de superficie: CD14 e CD16. Células que expressam CD14 sozinho sdo 0s
monacitos classicos (CD14™ CD16"), sdo cerca de 90% do total dos mondcitos circulantes no

sangue. Os monadcitos que expressam CD16 podem ser ainda divididos em duas subpopulacdes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24356782

25

distintas: mondcitos ndo classicos que expressam baixos niveis de CD14 e altos niveis de CD16
(CD14" CD16™) e monacitos intermediarios que expressam niveis relativamente altos de CD14
e alguns CD16 (CD14""CD16%) (ANBAZHAGAN, 2014).

Os monocitos classicos humanos (CD147"CD167) expressam genes responsaveis pela
angiogénese, cicatrizacdo, coagulacdo e fagocitose como também estdo relacionados a
producdo de altos niveis de IL-10 e baixos niveis de TNF-a em resposta a presenga do
lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina encontrada na membrana externa de bactérias gram-
negativas (YANG, 2014). Enquanto os mondcitos humanos intermediarios (CD14""CD16")
exibem funcdo inflamatéria e maior capacidade de produzir IL-6, IL-13 ¢ TNFa em resposta a0
LPS (CROS, 2014), os mondcitos ndo classicos humanos (CD147CD16%") patrulham e
inspecionam o endotélio (SPRANGERS, 2016) e liberam IL-1B ¢ TNF-a em resposta a Viroses
e em doencas autoimunes (CROS, 2010). As subpopulaces dos mondcitos humanos estdo

descritas no Quadro 3.

Quadro 3 - Subpopula¢des dos mondcitos humanos

Subpopulacéo Marcadores Funcéo Acédo
Classico CD14"* CD16~ Fagocitose 11L-10, | TNF-o
Intermediario CD147*CD16" Pro-inflamatérios T1L-6, IL-1p e TNFa.

Néo classico CD14*CD16"" Inspeciona Endotélio 1 IL-1PB e TNFa.

Fonte: CROS, J., et al. Human CD14dim monocytes patrol and sense nucleic acids and viruses via TLR7 and
TLR8 receptors. Immunity. v. 33, n.3, p. 375-386. 2010 e SPRANGERS, S., VRIES, T. J. de, EVERTS, V.
Monocyte Heterogeneity: Consequences for Monocyte-Derived Immune Cells. Journal of Immunology Research,
v. 2016, p. 1-10, 2016.

A obesidade e suas consequéncias vém sendo relacionadas ao desequilibrio na estrutura
e/ou funcdo de microbiota, 0 que gera alteracdo na homeostase do hospedeiro-microrganismos
(disbiose) e afeta a permeabilidade intestinal, contribuindo para um certo grau de inflamacéo
local e sistémica (COX, 2015; WEST, 2015). Assim, objeto de muitos estudos atuais é a busca
da compreensdo dos caminhos pelos quais a disbiose gera o ganho de peso e o ganho de peso

desregula a microbiota.
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1.3 Microbiota intestinal e sua relacdo com permeabilidade intestinal e inflamacgéo

O ambiente intestinal sadio assegura mecanismos de defesa da translocacdo de
substancias toxicas e microrganismos intestinais do lIimen para a corrente sanguinea. Em
individuos saudaveis, a preven¢do dessa translocacdo intestinal é garantida pela barreira
intestinal, por meio de estruturas como: membranas dos enterdcitos, secre¢do de muco e por
mecanismos de defesa imune na parede intestinal (SEKIROV, 2010).

Adicionalmente ha as tight junctions, que sao um complexo multiproteico composto por
proteinas de adesdo como: ocludina, claudina e a zonulina, que junto a actina e miosina recebem
o nome de z6nula occludens (FICEK, 2017) e que ligam as células dando integridade a barreira
epitelial, protegendo da translocacdo intestinal (AWAD, 2017), mantendo a permeabilidade
paracelular que impede a difusdo de solutos e fluidos (BAUMGART, 2002) e, associada ao
tecido linfoide do trato gastrointestinal (GALT) e a rede neuroendécrina, regulam o equilibrio
da resposta imune/tolerancia (FASANO, 2011).

Parte da barreira intestinal é também devida a presenca de milhares de microrganismos,
que interagem de forma simbidtica com o hospedeiro, na sua maioria bactérias que, no seu
coletivo, sdo conhecidos como microbiota intestinal (AWAD, 2010).

Por estudos de sequenciamento genético das espécies bacterianas intestinais, estas
podem ser enquadradas em cinco principais filos, que seguem com os géneros bacterianos mais
relevantes que os representam: Firmicutes (Ruminococcus, Clostridium, Lactobacillus),
Bacteroidetes (Bacteroides, Prevotella), Actinobacteria (Bifidobacterium), Proteobacteria
(Escherichia) e Verrucomicrobia (Akkermansia), sendo que os filos Bacteroidetes e Firmicutes
dominam 90% das espécies da microbiota humana (TREMAROLI, 2012; ARUMUGAM,
2011).

As composi¢des bacterianas em cada individuo séo distintas e definidas em parte pela
genética e outras determinadas por caracteristicas individuais e ambientais, como o status
nutricional da méde (malnutrida, obesa), exposicdo a antibidticos pela mée ou criancga, tipo de
parto ao nascimento (parto normal ou cesariana), idade gestacional (prematuridade ou se
nascido a termo), habitos alimentares (tipo de aleitamento, inicio da introducdo da alimentacédo
complementar), que resultam em uma grande variabilidade intra e interindividual dessa
microbiota até os 3 anos de vida e que vai se estabelecer, na sua maioria, para toda a vida
(PENDERS, 2006; AGOSTONI, 2015).
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Ao longo das ultimas décadas, estudos em animais e seres humanos tém identificado
associagcOes entre microbiota intestinal, metabolismo do hospedeiro e obesidade. Estudos
similares aos de adultos demonstram diferencas na composicdo da microbiota intestinal de
criangcas com excesso de peso comparada com as magras (KOLEVA, 2015).

Backhed et al (2004) publicaram um estudo que relacionava microbiota e o
desenvolvimento de obesidade, ao transplantarem a microbiota de ratos adultos para o de ratos
com intestino livre de germes (GF= Germ free). A consequéncia tardia desse procedimento foi
0 ganho de mais massa e de peso corporal nos ratos GF recolonizados, a despeito da reducao
do consumo de alimentos por esses. Os autores postularam nesse estudo que a microbiota
transplantada provocou, nos ratos GF, absorcdo excessiva da dieta e consequente acimulo
caldrico, logo, uma condicdo favorecedora do ganho de peso.

A microbiota intestinal comensal desempenha um papel importante na manutencao da
salde e a alteracdo dessa tem sido relacionada a obesidade e 8 Rl (MAFRA, 2014). Ela exerce
um papel significante na patogénese da SM por meio da modulacdo de absorcéo de energia,
motilidade intestinal, apetite, metabolismo da glicose e dos lipidios e armazenamento de
gordura hepatica (FESTI, 2014).

Foi constatado que h& diferenca da microbiota entre individuos obesos e magros. Ley
et al (2005) observaram que camundongos obesos apresentavam alteracdo da relagéo
Firmicutes/Bacteroidetes (F/B), em que ocorria significante aumento na propor¢do de
Firmicutes e reducdo dos Bacteroidetes quando comparados a controles eutroficos. Em 2006,
Ley et al, avaliaram que em humanos obesos também ocorria a menor proporcdo de
Bacteroidetes em comparagdo com eutréficos e que, com uma dieta baixa em calorias e a perda
de peso, a proporcéo de Firmicutes decrescia e a propor¢do F/B tornava-se mais parecida com
a dos individuos magros.

Outros estudos também relacionam o desequilibrio da microbiota intestinal na
obesidade com o tipo de alimentacdo (STEPHENS, 2018) e que essa disbhiose pode aumentar a
producdo de citocinas pré-inflamatdrias, induzindo a doencas crénicas ndao transmissiveis
(DCNT) (FESTI, 2014).

Segundo Khan et al (2016), nos individuos obesos é a baixa diversidade da composi¢édo
da microbiota intestinal, em relagdo a dos humanos magros, que leva a uma baixa

funcionalidade dessa, acarretando baixo grau de inflamacéo que pode ser modulado pela dieta.

Segundo Leite (2017), a disbiose pode ser fortemente associada com:
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e Arruptura da barreira epitelial intestinal;

e Translocacao bacteriana;

e Endotoxemia metabdlica (causada pelo LPS);

e Aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatdérias no plasma como: TNF-q,

interleucinalp (IL-1B) e IL-6.

A disbiose estabelece, no individuo, a disfuncdo da barreira epitelial intestinal com
alteracdo de sua permeabilidade e esta relacionada com a deplecdo ou diminuicdo, na jungédo
das células epiteliais, dessas proteinas de adesdo e consequente diminuicdo da resisténcia
transepitelial. Dessa forma, pode ocorrer o aumento da resposta inflamatdria devido ou a
translocacdo dos microrganismos patogénicos ou a presenca do LPS, conhecido como
importante ativador de resposta imunologica (NUSRAT, 2000; CANI, 2007; ICHII, 2014).

A Zonulina regula as tight junctions do enterdcito (CAMARA-LEMARROQY, 2019) e
tem sido considerada como um marcador de diagnostico de permeabilidade intestinal, sendo
encontrada elevada no sangue de pacientes com sintomas de infeccdo ou inflamacdo intestinal
(TARKO, 2017) e se mostrou aumentada no soro de individuos com obesidade (ZAK-GOLAB,
2013). Estudo com criancas obesas com indice de massa corporal (IMC) no percentil >95,
pareadas por idade e sexo com criangas saudaveis, demonstrou que os niveis de Zonulina na
circulacdo foram maiores em criangas obesas (KUME, 2017), evidenciando um disturbio de
permeabilidade intestinal e dishiose, 0 que contribui para ativacdo de resposta inflamatéria local
e sisttmica (MAFRA, 2014; VERDAM, 2013). A dishiose pode alterar a resposta imune e
causar doengas mediadas pela imunidade, mesmo distantes do intestino e pode resultar em
diabetes do tipo I, dermatite atdpica, cancer e asma (MAYNARD, 2012; AHMADI, 2017).

1.4 Microbiota intestinal e Imunidade

o Microbiota e células T

A microbiota comensal, por apresentar maior diversidade de filos, beneficia o
hospedeiro mantendo uma homeostase intestinal. Agregados ao intestino, ha o principal subtipo
de célula da imunidade celular, os linfécitos T reguladores (T reg), que sofrem acdo da
microbiota para se diferenciarem em seus subconjuntos (de OLIVEIRA, 2017). Estudos
relacionam a diminuigcdo das células Thl7 no intestino de ratos adultos tratados com

antibioticos (GF), reforcando a existéncia de processos intrinsecos da mucosa/microbiota
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intestinal em regular essas células imunes (de OLIVEIRA, 2017). Em contrapartida, a
colonizagdo de ratos GF com Bacteroides fragilis — produtor capsular de polissacarideo A
(PSA) — induz a diferenciacdo de células T CD4" em células T reg- FoxP3", a qual secreta IL-
10, citocina anti-inflamatoria, mediando a tolerancia da mucosa intestinal (ROUND, 2010),

restringindo a inflamagé&o local e sisttmica (RAMAKRISHNA, 2019), conforme esquema da

Figura 6.
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PSA: polissacarideo A, Células M: células micro fenestradas, CD: células dendriticas, T: linfocitos T, B:
linfocitos B, T reg: Linfdcitos T reguladores (FOXP3), IL-10: interleucina 10, TGF-B: fator de transformagéo
do crescimento beta

Fonte: Adaptado: de Oliveira, G. L. V. et al. Intestinal dysbiosis and probiotic applications in autoimmune
diseases. Immunology. v. 152, n. 1, p. 1-12, 2017. Representagdo da interagdo da microbiota comensal e sistema imune.
O Bacteroides fragilis induz os linfdcitos T a se diferenciarem de CD4+ em linfécitos T reg (FoxP3*) e secretarem citocinas
anti-inflamatdrias.

Figura 6 - Esquema representativo da interagdo da microbiota intestinal e sistema imune
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Os linfécitos CD3" CD4* tém um papel na regulacdo da resposta imune por meio da
sinalizacdo de citocinas (produzidas durante a fase de ativacdo e fase efetora da imunidade)
para mediar e regular a resposta inflamatoria e imunitaria. Tais citocinas sdo enquadradas em
diversas categorias como: interferon (IFN), interleucinas (IL), fator estimulador de col6nias
(CSF), fator de necrose tumoral (TNF-a e TNF-p) e fator de transformag&o de crescimento beta
(TGF-B) (SHAW, 2018).

Por sua vez, as células T reguladoras (T reg) tém sido associadas ao controle de
processos inflamatdrios, Westerholm-Ormio et al (2010) demonstraram que os linfocitos T reg-
FoxP3" controlaram a inflamagdo intestinal da mucosa de pacientes com alergia alimentar e se
encontram aumentados nesses individuos. Estudos em populacdo adulta tém relacionado menor
presenca de linfécitos T reg em obesos e em criangas obesas com SM, em relacao aos seus pares
magros, sugerindo a relacdo obesidade/desregulacdo imune (DONMA, 2015). Quando ocorre
a deplecdo dos linfécitos T reg, ha a inducdo da expansdo anormal dos linfécitos T CD4*
expressando receptores de células T contra microbiota comensal, o que resulta em inflamagéo
intestinal (de OLIVEIRA, 2017).

Além da relacdo da disbiose e linfocitos T, o estado de imunidade pode ser alterado por
influéncia externa como a alimentacdo modulando a microbiota intestinal, pois individuos que
ingerem dieta com alto teor de gordura apresentam um grande reservatério de
Lipopolissacarideos que, como ja referido, atuam como antigeno estimulando o sistema imune
do hospedeiro (CANI, 2007). O LPS se liga ao complexo CD14* e ao TLR4 (Toll-Like
Receptors) das células imunes inatas, funcionando como gatilho para sintese de citocinas pro-
inflamatorias pelas células do sistema imune, como também pelo tecido adiposo, promovendo
uma endotoxemia metabdlica (CARICILLI, 2011) e desencadeando rea¢des pré-inflamatorias
e consequentes disturbios metabdlicos como a RI, obesidade e DM2 (MORAES, 2014).

1.5 Simbidticos e microbiota

A Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos define os probioticos
como “micro-0rganismos vivos 0s quais administrados em quantidades adequadas conferem
beneficios comprovados a saude do hospedeiro” (HILL, 2014). Portanto, para conceder esses
objetivos, tais micro-organismos devem estar estaveis e vidveis desde o inicio da producéo até

seu consumo e passagem pelo trato gastrointestinal.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Inflama%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Interferon
https://pt.wikipedia.org/wiki/Interleucina
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moraes%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24936725
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Prebioticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que estimulam, seletivamente, o
crescimento e/ou a atividade de uma ou mais bactérias probidticas. Ja um produto que contenha
probidticos e prebidticos em sinergismo é o chamado simbidtico (LENFESTEY, 2017), em que
a associacdo com um prebidtico viabiliza o probidtico.

As principais bactéerias utilizadas como probioticos séo as dos géneros Lactobacilos,
Bifidobactérias e Saccharomyces boulardii e que sdo apresentadas como suplementos em leites
fermentados, iogurtes e produtos farmacologicos (SILVA, 2015). O mecanismo pelo qual
exercem seus efeitos favoraveis sdo: competicdo no intestino contra as bactérias patogénicas
pelos locais de ligacdo (exclusdo competitiva), concorréncia pelos nutrientes disponiveis,
producdo de acidos organicos que reduzem o ph local dificultando o crescimento de bactérias
oportunistas, supressdo desses patdgenos por meio da producdo de compostos antibacterianos,
gerando, desta forma, a protecdo da barreira intestinal (HEGAZY, 2010; FLESCH, 2014) e
participando da ativacdo do sistema imune (GAREAU, 2010).

Estudos tém sido voltados para os beneficios do uso de probidticos/ prebioticos/
simbioticos no tratamento e prevencdo de patologias alérgicas como eczema, alergia alimentar,
atopia, doencas respiratérias (FORSBERG, 2016), enterite necrotizante, doenca inflamatoria
intestinal, sindrome do co6lon irritdvel, constipacdo intestinal, doenca diarreica, autismo
(LENFESTEY, 2017) e na obesidade (STEPHENS,2018).

A literatura refere adicionalmente a indicacdo de uso de prebidticos / simbio6ticos em
individuos obesos, sendo que o efeito em adultos e criangcas diferem. Em adultos a
suplementacdo demonstra reducdo no peso enquanto em criangas esta relacionado ao menor
ganho de peso (DROR, 2017). A intervencao em adolescentes obesos por no minimo 8 semanas
com um composto de maltiplas cepas probi6ticas reduz o peso corporal em comparagdo ao
grupo de cepa Unica e periodo menor de intervencdo (MOHAMMADI, 2019).

Essas acdes sdo atribuidas a capacidade desses em agir no epitélio do intestino delgado
ativando a imunidade inata (GALDEANO, 2007) e adaptativa do hospedeiro (ATHIYYAH,
2019). Os simbioticos, de um modo geral, estimulam o sistema imune pela ativacdo dos
linfocitos T, aumentam a circulacdo de citocinas e ativam a fagocitose (YOUSEFI, 2019).
Entretanto, os mecanismos de acao pelos quais os probioticos beneficiam o hospedeiro diferem
de acordo com a cepa probiotica utilizada: estudos sugerem que o L. casei tem papel anti-
inflamat6rio na mucosa por meio da inducdo da expansdao do CD4* e T reg (FoxP3"); L.
acidophilus e B. longum associados aumentam a expressao dos linf T reg e reduzem o nimero

de linfdcitos intra epiteliais em colites induzidas e algumas outras cepas regulam as células


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Athiyyah%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31719961
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Athiyyah%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31719961
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dendriticas na expansdo de CD4" e linf T reg (FoxP3™) nos sitios de inflamacdo (GAREAU,
2010).

Atualmente tem aumentado o interesse no uso de probioticos, prebioticos e simbidticos
em pacientes pediatricos com a finalidade de modular a microbiota intestinal, como relatado
em casos de gastroenterite viral aguda (CARDILE, 2016). E referido em adultos tratamento de
dishiose por meio de transplante de microbiota intestinal ou transplante fecal (WEST, 2015)

conforme Figura 7:
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Fonte: Adaptado de WEST, C. E. et al. The gut microbiota and inflammatory non-communicable diseases:
Associations and potentials for gut microbiota therapies. J, Allergy Clin, Immunol., v. 135, n. 1, p. 3-13, 2015.
Disbiose é o desequilibrio da microbiota que conduz a ruptura da homeostase com o hospedeiro e que esta
relacionada a doencas alérgicas e autoimunes, desordens metabolicas, distdrbios cognitivos, disfuncfes da salde
mental e estresse. A dishiose influencia desordens em diversos sistemas e ha a necessidade de estratégias para
modular a microbiota e restabelecer a homeostase do organismo.

Figura7 - Relacdo dishiose e doencas de base imunoldgica e impactos da modulacdo da
microbiota
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

2.1 Justificativa

A epidemia mundial de obesidade também abrange criancas e adolescentes, podendo ter
impacto nessa faixa etaria com complicacGes como as doengas crénicas nao transmissiveis e o
aumento da prevaléncia da SM nos adolescentes com excesso de peso.

A inflamacdo crénica € um mecanismo fisiopatol6gico comum no desenvolvimento dos
disturbios caracteristicos procedentes da obesidade.

Ha também a necessidade da compreensdo da importancia do papel da microbiota
intestinal, como moduladora da atividade inflamatoria e imune do individuo. Assim se
justificam estudos que venham ampliar o entendimento sobre a interagdo desses elementos e
que busquem estratégias terapéuticas, principalmente ndo medicamentosas, como tratamento
coadjuvante para minimizar os efeitos da obesidade.

Os simbioticos, de uso rotineiro na prescricdo médica, associados ao uso de antibioticos
e no tratamento coadjuvante dos quadros de diarreia (por ter sua agdo na estabilizacdo da
microbiota intestinal) tém consequente acdo na manutencédo da estabilidade da permeabilidade
intestinal, resultando no equilibrio imune e na liberacdo de citocinas anti-inflamatorias. Essas
acOes podem amenizar o estado inflamatério e interferir, de modo benéfico, nos distarbios

metabolicos associados a obesidade.

2.2 Hipdtese

Os adolescentes obesos apresentam biomarcadores pro-inflamatérios aumentados, o que
os leva a permanecer em um estado de inflamacdo cronica. Esses apresentam também uma
microbiota intestinal alterada, devido ao consumo excessivo de alimentos ricos em gordura e
acucares e, consequentemente, essa disbiose rompe a permeabilidade intestinal e libera
biomarcadores de imunidade e citocinas pro-inflamag@o que agravam o estado inflamado em

relacdo aos adolescentes eutréficos.
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O uso de simbidticos em adolescentes obesos pode contribuir para recompor a
microbiota intestinal saudavel e, assim, restabelecer a permeabilidade intestinal e consequente

producdo de biomarcadores anti-inflamatorios, levando a reducédo da inflamacao sistémica.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar biomarcadores de inflamag&o, de permeabilidade intestinal e células de

imunidade em adolescentes obesos.

Objetivos Especificos

1. Comparar adolescentes eutroficos com adolescentes obesos sem intervencao quanto
a parametros clinicos, metabdlicos, de biomarcadores de inflamacdo e de
permeabilidade intestinal.

2. Avaliar em adolescentes obesos os efeitos da administracdo de simbidtico por 60
dias nos parametros clinicos, de biomarcadores de inflamacéo e de permeabilidade

intestinal.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Fase 1 - Estudo prospectivo transversal com amostra de conveniéncia, comparando
adolescentes obesos e eutroficos quanto aos parametros antropométricos e de
composigéo corporal, metabdlicos, células de imunidade, biomarcadores inflamatorios

e de permeabilidade intestinal.

Fase 2 - Estudo clinico prospectivo com intervencdo para avaliar o efeito pré e pds uso de
simbidtico (Simbioflora®), por 60 dias, sobre os parametros antropométricos e de
composicdo corporal, células de imunidade, biomarcadores inflamatorios e de

permeabilidade intestinal.

Casuistica

Foram entrevistados 70 jovens que demonstraram interesse em participar do estudo,
triados para ambulatério de adolescentes para serem aplicados os critérios de inclusdo e os de
ndo inclusdo. Selecionados 38 desses e sendo eleitos 18 adolescentes obesos (Grupo Obeso),
11 do sexo masculino e 7 do sexo feminino e 20 adolescentes com IMC dentro dos parametros
da normalidade (Grupo Eutréfico), 13 do sexo masculino e 7 do sexo feminino. Apos serem
avaliados clinicamente, seguiram encaminhados para realizacdo de exames metabdlicos de
rotina para verificar se, de fato, apresentavam os critérios descritos abaixo.

Todos os participantes e seus respectivos responsaveis foram informados sobre o estudo,
e a participacdo deles se deu apenas apds leitura, discussdo e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE, segundo a resolucgéo 466/2012 do Conselho Nacional
de Saude) pelo responsavel do menor e assinatura do termo de assentimento pelo menor que
seguiu as normas da pesquisa clinica da UNINOVE. O projeto foi Aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) sob o nimero 2.962.852
CAAE: 93900718.0.0000.5511.
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Ambos os grupos foram submetidos a consulta hebiatrica com anamnese e exame fisico
em que foram obtidas medidas de peso, estatura, medidas de circunferéncia abdominal e
cervical, mensurada pressao arterial e realizacdo da bioimpedancia elétrica. Durante a consulta,
foram avaliados aspectos clinicos e estadiamento puberal do adolescente, segundo as tabelas de
Tanner. Foi também realizado recordatério alimentar e avaliacdo de aspectos psicologicos do
adolescente.

Critérios de inclusao

e Adolescentes de ambos 0s sexos, de 11 a 17 anos de idade, pos puberes pelos critérios
de Tanner (meninas M4 ou menarca e meninos G4) e classificados de acordo com a
curva de indice de massa corporal em Z-escore, da Organiza¢do Mundial da Saude-
2007, sendo o indice de obesos (score Z >+2 SD) e para 0s eutroficos com score Z <
+1 SD.

Critérios de ndo inclusao

Individuos apresentando: sindromes genéticas, alteragdes neuro endocrinoldgicas

como hipotireoidismo ndo controlado e/ou diabetes tipo 1, imunodeficiéncias e

doencga degenerativa.

e Presenca de distirbios de comportamento alimentar (anorexia nervosa, bulimia
nervosa, transtorno da alimentacdo sem outra especificagéo).

e Intencdo de usar ou uso de tratamento dietético e/ou medicamentoso para
obesidade ou dislipidemia.

e Uso de corticoide, antibiotico ou historico de infeccdo hd menos de 1 més da

inclusdo na pesquisa.
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4.2 Métodos

Avaliacdo de dados antropométricos

e Peso aferido em balanca digital marca Welmy (Santa Barbara d’Oeste — SP— Brasil)
com precisdo de 0,1 Kg. O adolescente foi pesado com o minimo de roupas possivel,
sem calgados, com os bragos ao longo do corpo, olhando a sua frente, com o minimo de
movimentos possivel.

e Estatura mensurada por estadidbmetro separado de parede, escala de 0,1 cm,
posicionando-se o adolescente paralelo a parede de forma que ficasse ereto, sem
calcados, bragos pendentes ao lado do corpo, pés unidos. O cursor foi colocado na regido
apical do segmento cefalico, com a cabeca orientada no plano de Frankfurt paralelo ao
solo, em momento de apneia inspiratoria.

e Indice de massa corporal (IMC) calculado pelo valor do peso (Kg) dividido pela altura
(metro) ao quadrado.

e Circunferéncia abdominal (CA): obtida com o uso de fita métrica inextensivel, tendo
como referéncia o ponto médio entre a Gltima costela e a crista iliaca. Foram realizadas
duas a trés medidas consecutivas, registrado o valor que mais se repetiu ou a média dos
mais proximos. Para a classificacdo, foram utilizadas curvas de referéncia para
circunferéncia abdominal (FERNANDEZ, 2004).

e Circunferéncia cervical (CC): Avaliada com fita métrica ndo extensivel na altura da
cartilagem cricoide ou o ponto médio do pescogo. Foram realizadas duas a trés medidas
consecutivas, registrado o valor que mais se repetiu ou a média dos mais préximos. A
circunferéncia cervical ou de pesco¢o surge como um método recente em criancas,
adolescentes e adultos para avaliagdo de obesidade e pode ser um preditor para fatores
de risco como: dislipidemia, intolerancia a glicose e apneia do sono. Para a classificagdo,
foram utilizadas curvas de referéncia para circunferéncia cervical (COUTINHO, 2014).

e Bioimpedancia (Bioelectrical impedance analysis - BIA): O adolescente foi orientado a
comparecer para 0 exame em jejum de pelo menos 3 horas, ingerir 4gua normalmente;
ndo consumir café, chocolate, chas ou energéticos no dia do exame, alimentacéo leve,
sem exercicios fisicos por 24 horas antes da avaliacdo e estar de bexiga urinaria vazia.

Realizada por um aparelho especifico, bipolar (RJL, modelo Quantum II, Clinton Twp,
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Mi, EUA) aferido conforme as instru¢es do fabricante. Método utilizado para avaliar
a composicao corporal de adultos, criancas e adolescentes com a quantificagcdo da massa
de gordura (MG) e da massa livre de gordura (MLG). Os valores obtidos para
diagnostico da obesidade estimados pela BIA correlacionaram-se quase perfeitamente
com os métodos de referéncia como a densitometria para ambos os sexos (CHULA DE
CASTRO, 2017). A técnica consta de uma corrente elétrica alternante de baixa
intensidade que é conduzida através do corpo e na medida da oposic¢do da passagem
desse fluxo de corrente (impedéancia). Calculada por meio de uma equacao com base em
dois vetores: a resisténcia e a reatancia. A resisténcia € a restricdo ou a voltagem perdida
na passagem da corrente elétrica através do corpo e depende da quantidade de &gua
presente. Quando a agua corporal é grande, a corrente flui mais facilmente e apresenta
menor resisténcia, ao passo que, em presenca de maior quantidade de gordura corporal,
a resisténcia sera maior, pois o tecido adiposo possui baixa quantidade de 4gua e € um
mau condutor de energia. A reatdncia é outra forca resistiva caracterizada pelo
armazenamento da corrente durante a passagem pelas membranas e pelo meio
intracelular.

Pressdo arterial (PA). A técnica aplicada para a mensuragdo foi a recomendada nos
protocolos do Ministério da Saude e da Sociedade Brasileira de Hipertensdo, em que se
utilizou aparelho aneroide e classificou-se a pressdo arterial conforme as diretrizes da
American Heart Association — 2008 e da V Diretriz Brasileira de Hipertensdo — 2007
(URBINA, 2008; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007). Para
mensuracdo da PA, era solicitado que o adolescente ndo estivesse com a bexiga urinaria
cheia e se certificando que também ndo tivesse fumado (caso fosse fumante), ingerido
café ou bebida alcoolica 60 a 90 minutos anteriores a consulta. Foi solicitado ao paciente
para descruzar as pernas no momento do exame e certificado que se apresentava
relaxado. Para a medida da PA, utilizou-se manguito adequado (largura da bolsa de
borracha de 40% da circunferéncia do braco e seu comprimento envolvendo ao menos
80%), com o paciente sentado, o braco foi mantido na altura do coragéo e apoiado na
mesa em frente a ele, cotovelo levemente fletido e palma da méo voltada para cima.
Inicialmente foi verificada a pressao sistélica pelo método palpatério do pulso radial,
aguardado 1 minuto, insuflado o manguito novamente 20 a 30 mmHg acima da pressédo

sistdlica obtida e mensurada a presséo arterial pelo método auscultatdrio. Caso a presséo
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obtida se encontrasse nos niveis de pré-hipertensdo ou hipertensdo, mensurava-a por

mais duas vezes para confirmacao diagndstica.

Exames metabdlicos e suas referéncias de normalidade

Ap0s inclusdo no estudo, foram realizados os seguintes exames: TSH (0,34 a 6,0
uUI/mL) e T4 livre (0,54 a 1,60 ng/dL), anéalise de perfil lipidico (Colesterol total (< 170
mg/dL), Lipoproteinas de alta densidade ou HDL- colesterol (> 45 mg/dL), Lipoproteinas de
baixa densidade ou LDL- colesterol (< 100 mg/dL), Lipoproteinas de muito baixa densidade ou
VLDL- colesterol (< 17 mg/dL) e Triglicérides (< 100 mg/dL) e perfil glicémico (Glicemia de
jejum (70 a 99 mg/dL), hemoglobina glicada ou HBA1c (< 5,7% = baixo risco de diabetes) e
insulina de jejum (2 a 19 mU/L).

Biomarcadores de inflamacéo, imunidade e de permeabilidade intestinal:

Foram coletados 5ml de sangue venoso periférico em tubo sem anticoagulante para
obtencdo de soro para dosagem de citocina pré-inflamatéria e marcadores de permeabilidade
intestinal e 5 ml de sangue venoso periférico em tubo com anticoagulante (EDTA) para

avaliacdo de linfocitos T e mondcitos M1 E M2.

Quantificacdo de citocina sérica (IL-6) e de biomarcador de permeabilidade intestinal
(Zonulina e LPS)

A IL-6 e a Zonulina foram quantificados por Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) de
acordo com as instrucfes do fabricante (Quadro 4). A endotoxina de bactérias gram negativas
denominada Lipopolissacarideo — LPS, foi analisada pelo teste de LAL — limulus amebocyte
lysate chromogenic endpoint assay e quantificada por Espectrofotometria de acordo com as
instrugdes do fabricante (Quadro 4).



41

Quadro 4 - Descrigdo dos ensaios de ELISA e Espectrofotometria em biomarcadores de

inflamacéo e suas respectivas sensibilidades

ANALITO FABRICANTE CATALOGO SENSIBILIDADE
Human IL-6 HS R&D Systems — USA & Canada 0,039 pg/mL
Human Zonulina Cusabio CSB-EQ027649HU 0.156 ng/mL

LPS, LAL Hycult Biotech 0,04 EU/mI

Quantificacao dos Linfécitos T e Mondcitos pela citometria de fluxo

O sangue dos voluntarios foi coletado em tubo com EDTA, do sangue total foram

transferidos 100uL para tubos de citometria de acordo com os grupos de anticorpos anti-
linfécitos T CD4", anti-linfécitos T reguladores (T reg=CD25"+FoxP3*), anti-CD14"

(mondcitos M1) e anti-CD16" (mondcitos M2) conjugados cada um a fluorocromo diferente,

de acordo com o protocolo do reagente BD FACS Brand Lysing Solution (N° Catalogo 349202).

As expressdes desses marcadores em suas respectivas células foram apresentadas como média

de intensidade de fluorescéncia (MIF).

O Quadro 5 apresenta os fluorocromos utilizados e seus respectivos fabricantes:

Quadro 5 - Descricdo dos fluorocromos utilizados na quantificacdo dos linfocitos T e
monacitos na citometria de fluxo

Anticorpo Fluorocromo Fabricante/Catalogo
CD4* PE eBiosciences
CD14* APC eBiosciences
CD16* FITC B&D
T reg (CD25* + FoxP3") APC B&D
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Sequéncia experimental do estudo

Os adolescentes incluidos no grupo Eutrofico foram avaliados clinicamente e realizaram
as coletas de sangue para analise de biomarcadores somente uma vez.

Os adolescentes do grupo Obeso, ap6s coleta dos biomarcadores, receberam na primeira
avaliacdo 60 envelopes de Simbioflora® em suas respectivas caixas de comercializacdo com
data de validade e bula informativa. Eles foram orientados a diluirem o Simbioflora® saché em
liquido frio (dgua) e para serem ingeridos via oral, uma vez ao dia, logo apos preparo, pela
manha ou almoco (para manter uma rotina e evitar o esquecimento de tomar a medicagéo) por
60 dias consecutivos (proximo a alimentagdo) e iniciando na manha seguinte a admissdo no
estudo. Por contato telefénico, a cada 10 dias, foram colhidas informacGes de eventuais
intercorréncias e sobre o0 do uso do medicamento e nenhum evento adverso foi referido (negado:
dor abdominal, flatuléncia, alteracdo da consisténcia das fezes ou do nimero de evacuagoes).

No 60° dia, na reavaliacdo presencial, foram retornados os 60 envelopes vazios do
simbiotico e realizados: exame clinico com as medidas antropomeétricas e de mensuracdo da
pressdo arterial, bioimpedancia e coletado sangue para nova analise de biomarcadores. O
fluxograma do estudo na primeira fase foi descrito na Figura 8 e a sequéncia do estudo na

segunda fase esta exemplificada na Figura 9:
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18 ADOLESCENTES 20 ADOLESCENTES
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Figura8 - Fluxograma do estudo 12 fase
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Figura9- Fluxograma do estudo 22 fase
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Simbiédtico do estudo: O composto simbi6tico utilizado no estudo é o Simbioflora®:
apresentacdo em sachés de 6g, sem sabor, composto por uma formulacdo de fruto-
oligossacarideo 5,5g (prebiotico) e a composicdo dos seguintes probioticos: Lactobacillus
acidophilus SD 5221NCFM 10° UFC, Lactobacillus rhamnosus SD 5675 HN001 10° UFC,
Lactobacillus paracasei SD 5275 LPC-37 10° UFC e Bifidobacterium lactis SD 5674HN01910°
UFC (fabricado e comercializado por INVICTUS BRASIL- FMQ, enderego escritorio
comercial: Rua dos Autonomistas, 4.900 — OSASCO, S&o Paulo-SP).

4.3 Metodologia estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos dados.
As variaveis categoricas foram apresentadas por frequéncias absolutas e relativas e para as
variaveis numeéricas: media e mediana, quando apropriadas.

A comparacéo de variaveis entre 2 grupos independentes com distribuicdo paramétrica
foi realizada utilizando-se o teste t de Student. Para andlise de varidveis ndo paramétricas de 2
grupos independentes, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. A existéncia de associag¢Oes entre
duas variaveis categoricas foi verificada utilizando-se o teste de Qui-Quadrado.

Jé& para se comparar as médias para um mesmo grupo em dois momentos, utilizou-se o
teste t de Student para amostras paramétricas ou teste de Wilcoxon para amostras ndo
paramétricas.

Foi considerado nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

As correlagdes foram analisadas pelo método de Spearman onde o IMC, que diferencia
os dois grupos, foi utilizado como variavel dependente e como variaveis independentes foram
avaliados: PAS, PAD, Linfdcitos T-CD4, IL-6 e LPS.

As anélises estatisticas foram realizadas com o uso do software estatistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS 25.0).

Determinagéo do tamanho de amostra
Para este estudo, foi considerado o Linfocitos T CD4+ como variavel de
dimensionamento. Desta forma, uma amostra de tamanho minimo de 18 criangas é suficiente

para detectar com um poder de 80% uma diferenca de médias de 10 cel/mm? na CA (DP=15
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cel/mm3) entre dois momentos de avaliagdo, a um nivel de confianca de 95%, num teste t de
Student para amostras pareadas. Estes dados foram obtidos via uma amostra piloto de 9 criangas
(a média e desvio padrdo foram aproximados com valores conservadores visando obter uma
amostra maior) (MACHIN, 1997)

Para esses calculos foi utilizado o software Statistic STATA 12. StataCorp. 2011. Stata
Statistical Software: Release 12. College Station, TX: StataCorp LP.
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5 RESULTADOS

Foram estudados 18 adolescentes obesos e 20 adolescentes eutréficos de ambos 0s
sexos, com idade de 11 a 17 anos, com mesma maturidade sexual, para fins de demonstragéo
do fendbmeno da obesidade-inflamagé&o-permeabilidade intestinal. Os 18 adolescentes do grupo
Obeso compuseram o grupo Unico de intervencao.

As Tabelas 1 e 2 a seguir representam o valor médio e desvio padréo das caracteristicas
descritivas dos grupos. Tais caracteristicas, entre os grupos, foram comparadas evidenciando
aspectos patoldgicos relacionados a condi¢cdo do aumento de peso.
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A Tabela 1 representa o padrdo de caracteristicas antropométricas, dados da

bioimpedéancia e medidas de pressdo arterial. Além das alteracGes esperadas do aumento nas

medidas de peso, circunferéncia cervical, circunferéncia abdominal e IMC, houve na

Bioimpedancia o aumento percentual da massa de gordura (MG) e a diminui¢do da massa livre

de gordura (MLG) nos obesos que se contrapdem, como esperado, na presenca de baixa MG e

aumento da MLG nos eutroficos. O grupo de adolescentes Obesos, embora dentro do nivel de

normalidade, apresentou aumento da presséo arterial sistélica em relacdo ao grupo Eutréfico.

Tabelal- Dados antropométricos, de bioimpedancia e de pressdo arterial dos grupos
Eutrofico e Obeso Pré-Intervencgéo

Eutréfico Obeso Pré-Intervencao P
(n=20) (n=18)
Sexo masculino 13 (65,0%) 11 (61,1%) 0,802
Idade (anos) 14+1 14+2 0,86
Peso (kg) 459+6,9 83,4+218 < 0,001
Estatura (m) 1,62 + 0,09 1,63 + 0,09 0,648
IMC calculado (kg/m?) 175+19 31,0+£6,0 <0,001
CA (cm) 64,8+43 959+ 14,6 < 0,001
CC (cm) 316+21 36,5+38 < 0,001
Agua Corporal Total (%-BIA) 64,4+5,0 456+ 45 < 0,001
MG (%-BIA) 138+5,6 38,4+5,1 < 0,001
MLG Total (%-BIA) 86,2+5,6 61,6 +5,1 < 0,001
MMS Total (%-BIA) 218+1,9 16+1 <0,001
IMC (kg/m2BIA) 175+1,9 30,6 +5,5 < 0,001
PAS (mmHg) 101+9 109 + 9 0,009
PAD (mmHg) 69 + 7 72+8 0,16

Significancia = valores de p < 0,05 no teste t de Student ndo pareado ou de Qui-Quadrado(®).
CA (Circunferéncia abdominal), CC (Circunferéncia cervical), MG (massa de gordura), MLG (massa livre de gordura), MMS
(massa magra seca), BIA (Bioimpedancia), IMC (Indice de massa corporal), PAS (Pressao Arterial Sistolica), PAD (Presséo

Arterial Diastolica).
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A Tabela 2 demonstra as caracteristicas descritivas das variaveis metabdlicas e de
biomarcadores (de imunidade, inflamacdo e de permeabilidade) em que se observa que 0s
adolescentes com elevada massa de gordura ja apresentavam altera¢fes bioquimicas sistémicas,
como os elevados indices de insulina, de triglicerideos e das particulas do VLDL — colesterol
comparados aos adolescentes eutroficos. Ambos os grupos com glicemia de jejum e fungéo
tireoidiana normais, entretanto, apesar de ndo haver diferenca estatistica em relagdo a
hemoglobina glicada, o grupo Obeso apresentou niveis mais proximos ao limite superior da
referéncia de normalidade.

A expressdo de CD4" e os niveis séricos de IL6 estavam significativamente mais
elevados nos adolescentes obesos. Em relacdo aos biomarcadores de permeabilidade da
membrana intestinal, observamos niveis séricos de LPS significativamente mais elevados nos
adolescentes obesos e o0s niveis de Zonulina foram maiores nos adolescentes eutroficos (Tabela
2).

Tabela 2 - Caracteristicas descritivas das variaveis metabdlicas, imunidade celular,
biomarcador inflamatério e biomarcadores associados a permeabilidade intestinal
dos grupos Eutrofico e Obeso Pré-Intervencao

Eutroficos Obesos Pré Intervencao
(n=20) (n=18) P
Média + DP Média + DP
Glicemia (mg/dl) 87+8 86+8 0,68
HBA1c (mg/dl) 53+0,3 55+0,3 0,14
Insulina (mU/L) 9,6 +3,7 18,9+ 8,9 0,02
Triglicerideos (mg/dl) 71+23 104 + 45 0,01
Colesterol Total (mg/dl) 149 + 37 158 £ 30 0,40
LDL-c (mg/dl) 81+30 90 £ 27 0,33
HDL-c (mg/dl) 51+9 476 0,18
VLDL-c (mg/dl) 15+5 21+9 0,02
TSH (ulU/ml) 2,27+0,95 1,86+ 0,93 0,22
T4 livre (ng/dl) 1,06 + 0,18 1,0740,21 0,89
Linfécitos T-CD4* (MIF) 89+75 18,0+124 0,01
Linfécitos T reg-FoxP3* (MIF) 9,9+6,6 99+54 0,99
Monocitos M1- CD14* (MIF) 69,5+ 17,5 74,9+ 153 0,32
Monocitos M2 - CD16* (MIF) 24,4+ 16,0 31,3+227 0,28
IL6 (pg/ml) 0,26 £+ 0,06 0,30 £ 0,06 0,02
Zonulina (ng/ml) 16,94 £+ 8,58 9,90 £ 7,49 0,01
LPS (EU/ml) 0,08 £ 0,05 0,18 £ 0,15 0,01

Significancia = valores de p < 0,05 no teste t de Student.
MIF= média de intensidade de fluorescéncia, EU= Endotoxin Units; IL6= interleucina-6, LPS: lipopolissacarideo.
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Com relagdo aos parametros antropométricos e de bioimpedéancia analisados antes e
ap6s a intervencdo com simbidtico, ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significantes (Tabela 3).

Tabela 3 - Dados das variaveis antropométricas, de bioimpedancia e valores de pressdo
arterial no grupo Obeso Pré e Pos-Intervencdo com simbiotico

Pré-Intervencéo Pés-Intervencao V{:lria(;écl) P
Pos - Pré
IMC calculado (kg/m?) 31,0+6,0 30,3+4,6 -0,7+45 0,22
CA (cm) 959+ 145 94,8+ 14,3 -1,1+3,5 0,18
CC (cm) 36,5+£38 36,5+3,7 0,0+0,7 0,92
Agua Corporal Total (%-BIA) 45,6 + 4,5 453+4 -03+18 0,54
MG (%-BIA) 38,4+5,1 38,8+ 4,7 0,3+1,8 0,46
MLG Total (%-BIA) 616+51 61,347 -0,3+1,8 0,46
MMS Total (%-BIA) 16,0+ 1,0 16+11 -0,1+£0,2 0,24
IMC (kg/m?BIA) 30,6 +£5,5 30,9+£55 0,3+£0,7 0,10
PAS (mmHg) 109 +9 108 9 0+8 0,88
PAD (mmHg) 72+8 74+7 2+9 0,38

Significancia = valores de p < 0,05 no teste t de Student pareado ou de Wilcoxon.

CA (circunferéncia abdominal), CC (circunferéncia cervical), MG (massa de gordura), MLG (massa livre de gordura), MMS
(massa magra seca), BIA (Bioimpedancia), IMC (indice de massa corporal), PAS (Pressdo Arterial Sistdlica), PAD (Pressdo
Arterial Diastolica).

Com relacdo aos biomarcadores inflamatérios, foram observados, no grupo obeso pds
intervencdo, um aumento significativo de Linfécitos T-CD4" (p=0,002) e de Linfécitos T reg

(p=0,02), enquanto os demais parametros ndo sofreram modificacdo (Tabela 4).

Tabela 4 - Dados das variaveis dos biomarcadores inflamatorios e de células imunes no
grupo Obeso Pré e Pés-Intervengdo com simbidtico

Pré-Intervencdo  Pds-Intervencgdo Variagao Pds - Pré P
Linfécitos T-CD4* (MIF) 18,0+124 29,6 £ 10,6 11,6 £13,6 0,002
Linfécitos T reg-FoxP3* (MIF) 99+54 14,0+ 6,7 41+71 0,02
Monocitos M1- CD14* (MIF) 749+ 153 72,6 £151 -2,3+185 0,60
Monocitos M2 - CD16* (MIF) 31,3+£22,7 41,6 £ 23,6 10,3+ 30,2 0,16
IL6 (pg/ml) 0,30 + 0,06 0,32+0,14 0,0+0,1 0,55

Significancia = valores de p < 0,05 no teste t pareado.
MIF= média de intensidade de fluorescéncia.
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A Tabela 5 apresenta a analise das varidveis dos marcadores associados &
permeabilidade intestinal ap6s intervencao de 60 dias com simbidtico e pode-se observar que o
LPS diminui sua concentracdo apds suplementacdo, mas essa diferenca ndo foi significante e

ndo houve variacdo na dosagem de Zonulina sérica pré e pds-intervencao.

Tabela5- Dados das variaveis de biomarcadores associados a permeabilidade intestinal Pré
e P0s intervencdo com simbiotico

Pré-Intervencéo Pos-Intervencéo Variacgdo Pés - Pré P
Zonulina(ng/ml) 9,90 +7,49 11,05 + 7,56 1,15+ 3,36 0,39
LPS(EU/mI) 0,18 +0,15 0,15+0,12 -0,03+£0,12 0,28

Significancia = p- valor < 0,05 no teste t pareado. EU= Endotoxin Units, LPS: lipopolissacarideo.

Considerando a variavel que diferencia os grupos, IMC, foram analisados o0s parametros
gue apresentaram maior impacto ou se correlacionaram com essa variavel.

A anélise da correlag&o linear de Spearman, nos 18 adolescentes obesos, demonstrou
ser positiva e significativa entre os seguintes dados conforme Tabela 6.

Tabela 6 - Analise de correlagdes positivas do IMC

indice de massa corporal Variavel r P
IMC PAS 0,64 <0,001
IMC PAD 0,41 0,002
IMC Linfocitos T-CD4* 0,39 0,003
IMC IL-6 0,32 0,01
IMC LPS 0,56 <0,001

As diferencas estatisticas foram calculadas analisando o coeficiente de correlagéo de Spearman. Significancia: p-valor < 0,05.
IMC: Indice de massa corporal (Kg/m?), PAS (pressdo arterial sistdlica), PAD (Pressdo arterial diastdlica), IL-6 (Interleucina
-6), LPS (Lipopolissacarideo).
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6 DISCUSSAO

A obesidade tem sido uma condigdo muito relevante de estudos prévios e atuais devido
aos seus indices crescentes e patologias associadas que atingem tanto adultos quanto criangas e
adolescentes.

A obesidade per se, por meio do aumento da camada de gordura visceral, cria um
ambiente inflamatorio que tem sido associado com o mecanismo fisiopatoldgico de varias
comorbidades, entre elas as alteracbes de permeabilidade intestinal, contribuindo para a
translocacdo de bactérias ou ainda de produtos dessas como endotoxinas, aumentando ainda o
ambiente inflamatdrio dessa condicdo. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar marcadores
inflamatorios e de permeabilidade intestinal e intervencdo com suplementacéo com simbidticos
em adolescentes obesos.

Como esperado e ja descrito na literatura, por meio da avaliacdo antropométrica,
observamos maior IMC, circunferéncia cervical e abdominal nos obesos. Para avaliar de forma
mais adequada os indices de massa magra e de gordura, foi utilizada a BIA em que observamos
que a massa de gordura foi maior e que a massa magra livre de gordura e massa magra seca
foram menores nos adolescentes obesos.

A maior circunferéncia abdominal, o excesso de massa de gordura e menor massa livre
de gordura estdo associados com maior risco para o desenvolvimento de aterosclerose, doengas
metabolicas e diabetes mellitus na idade adulta (LLEWELLYN, 2015; PATNAIK, 2017).

Embora ndo tenhamos observado diferenca entre os niveis séricos de glicemia e
hemoglobina glicada, essa Ultima, nos adolescentes obesos, se apresenta com niveis mais
préximos ao limite superior de referéncia da normalidade; além de maior concentracdo dos
niveis de insulina nesse grupo comparado aos eutréficos, corroborando para maior risco ao
diabetes.

A literatura correlaciona o aumento da massa de gordura com o maior risco de outras
alteracdes metabdlicas como o aumento de triglicérides e R1 (de OLIVEIRA, 2016). Entretanto,
com excecdo do aumento significante de VLDL-c nos adolescentes obesos, ndo observamos
alteracdes nas concentracdes de colesterol total e fragoes.

O aumento de gordura visceral também influencia nos niveis pressoricos arteriais.
Observamos que a pressao arterial sistélica no grupo de adolescentes obesos, embora dentro do

nivel de normalidade, apresentou aumento e correlagéo positiva com IMC em relagdo ao grupo
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Eutrofico, o que pode contribuir para hipertensdo precoce nesses adolescentes. De fato, uma
revisdo sistematica apresenta que 22% dos jovens acima de 12 anos que estdo no sobrepeso ou
obesos serdo hipertensos na vida adulta (LLEWELLYN, 2015).

Como ja descrito, a obesidade contribui para estado inflamatério. O aumento dos
marcadores pro-inflamatérios na obesidade é fator de risco pelo desenvolvimento de alteracdes
metabdlicas, caso permanecam nesse estado nutricional (WISSE, 2004). No presente estudo,
observamos que os adolescentes obesos apresentaram maior concentracdo sérica de IL-6 e
correlacdo positiva entre IMC e IL-6, sugerindo uma inflamacdo subclinica decorrente da
hipertrofia de gordura visceral e da secregdo de adipocinas como a IL-6 (TRAYHURN, 2013).

Esse estado de inflamagdo ndo depende apenas da liberacdo de adipocinas proé-
inflamatdrias, mas também de mecanismos de células imunes presentes no tecido adiposo
(MAGRONE, 2015). Segundo Revelo (2014), ha predominancia de linfocitos T CD4* Th1l que
secretam IFNy, favorecendo a polarizacdo dos macréfagos para um fen6tipo M1 e produzindo
citocinas com agdo pro-inflamatdrias, como a IL-6 e no individuo eutrdéfico presenca de
linfocitos T reg, células CD4"Th2 e pela secrecdo de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) que
levam a polarizacao dos macréfagos no TAV para um fen6tipo M2 com acao anti-inflamatoria.
Embora ndo tenhamos observado diferenca quanto ao predominio de monécitos M1 ou M2 em
ambos 0s grupos estudados, observamos que os adolescentes obesos apresentaram maior
expressao de linfécitos CD4" e correlagédo entre IMC e CD4", sugerindo que a obesidade pode
ativar maior proliferacdo dessas células e amplificar o estado de inflamacgéo. Visto que foram
excluidos os individuos que tiveram episddio de infeccdo, os aumentos de linfocitos CD4*, e
IL-6 parecem estar relacionados exclusivamente com a obesidade. Além disso, reforcando essa
hipotese, foi observada correlacdo positiva do IMC com IL-6 e linfécitos CD4".

Adicionalmente, o0 obeso apresenta um desequilibrio na estrutura e/ou funcdo de
microbiota (disbiose) e essa altera a permeabilidade intestinal que contribui para a inflamacao
local e sistémica (COX, 2015; WEST, 2015) com aumento também dos niveis de IL-6 (LEITE,
2017), reforcando que a dishiose contribui para micro-inflamag8o. Além disso, a disbiose
contribui para alteracbes de permeabilidade da barreira epitelial intestinal, com deplecdo ou
diminuicdo de proteinas de adesdo das juncbes das células epiteliais (tight junctions) e
consequente diminuicdo da resisténcia transepitelial. Dessa forma, com a quebra da barreira
intestinal, pode ocorrer o aumento da resposta inflamatéria devido a translocacdo dos
microrganismos patogénicos ou da endotoxina presente na membrana externa dessas bactérias

gram-negativas (lipopolissacarideo-LPS) que é conhecida como importante ativador de
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resposta imunologica (NUSRAT, 2000; CANI, 2007; ICHII, 2014). Corroborando com esses
relatos, observamos que os adolescentes obesos apresentaram significante aumento do LPS,
marcador indireto de permeabilidade intestinal comparado aos adolescentes magros; sugerindo
para a hipotese de translocacdo bacteriana.

A Zonulina, uma das proteinas de adesdo que regula as tight junctions do enterdcito
(CAMARA-LEMARROQY, 2019), tem sido considerada como um marcador diagndstico de
permeabilidade intestinal, sendo encontrada elevada no sangue de pacientes com sintomas de
infeccdo ou inflamacdo intestinal (TARKO, 2017) e obesidade (ZAK-GOLAB, 2013).
Entretanto, ndo observamos alteragcdes dessa proteina no grupo dos obesos, mas aumentada no
grupo eutrofico. E possivel que a diferenca entre a microbiota, que n3o foi avaliada em ambos
0s grupos, possa modular a expressao dessa proteina; entretanto essa afirmativa é meramente
especulativa.

Tem sido descrito que os linfécitos T reg (FoxP3*) controlam a manutencdo da
integridade da mucosa intestinal contra a inflamacdo e em estudos com adultos e criancas
obesas esses estdo diminuidos (DONMA, 2015) e, como consequéncia, ocorre incremento de
CD4* (de OLIVEIRA, 2017). Entretanto, embora tenhamos observado aumento de CD4" nos
adolescentes obesos pré intervencdo em relacdo aos eutroficos, ndo observamos diferencas dos
linfocitos T reg entre 0s grupos.

Em decorréncia da associacdo entre obesidade, inflamagéo e alteracdo da composicéao
da microbiota intestinal (MORAES, 2014; WEST, 2015), realizamos uma estratégia de
intervencdo nos adolescentes obesos, sem restri¢cdo nutricional, com um composto simbi6tico:
Simbioflora® por 60 dias, para avaliar se esse suplemento poderia modular os biomarcadores
de permeabilidade intestinal e de inflamacao.

Em relagdo aos pardmetros antropométricos e BIA, ndo observamos impacto do
simbidtico ap6s os 60 dias de suplementacdo.

Embora o foco dessa intervencao tenha sido sobre os biomarcadores de permeabilidade
intestinal e inflamacdo, ndo observamos, apds uso do simbidtico, haver diminuicdo de IL-6 e
LPS, gue estavam aumentados nos adolescentes obesos comparados aos eutréficos. Entretanto,
observamos que o simbidtico aumentou o nimero de linfocitos T reg (FoxP3™). Esses linfécitos
sdo importantes na manutencao da integridade da mucosa intestinal contra a inflamacao e tem
sido descrito aumentar sua expressdao com uso de simbidticos (GAREAU, 2010). O aumento de
T reg (FoxP3") estd associado a maior sintese de IL-10 e TGF-B, o que pode contribuir para

menor inflamacdo na mucosa e induzir reparo tecidual (KWON, 2010). No presente estudo,
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apesar do aumento dos linfocitos T reg, ndo observamos correlacdo desse com diminui¢do do
IL-6, LPS e CD4". Ao contréario, apds intervencdo, houve aumento do CD4"; provavelmente
devido a propria obesidade, ja que ndo houve diminuicdo dessa nos adolescentes, perpetuando
mecanismos associados a inflamacéo.

Essas correlagdes sugerem que a obesidade em adolescentes contribui para inflamagéo
(IL-6), para maior risco para a elevagdo da pressdo arterial sistémica e, provavelmente, a
obesidade tem impacto na permeabilidade intestinal, j& que o aumento de LPS sugere essa
associacdo. Destaca-se que foram excluidos do estudo todos os adolescentes que apresentavam
algum tipo de infeccéo ou inflamagéo.

LimitacGes do estudo: 1) Provavel que, com maior tempo de intervencdo, poderiamos
ter resultados mais robustos; 2) N&o foi possivel avaliar a composi¢do da microbiota dos
adolescentes, o que poderia contribuir para melhor compreenséo dos biomarcadores e efeito do
simbidtico; 3) Nao incluimos um grupo placebo e conjuntamente a reavaliacdo laboratorial com
exames metabdlicos apos intervengdo para avaliar de forma mais eficiente a estratégia de
intervencao.

Perspectivas futuras: 1) Estudo de seguimento para avaliar desfechos associados com a
obesidade e efeito da intervengdo com simbidtico. 2) Associar futuramente uma dieta mais
restritiva.

Em resumo, este estudo observou que adolescentes obesos apresentam um grau de
inflamacdo (IL-6), com ativacdo de linfécitos CD4" e possivel perda de permeabilidade
intestinal com translocacdo epitelial de LPS. O uso da suplementacdo com simbi6tico
incrementou 0 nimero de linfécitos T reg (FoxP3") que estdo associados a modulagdo de
alteracBes de permeabilidade intestinal e de inflamagdo. Assim, o uso de simbidtico pode ser
benéfico sobre a inflamacdo como tratamento coadjuvante até que se alcance, com dieta
nutricional, a normalidade de indice de massa corpdrea em adolescentes obesos. Entretanto,
novos estudos devem ser conduzidos para avaliar essa hipotese e desfechos associados a
obesidade.
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8 ANEXOS

ANEXO 1: Parecer consubstanciado e aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Nove de Julho — UNINOVE
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. N X N N g o
Universidade Nove de Julho JULHO - UNINOVE %9‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao da permeabilidade intestinal e inflamagao em adolescentes obesos
Pesquisador: Maria Aparecida Dalboni

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 93900718.0.0000.5511

Instituicdo Proponente: ASSOCIACAO EDUCACIONAL NOVE DE JULHO

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.962.852

Apresentacao do Projeto:
O parecer foi elaborado com base no documento:
PB_INFORMAGOES_BASICAS _DO_PROJETO_1148568.pdf de 04/10/2018

A obesidade tem sido uma das preocupagbes mais relevantes entre criangas, adolescentes e adultos no
século XXI. Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a obesidade mundial quase triplicou desde
1975; 39% dos adultos com idade superior a 18 anos estavam acima do peso; a obesidade mata mais
pessoas comparada as abaixo do peso e mais de 340 milhdes criangas e adolescentes com idade de 5-19
anos eram obesos ou com sobrepeso em 2016.Assim, devido ao crescimento da prevaléncia da obesidade
em criangas; frequentemente tem se observado consequéncias sérias como: a hipertensao arterial,
dislipidemia, resisténcia a insulina, disglicemia, esteatose hepatica e complicagbes psicossociais nesta
populagao. Adicionalmente, véarios estudos tém demonstrado associagao entre adolescentes obesos e
obesidade na vida adulta, com maior risco de morte precoce e maiores resultados adversos na salide na
vida futura.Ao longo das Ultimas décadas, véarios estudos em animais e seres humanos tém identificado
associagbes entre microbiota intestinal, metabolismo do hospedeiro e obesidade. Adicionalmente, estudos
em criangas com sobrepeso comparada as magras demonstram diferengas na composigao da microbiota
intestinal. Segundo estudos em modelos animais e humanos a microbiota exerce um papel significante na

patogénese da sindrome metabdlica afetando o balango metabdlico do
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hospedeiro através da modulagao de absorgao de energia, motilidade intestinal, apetite, metabolismo da
glicose e dos lipidios e armazenamento de gordura hepatica. O desequilibrio da microbiota intestinal
(disbiose) relatada em adultos tem sido fortemente associado com a ruptura da barreira epitelial intestinal,
deplegao ou diminuigao das proteinas constituintes da jungao das células epiteliais como: ocludina, claudina
-1, zonulina-1 e diminuigao da resisténcia transepitelial. Desta forma, pode ocorrer aumento de resposta
inflamatéria devido a translocagao de microrganismos ou ainda por produtos téxicos bacterianos, como LPS
(lipopolissacarideo, importante componente da membrana externa de bactérias gram-negativas e conhecido
como importante ativador de resposta imunoldgica). Ainda, as células da imunidade como monécitos e
linfécitos T presentes no intestino ou séricos, responsaveis pela defesa do organismo e a imunidade celular,
podem estar desregulados na disbiose. Em resumo, a obesidade pode contribuir

significantemente para a patogénese da disbiose intestinal por diferentes mecanismos, como alteragoes da
barreira intestinal e mudangas na microbiota. Além disso, como o intestino e a microbiota estao ativamente
envolvidos na regulagao da imunidade local e sistémica, qualquer alteragao nesta associagéo simbidtica
causada pela obesidade, podem ter impacto negativo sobre a resposta inflamatéria contribuindo para leséo
de células vasculares endoteliais, desequilibrio da imunidade inata e adquirida e aumento de risco de
doencgas cardiovasculares, alergias e infecgdes. Desta forma, o objetivo priméario deste estudo é avaliar o
efeito da obesidade sobre marcadores séricos de permeabilidade intestinal e mecanismos inflamatérios em
adolescentes obesos. Caso estes estejam alterados nestes adolescentes, iremos avaliar secundariamente o
efeito da

suplementagéo com simbidticos sobre os mesmos mecanismos acima descritos, nesta populagao. Para o
objetivo primério, serédo selecionados 30 pacientes adolescentes, Tanner 4 (11 a 18 anos), obesos que séao
acompanhados nos Ambulatérios de Obesidade na Adolescéncia e/ou Nutrigdo da

Universidade Nove de Julho e 30 pacientes nao obesos como grupo controle na mesma faixa etéria. A
obesidade serd avaliada pelo IMC e Bioimpedéancia. Serdo coletados na fase inicial do estudo 5 ml de
sangue com heparina. Destes, 5 ml serdo utilizados para obten¢ao de plasma para dosagem de citocinas
pré e anti-inflamatérias (ELISA) e marcadores de pemeabilidade intestinal (ELISA) e 5 ml serdo utilizados
para avaliagao de linfécitos T, B, Treg e mondcitos M1 E M2 (citometria de fluxo).Palavras chaves:

Obesidade, adolescentes, disbiose, permeabilidade intestinal, inflamagéo.

Hipétese:
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A microbiota intestinal de adolescentes obesos possivelmente difere dos individuos nao obesos e
inflamatérios e de permeabilidade intestinal. Caso esta diferenga exista faremos intervengao com
analisarmos marcadores inflamatérios séricos e de permeabilidade intestinal novamente para

e apds intervengao com simbidticos.

Metodologia Proposta:

-Material.O presente estudo engloba a faixa etaria de adolescentes Tanner 4 (11 — 17 anos). Adolescentes
experimentam varios tipos de maturacéo, incluindo cognitivo (o desenvolvimento do pensamento
operacional formal), psicossocial e fisico. Esta complexa série de transigdes fisicas é

conhecida como puberdade. As mudangas mais visiveis durante a puberdade sao crescimento na estatura
eSeré coletado na fase inicial do estudo 10 ml de sangue coletados com tubo com heparina para: avaliagéo
dos marcadores inflamatérios, de permeabilidade intestinal e de analise de linfécitos e
mondcitos/macréfagos. Destes 10 ml, 5 ml serdo utilizados para obtengao de plasma para dosagem de
citocinas pré e anti-inflamatérias e marcadores de permeabilidade intestinal e 5 ml serao utilizados para
avaliagao de linfécitos T, B, Treg e mondcitos M1 E M2.Se constatada a diferenga entre marcadores
inflamatérios e/ou de permeabilidade intestinal e/ou de andlise de linfécitos e mondécitos/macréfagos no
grupo de adolescentes obesos, estes serdo convocados para receberem suplementagéo com 6g/dia‘/manha
(saché ja comercializado no Brasil) de simbiéticos (Lactobacilos+bifidobactérias+frutooligosacarides) por 60
dias. Apds este periodo, serdo analisados os mesmos parametros de permeabilidade intestinal, anélise de
linfécitos, mondcitos/macréfagos, marcadores inflamatérios e bioimpedancia.Avaliagdo da composigéao
comporal ¢ A obesidade serd avaliada através das medidas de peso (aferido em balanga digital com preciséo
de 0,1 Kg), estatura (mensurada por estadiémetro de parede), indice de massa corporal (IMC) calculado
pelo valor do peso (Kg) dividido pela altura (metro) ao quadrado, circunferéncia abdominal (CA),
circunferéncia cervical (CC) e pressao arterial (PA).Devido ao crescimento corporal na adolescéncia as
normas de IMC véo variar de acordo com o sexo e idade:* Sobrepeso: z score > +1 SD (desvio padrao),
equivalente ao IMC= 25 kg/m2 aos 19 anos ¢ Obesidade: z score >+2SD (desvio padrédo), equivalente ao
IMC de 30 kg/m2 aos 19 anos.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
- Avaliar o efeito da obesidade em adolescentes de 11 anos a 17 anos, Tanner 4, sobre mecanismos
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permeabilidade intestinal em adolescentes obesos, de 11 anos a 17 anos, Tanner 4.
Objetivo Secundario:
- Avaliar o efeito da intervengao com simbidtico sobre mecanismos inflamatérios, permeabilidade

macréfagos em adolescentes obesos Tanner 4.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

O exame de sangue para os obesos e nao obesos sera feito no inicio, apds assinatura do TCLE e do termo
de assentimento e apés 60 dias somente para os pacientes obesos. Coleta de sangue: seréo coletados 10
ml de sangue, feita por uma agulha individual descartavel, coletada de veia

localizada no brago e que serd executada por enfermeiro (a) qualificado(a) ou médico (a). Este sangue
coletado sera mantido e identificado com seus dados em freezer para que se fagam anaélises presente e
futuras. Vocé seré notificado dos resultados de exames no final do estudo (60 dias).

A coleta de sangue é considerada segura, mas é possivel ocorrer riscos minimos ou desconforto minimo: a
coleta de sangue pode ocasionar ardéncia no momento da pungéo com agulha e apds coleta vocé sera
orientado a nao dobrar o brago por 10 minutos para que se evite a formagao

de hematoma local (arroxeado no local da pungéo), pode ocorrer um sangramento mais prolongado no local
da pungao e isto pode ocorrer devido a algum problema prévio de salde o qual vocé deve notificar ao
médico antes de iniciar o estudo. Nao existem métodos alternativos para a coleta do

sangue.

Simbidtico é composto por prebidtico e probibticos que contribui para o equilibrio da flora intestinal. Nao
contém Glaten. Nao contém Lactose. Nao contém agucar. O risco de se tomar simbidtico € minimo e refere-
se a possivel presenca de gases. Caso vocé apresente esta queixa, a médica que

os acompanha no projeto podera prescrever um medicamento anti-gases (como por exemplo: Luftal).

Os beneficios esperados com o estudo s@o no sentido de que se observarmos que a obesidade altera no
sangue as proteinas da inflamagao intestinal e a imunidade podera ser possivel que o uso do medicamento

chamado simbidtico possa melhorar estas alteragdes evitando complicagbes futuras no organismo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisador atendeu as recomendagdes do comité.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentag@o obrigatéria:

Sem consideragoes

Recomendacgdes:

Corrigir 0 enderego e o telefone do comité de ética no TCLE (Enderego do Comité de Etica da Uninove: Rua.
Vergueiro n® 235/249 — 12° andar - Liberdade — S&o Paulo — SP CEP. 01504-001 Fone: 3385-9010
comitedeetica@ uninove.br

Horarios de atendimento do Comité de Etica: segunda-feira a sexta-feira — Das 11h30 as

13h00 e Das 15h30 as 19h00).

Informar o local da Pesquisa no TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Sem pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O pesquisador devera se apresentar na instituicao de realizagao da pesquisa (que autorizou a realizagao do

estudo) para inicio da coleta dos dados.

O participante da pesquisa (ou seu representante) e o pesquisador responsavel deverao rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na Ultima pagina do
referido Termo, conforme Carta Circular no 003/2011 da CONEP/CNS.

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.
Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificagao

necessitara de aprovagao ética do CEP antes de ser implementada.

Ao pesquisador cabe manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo

fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP (Res. CNS 466/12 item X1. 2. f).

De acordo com a Res. CNS 466/12, X.3.b), o pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS os relatérios
semestrais. O relatério final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone
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Notificagao. Uma cépia digital (CD/DVD) do projeto finalizado devera ser enviada a instancia que autorizou a

realizagao do estudo, via correio ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Béasicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P 04/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1148568.pdf 13:05:11
Outros Carta_respostaTCLE_03 10_18.docx 04/10/2018 |Maria Aparecida Aceito

13:04:51 Dalboni
TCLE / Termos de | TERMODECONSENTIMENTOLIVREEE|] 04/10/2018 |Maria Aparecida Aceito
Assentimento / SCLARECIDOCORRIGIDO_031018.doc| 13:02:32 | Dalboni
Justificativa de X
Auséncia
TCLE / Termos de | TERMODEASSENTIMENTOPARACRIA| 23/08/2018 |Maria Aparecida Aceito
Assentimento / NCASEADOLESCENTES23_08.docx 14:21:52 | Dalboni
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto FolhaRostoPlataformaBrasil.pdf 18/06/2018 | Maria Aparecida Aceito
23:43:06 | Dalboni
Projeto Detalhado / | AvaliacaoDaAssociacaodaPermeabilida | 17/06/2018 |Maria Aparecida Aceito
Brochura delntestinalEinflamacaoEmAdolescentes 13:18:25 |Dalboni
Investigador Obesos.docx

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 15 de Outubro de 2018

Assinado por:

CHRISTIANE PAVANI
(Coordenador(a))
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ANEXO 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DE PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N
SEXO: MoFao
DATA NASCIMENTO:

...TELEFONE:(....

2 RESPONSAVEL
G I
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

SEXO:MoFo
DATA NASCIMENTO.: .
ENDERECO:

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

AVALIACAO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL E INFLAMAGAO EM ADOLESCENTES
OBESOS.

PESQUISADOR~RESPONSAVEL: Prof: DRA MARIA APARECIDA DALBONI
CARGO/ FUNGCAO: Proft TITULAR DO PROGRAMA DE POS GRADUAGCAO EM
MEDICINA DA UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

PESQUISADOR COLABORADOR: CYLMARA GARGALAK AZIZ SILVEIRA
MEDICA COM TITULO DE ESPECIALISTA EM PEDIATRIA E TITULO DE ATUAGAO EM
GASTROENTEROLOGIA PEDIATRICA. DOUTORANDA EM MEDICINA DA UNIVERSIDADE NOVE DE
JULHO.
INSCRICAO NO CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA(CRM): 67.323
CARGO/FUNGAOQ: PESQUISADORA EXECUTANTE
UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO: UNIDADE VERGUEIRO

AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO o

RISCO BAIXO: RISCO MAIOR o

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador




Prezado(a),

Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa e o presente projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP): Que & um grupo independente e interdisciplinar de professores que existem nas instituigdes
que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, responsaveis pela aprovagio do seu contetido cientifico.
Criado para defender os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento das pesquisas em padrdes éticos (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa envolvendo
Seres Humanos- Res. CNS n°466/12). Portanto o Comité de Etica & responsével pela avaliagio e acompanhamento dos
protocolos de pesquisa no que corresponde aos aspectos éticos. Enderego do Comité de Etica da Uninove: Rua
Vergueiro n°235/249 — 2° subsolo - Bairro Liberdade, Sdo Paulo-SP. Cep: 01504-000 Fone:3385-9241

PARTICIPACAO NA PESQUISA: A obesidade é uma preocupagéo na saide mundial pois pode causar alteragdes
na sua saude e qualidade de vida atual e futura podendo causar doengas como a hipertenséo arterial (pressdo alta),
diabetes mellitus (agticar no sangue), problemas ortopédicos (dores nos quadris, joelhos...) e até problemas psicologicos
como autoestima prejudicada. As doengas como hipertensdio arterial, diabetes e infarto tem origem em alteragdes
sanguineas que ja se detectam nos seus exames de sangue atuais, queremos saber o efeito da obesidade em possiveis
mudangas nas células e proteinas da sua imunidade e suspeitamos que esses resultados de exames podem ser
modificados e melhorados quando o paciente melhora sua flora intestinal através do uso de simbidticos. Além disso,
também iremos estudar proteinas dosadas no sangue que fazem parte da parede intestinal e podem ser alteradas devido
a obesidade.

Ao participar desta pesquisa sua identidade néo € revelada e avaliaremos suas medidas corporais (peso, altura,
calculamos seu indice de massa corporal , faremos uma avaliagdo chamada bioimpedéancia onde vocé ira subir sobre
uma balanga que tem um sensor que consegue medir a gordura, agua e massa muscular de seu organismo sem nenhum
procedimento invasivo somados a dados que mediremos como sua pressdo arterial, medidas da circunferéncia da sua
cintura e do seu pescogo) e iremos colher 10 ml de sangue (aproximadamente 1 colher de sopa) de sua veia de um dos
bragos e apos resultado iremos anotar e estudar os seus exames de sangue analisando se ha ou néo diferenga nos exames
de imunidade e na dosagem das proteinas sanguineas especificas (aquelas que dizem se seu intestino esta inflamado ou

ndo) entre adolescentes obesos € ndo obesos.

Nos adolescentes obesos apds a coleta de sangue inicial ja serd fornecido um medicamento simbidtico
(mistura de bactérias do bem e um agucar saudavel, que alimenta essas bactérias do bem e faz o equilibrio da flora
intestinal, pode ser ingerido tanto por quem tem intestino ressecado ou normal ou que apresente diarréia), ja
comercializado rotineiramente em rede de farmacias, que vem em sachés e ndo apresenta sabor e que devera ser
ingerido, 1 x dia, pela manh#, misturado em agua, suco, leite frio ou alimento frio (fruta por exemplo). Este medicamento
deve seringerido diariamente por 60 dias e no final destes 60 dias vocé deve retornar ao ambulatoério para novas medidas
de peso, estatura, pressdo arterial, medidas das circunferéncias, calculo de seu indice de massa corporal, bioimpedancia

e coleta de mais 10 ml de sangue (aproximadamente 1 colher de sopa).

Lembramos que a sua participagio € voluntaria, vocé tem a liberdade de néo querer participar, e pode desistir,
em qualquer momento, mesmo apos ter iniciado o(a) os(as) entrevista, avaliagdes ou exames sem nenhum prejuizo para

vocé.

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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RISCOS E DESCONFORTOS: O exame de sangue para os obesos e nio obesos sera feito no inicio, apds assinatura
do TCLE e do termo de assentimento e apos 60 dias somente para os pacientes obesos. Coleta de sangue: serdo coletados
10 ml de sangue (aproximadamente 1 colher de sopa), feita por uma agulha individual descartavel, coletada de veia
localizada no brago e que sera executada por enfermeiro (a) qualificado(a) ou médico (a). Este sangue coletado sera
mantido e identificado com seus dados em freezer para que se fagam analises presente e futuras.

Vocé sera notificado dos resultados de exames no final do estudo.

A coleta de sangue ¢ considerada segura, mas € possivel ocorrer riscos minimos ou desconforto minimo: a
coleta de sangue pode ocasionar ardéncia no momento da pungio com agulha e apos coleta vocé sera orientado a néo
dobrar o brago por 10 minutos para que se evite a formagido de hematoma local (arroxeado no local da pungéo), pode
ocotrer um sangramento mais prolongado no local da pungéo e isto pode ocorrer devido a algum problema prévio de
satde o qual vocé deve notificar a0 médico antes de iniciar o estudo. Néo existem métodos alternativos para a coleta
do sangue. Apds a coleta € possivel que vocé sinta um mal-estar, podendo, ou ndo, ser acompanhado de tontura. Caso

ocorra, 0 médico ou enfermeiro da equipe, prestara o atendimento e conduta necessarios.

Simbidtico é composto por prebidtico e probidticos que contribui para o equilibrio da flora intestinal. Nio
contém Gluten. Nio contém Lactose. Nio contém agticar. O risco de se tomar simbidtico € minimo e refere-se a possivel
presenga de gases. Caso vocé apresente esta queixa, a médica que os acompanha no projeto podera prescrever um

medicamento anti-gases (como por exemplo: Luftal).

Caso acontega algo que te preocupe, vocé pode nos procurar pelo telefone celular: (011) 99622-0660 da
pesquisadora Dra Cylmara Gargalak Aziz Silveira ou no fone fixo do setor de pos-graduagio da Universidade Nove de
Julho (horario comercial) com a Prof* Dra Maria Aparecida Dalboni :3385-9241

3. BENEFICIOS: Os beneficios esperados com o estudo sio no sentido de que se observarmos que a obesidade
altera no sangue as proteinas da inflamagfo intestinal e a imunidade podera ser possivel que o uso do medicamento

chamado simbidtico possa melhorar estas alteragdes evitando complicagdes futuras no organismo.

4. CONFIDENCIALIDADE: Todas as informagdes que o(a) Sr.(a) nos fornecer ou que sejam conseguidas
pelo historico, exame clinico, exames de sangue e avaliagdes serdo utilizadas para esta pesquisa. Suas respostas, dados

pessoais, dados de exame clinico e laboratorial ficarfio em segredo.

5. ESCLARECIMENTOS: Se tiver alguma duvida a respeito da pesquisa e/ou dos métodos utilizados na

mesma, pode procurar a qualquer momento o pesquisador responsavel.

Comité de Etica em Pesquisa Universidade Nove de Julho (CEP Uninove)
Endereco: Rua Vergueiro©®235/249 — 12° Andar — Comité de Etica

Bairro Liberdade, Sdo Paulo-SP. Cep: 01504-000

Telefone para contato: 3385-9197

Horario de atendimento: Segunda a Sexta-feira — 11h30 as 19hs

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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Nome do pesquisador responsavel: Dra Maria Aparecida Dalboni

Endereco: Rua Vergueiro®235/249 — 2° subsolo — Setor de Pos-graduagio em Medicina
Bairro Liberdade, Sdo Paulo-SP. Cep: 01504-000

Telefone para contato: 3385-9241

Horirio de atendimento: Segunda a Sexta-feira — 09hs as 17hs.
Nome do pesquisador colaborador: Dra Cylmara Gargalak Aziz Silveira

Celular para contato: (011) 99622-0660

6. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS: Caso o(a) Sr.(a) aceite participar da pesquisa, NAO

recebera nenhuma compensagéo financeira.

7. CONCORDANCIA NA PARTICIPACAO: Se o(a) Sr.(a) estiver de acordo em participar devera
preencher e assinar o Termo de Consentimento Pds-esclarecido que se segue, em duas vias, sendo que uma

via ficara com vocé.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu, , apos leitura e compreensdo deste

termo de informag#o e consentimento, entendo que minha participagdo ¢ voluntéria, e que posso sair a
qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi uma via deste termo de
consentimento, e autorizo a realizagio do trabalho de pesquisa e a divulgagio dos dados obtidos somente
neste estudo no meio cientifico.

Sédo Paulo, de de

Assinatura do participante e Representante legal

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO 3 - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA CRIANCAS E ADOLESCENTES (MAIORES DE 11

ANOS E MENORES DE 17 ANOS)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa: AVALIACAO DA PERMEABILIDADE
INTESTINAL E INFLAMACAO EM ADOLESCENTES OBESOS. Seus pais permitiram que vocé participe.

A obesidade é uma preocupacao na satde mundial pois pode causar problemas na sua satde e qualidade
de vida atual e futura, além de doencas como a hipertensao arterial (pressao alta) e do coracéo, diabetes mellitus
(aumento de agUcar no sangue), problemas ortopédicos (dores nos quadris, joelhos...) e até problemas psicologicos
como aceitacdo de sua imagem com os amigos prejudicada. Essas doencas podem levar a alteracfes no sangue e
ser identificadas nos seus exames atuais. Assim, queremos saber como a obesidade interfere na sua saude, por
meio dos seus exames, e se com um medicamento que protege a flora intestinal, se havera alteracdes nos seus
exames e seu estado de sadde. Além disso, também iremos estudar proteinas dosadas no sangue que fazem parte
da parede intestinal e podem ser alteradas devido a obesidade.

1.
2.

Os adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém de 11 a 17 anos de idade.

Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, é um direito seu e ndo terd nenhum
problema se desistir.

Garantia de sigilo: Seus dados e informagdes serdo protegidos e ndo serdo revelados a outras
pessoas com seu home, garantindo sua privacidade e seguranga. VVocé podera ter acesso as suas
informagdes a qualquer momento, bem como informagdes sobre procedimentos, riscos, beneficios
relacionados a pesquisa e esclarecer eventuais dividas.

A pesquisa serd feita no ambulatorio de adolescentes obesos da Universidade Nove de Julho —
Unidade Vergueiro (Rua Vergueiro, 235 — 2° Subsolo), onde nos adolescentes obesos serdo feitas
avaliacOes clinicas, indolores, que constam de 2 medicdes de: cintura abdominal, circunferéncia do
pescoco, pressdo arterial, bioimpedancia (exame em aparelho, indolor, que avalia a gordura
corporal) e 2 coletas de 10 ml de sangue, correspondente a 1 (uma) colher de sopa, (uma na entrada
do estudo e outra apés 60 dias de suplementacdo com medicamento simbidtico, que é um
medicamento de sabor levemente agucarado e com bactérias do bem que melhoram a flora
intestinal). O adolescente obeso recebera logo apds a coleta de sangue e realizacdo da bioimpedancia
0 medicamento para ser tomado por 60 dias. Este medicamento que vocé ira receber é em p6 (saché),
com leve sabor adocicado, pode ser dissolvido em agua, leite frio, alimento frio ou suco, ou puro.
Devera ser tomado 1x/dia pela manha. Para os adolescentes ndo obesos sera feita somente na entrada
do estudo 1 medicdo de: cintura abdominal, circunferéncia do pescogo, pressdo arterial,
bioimpedancia (para ver a gordura corporal) e 1 coleta de 10 ml de sangue. Estes ndo receberdo
simbidticos e ndo serdo convocados para retornarem.

Os procedimentos serdo 0s seguintes:

a)

b)

c)

Avaliacdo do histérico e exame fisico (medidas de peso pela balanca digital, altura medida pela
régua de parede, pressdo arterial medida por aparelho de pressdo convencional (comum) e medidas
da circunferéncia abdominal e do pescoco por fita métrica) na entrada do estudo e ap6s 60 dias nos
obesos e somente 1 vez nos adolescentes ndo obesos.

Na bioimpedancia o paciente ira subir sobre uma balanca que tem um sensor que consegue medir a
gordura, agua e massa muscular sem nenhum procedimento invasivo.

O exame de sangue para os obesos e ndo obesos sera feito no inicio, apds assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), assinado pelos seus pais ou responsavel, e do termo de
assentimento (este que vocé esta lendo) e apds 60 dias somente para 0s pacientes obesos. Coleta de
sangue: serdo coletados 10 ml de sangue (1 colher de sopa), feita por uma agulha individual
descartavel, coletada de veia localizada no brago e que sera executada por enfermeiro (a) qualificado
(a) ou médico (a). Este sangue coletado serd mantido e identificado com seus dados em freezer para
que se facam andlises presente e futuras. VVocé seré notificado dos resultados de exames no final do
estudo (60 dias).

Explicando os exames:

A coleta de sangue é considerada segura, mas é possivel ocorrer riscos minimos ou desconforto minimo:
a coleta de sangue pode ocasionar ardéncia no momento da puncéo com agulha e ap0s coleta vocé sera orientado
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a ndo dobrar o braco por 10 minutos para que se evite a formacdo de hematoma local (arroxeado no local da
puncéo), pode ocorrer um sangramento mais prolongado no local da puncéo e isto pode ocorrer devido a algum
problema prévio de satide o qual vocé deve notificar ao médico antes de iniciar o estudo. Apds a coleta é possivel
gue voce sinta um mal-estar, podendo, ou ndo, ser acompanhado de tontura. Caso ocorra, 0 médico ou enfermeiro
da equipe, prestara o atendimento e conduta necessarios.
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COLETA DE SANGUE PELA VEIA DO BRACO COM AGULHA E SERINGA

DESCARTAVEIS E INDIVIDUAIS

Para a bioimpedancia ndo ha risco nenhum. O paciente ird subir sobre uma balanca que tem um sensor
gue consegue medir a gordura, agua e massa muscular sem nenhum procedimento invasivo.

AVALIACAO DA COMPOSIGAO CORPORAL

POR BIOIMPEDANCIOMETRIA

Caso aconteca algo que te preocupe, vocé pode nos procurar pelo telefone celular: (011) 99622-0660 da
pesquisadora Dra Cylmara Gargalak Aziz Silveira ou no fone fixo do setor de p6s-graduagdo da Universidade
Nove de Julho (horario comercial) com a Prof® Dra Maria Aparecida Dalboni: (011) 3385-9241.

Em caso de ddvidas, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Nove de Julho (CEP Uninove) pelo telefone: (11) 3385-9197 ou e-mail:comitedeetica@uninove.br; horério de
funcionamento: de segunda a sexta-feira, das 11h30 as 19hs, localizado na Rua Vergueiro, 235/249 — 12° andar.

Mas ha coisas boas que podem acontecer pois se observarmos que a obesidade altera no sangue estas
proteinas e a imunidade nos obesos podera ser possivel que o uso do medicamento chamado simbidtico possa
melhorar estas alteracGes evitando complica¢des futuras no organismo.
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Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos a
estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa véo ser publicados, mas sem identificar os
adolescentes que participaram.

Quando terminarmos a pesquisa iremos, independente do resultado (melhora ou ndo melhora dos
resultados dos exames com o medicamento) publicar os dados encontrados em revista cientifica procurando ajudar
outros adolescentes no Brasil e ao redor do mundo.

Se vocé tiver alguma ddvida, vocé pode me perguntar. Eu escrevi os telefones na parte de cima deste
texto.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO
() SIM, aceito participar, ouvi tudo o que o responsavel leu e explicou, e sei que quando ndo quiser mais
participar é sé falar ndo a qualquer momento. E recebi uma cépia deste papel.
() NAO, ndo quero participar.

Sao Paulo, de de

ASSINATURA PARTICIPANTE:

ASSINATURA PESQUISADOR:




ANEXO 4 - Estadiamento puberal de meninas- Classificacdo de Tanner

Estagios de desenvolvimento das mamas Estagios de desenvolvimento dos pelos pubianos

Estagio 1
Mamas infantis (M1)

Estagio 2

O broto mamario forma-
se com uma pequena
saliéncia com elevagao
da mama e da papila e
ocorre 0 aumento do
diametro areolar. Methor
visualizar lateralmente.
(M2

Estagio 3

Maior aumento da
aréola e da papila
sem separagdo do
contorno da mama.
(M3)

Estagio 4

Aumento continuado e
projegao da aréola e da
papila formando uma

segunda saliéncia acima
do nivel da mama. (M4)

Estagio 5

Mama com aspecto
adulto, com retra¢do da
aréola para o contorno
da mama e projecdo da
papila. (M5)

Estagio 1
Auséncia de pelos,
ou pelugem
natural. (P1)

Estagio 2

Pelos iniciam-se com uma
pelugem fina, longa, um
pouco mais escura, na
linha central da regido
pubiana. (P2)

Estagio 3

Pelos em maior
quantidade, mais
EsCuros e mais espessos,
e discretamente
encaracolados, com
distribui¢ao em toda a
regido pubiana. (P3)

Estagio 4

Pelos do tipo adulto,
encaracolados, mais
distribuidos, e ainda em
pouca quantidade. (P4)

Estagio 5

Pelos tipo adulto, com
maior distribui¢do na
regido pubiana, e na
raiz da coxa. (P5)




ANEXO 5 - Estadiamento puberal de meninos- Classificacdo de Tanner

Estagios de desenvolvimento da genitalia Estagios de desenvolvimento dos pelos pubianos

Estagio 1

Genitalia pré-
puberal ou infantil,

Estagio 1

Pelugem pré-puberal
ou infantil, nenhum
pelo pubiano. (P1)

Estagio 2

Aparece um
afinamento e
hipervascularizagao

da bolsa escrotal, e
aumento do volume
testicular sem aumento
do tamanho do pénis.
(G2)

Estagio 2

Ocorre o inicio do
crescimento de alguns
pelos finos, longos,
escuros e lisos na linha
medial ou na base do
pénis. (P2)

Estagio 3

Aparecimento de maior
quantidade de pelos,
mais escuros e mais
espessos, e discretamente
encaracolados, com
distribuicdo em toda a
regido pubiana. (P3)

Estagio 3

Ocorre aumento da
bolsa escrotal e do
volume testicular,

com aumento do
comprimento do pénis.
(G3)

Estagio 4

Maior aumento e
hiperpigmentagao da
bolsa escrotal, maior
volume testicular com
aumento do pénis
em comprimento

e diametro, e
desenvolvimento da
glande. (G4)

Estagio 4

Pelos escuros, espessos,
encaracolados, do tipo
adulto, mas ainda em
menor quantidade na
sua distribui¢do na regido
pubiana. (P4)

Estagio 5

Pelos do tipo adulto,
em maior quantidade,
cobrindo toda a
regido pubiana, e
estendendo-se até a
superficie interna das
coxas. (P5)

Estagio 5

Genitalia adulta em
tamanho e forma e
volume testicular. (G5)
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ANEXO 6 - Curva de indice de massa corporal — meninas

IMC por idade MENINAS

Dos 5 aos 19 anos (escores-z)

IMC (kg/m?)

11 12 13

Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)



ANEXO 7 - Curva de indice de massa corporal - meninos

IMC por idade MENINOS
P e B

Dos 5 aos 19 anos (escores-z) GobeAno renskAL

1 2 13
Idade (meses completos e anos)

Fonte: WHO Growht reference data for 5-19 years, 2007 (http://www.who.int/growthref/en/)
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