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1.0 - INTRODUGAO

A obesidade infantil tem aumentado de prevaléncia no mundo todo, inclusive
no Brasil, em todas as faixas etarias e em ambos os géneros. A etiopatogenia da
obesidade é multifatorial e poligénica’. Dentre esses fatores podemos citar dieta hi-
percaldrica, sedentarismo, alteracdes psicossociais e alteracdes da microbiota intes-

tinal2.

O ganho ponderal excessivo esta associado ao aumento do processo inflama-
tério do organismo, resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensao arterial, entre ou-

tras comorbidades?2.

O uso de probidticos para esses individuos, visando a perda de peso, ainda é
bastante controverso, sendo que estudos em criangas e adolescentes ainda sao es-
cassos. Além disso, ndo ha uma padronizagao nesses estudos em relacao as cepas

utilizadas para o tratamento3.

Em adicao a isso, a avaliagao do efeito dos probidticos no processo inflamaté-
rio e na resisténcia a insulina € ainda mais escassa na faixa etaria pediatrica. Por-
tanto, nosso principal objetivo foi avaliar a resposta ao uso de probiéticos em relagéao

as alteracdes laboratoriais em criangas e adolescentes com excesso de peso



1.1- Revisao de Literatura

1.1.1 - Prevaléncia da Obesidade Infantil

A obesidade infantil € um problema extremamente grave, justificada pelo seu
crescimento mundial, com intervencdes com baixo impacto comprovado e relacéo
importante com o desenvolvimento de doencas cronicas em especial diabetes melli-
tus tipo 2, hipertensao arterial sistémica, doencga hepatica nao alcodlica, apneia do
sono e dislipidemia'2, o que ganha importancia sendo estes fatores de risco para a

causa principal de todas as mortes no Brasil, a cardiovascular com 31%:*.

Estima-se que em 2016 mais de 340 milhdes de criancas e adolescentes de 5
a 19 anos estavam acima do peso ou com obesidade no mundo3. Em estimativa nor-
te-americana do CDC (Centro de Controle e Prevencao de Doencas dos Estados
Unidos da América) para criancas e adolescentes de 2 a 19 anos, com definicao de
obesidade como o IMC (indice de massa corporal) acima do percentil 95 de suas ta-
belas préprias, nos anos de 2017 a 2018, a prevaléncia de obesidade foi de 19,3%
afetando cerca de 14,4 milhdes de individuos™. Em grupos etarios foi de 13,4% entre
2 a 5 anos, 20,3% entre 6 a 11 anos e 21,2% entre 12 a 19 anos. Se analisados os
grupos étnicos, ha prevaléncia nos grupos hispanicos com 25,6%, 24,2% entre os

afro-americanos e 16,1% entre os brancos®.

Ja nos paises em desenvolvimento, entre 1980 e 2013 as taxas aumentaram
4,7% no sexo masculino e 5% no sexo feminino3. No Brasil a Pesquisa de Orgcamen-
tos Familiares (POF) 2008-20097, também revelou um aumento continuo no numero
de criangas e adolescentes com excesso de peso ao longo de 34 anos’. Os registros
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apontam que uma em cada

grupo de trés criangas, com idade entre cinco e nove anos, esta acima do peso no



Pais. Em 2008-2009 a prevaléncia do excesso de peso em meninos de 5 a 9 anos
alcangou 34,8% e de 10 a 19 anos 21,7%. Ja em meninas da mesma de 5 a 9 anos

a prevaléncia de excesso de peso chegou a 32% e de 10 a 19 anos, 19,4%’.

Dados nacionais mostram que 3 a cada 10 criancas de 5 a 9 anos estao aci-
ma do peso no paisé. Segundo o Atlas Mundial da Obesidade e a OMS, o Brasil es-
tara na 52 posi¢cao no ranking de paises com o maior numero de criangas e adoles-
centes com obesidade em 2030, com apenas 2% de chance de reverter essa situ-

acgao se nada for feito58.

Em documento de 2019 do Ministério da Saude do Brasil, com dados avalia-
dos em 2018, o Atlas da obesidade infantil no Brasil, avalia a obesidade por faixa
etaria dos 0 aos 9 anos de idade e por regido do pais8. Ha destaque também para o
fato de que 7,9% das criangas menores de 2 anos apresentam excesso de peso,
6,5% das criangas de 2 a 4 anos e 13,2% das criangas de 5 a 9 anos, sendo os 6

estados com maior prevaléncia de obesidade todos pertencentes a regiao nordestes.

Segundo informagdes do Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SIS-
VAN) com dados de 2019, entre os adolescentes, 27,9% dos acompanhados na
Atencao Basica apresentavam sobrepeso, dos quais 9,7% eram obesos. Conside-
rando todos os adolescentes brasileiros, com idades entre 10 e 19 anos, estima-se

que cerca de 9,7 milhdes estdo com sobrepeso e 3,4 milhdes sdo obesoss.

1.1.2 - Fisiopatologia da obesidade infantil



O termo obesidade refere-se ao excesso de tecido gorduroso em um orga-
nismo. Pelo fato de a afericado direta de gordura corporal ndo pode ser feita de modo
rotineiro, essa terminologia € valida também para a relagdo entre a estatura e o
peso, antropometricamente representando pelo indice de massa corporea (IMC), o

que determina uma estimativa proxima da realidade, util para a pratica clinica.9.10,

O IMC é a medida padronizada e aceita para criangas com 2 anos € mais, e
fornece uma relagédo entre peso e altura, com comprovada relagdo com a gordura
corporal®10, e é estatisticamente comparavel com tabelas de analise de grandes po-
pulagdes, como indicado pela Sociedade Brasileira de Pediatria, a da Organizagao

Mundial da Saude®.10,

A obesidade infantil € multifatorial e poligénica’, ou seja, desenvolve-se frente
diversas causas, as quais geralmente agem de maneira combinada. De modo geral,
os fatores de risco sdo fonte de extensa literatura®211, as quais definem o peso de
nascimento, ganho excessivo de peso da méae durante a gestagdo, ambos com con-
sequéncias na programacgao fetal, diabetes gestacional, desmame precoce, obesi-
dade parental, ingestao inadequada de alimentos, disturbios comportamentais rela-
cionadas a alimentagao e relagao familiar problematica, e que de modo geral sao

capazes de alterar o balango energético de um individuo'2.

O balango energético do nosso organismo € regulado por um complexo sis-
tema neuroenddcrino, ainda apenas parcialmente compreendido, composto por um
sistema aferente, uma unidade processadora no sistema nervoso central, localizada

no hipotalamo ventromedial, € um sistema eferente3.14,

O sistema aferente vai trazer informagdes sobre fome versus saciedade e so-

bre as reservas corporais de energia, podem ser de curto ou de longo prazo e po-



dem ser gerados periférica ou centralmente’3.14, Entre os fatores periféricos que si-
nalizam fome, temos os niveis plasmaticos de glicose baixos, o cortisol e a grelina.
Os sinais periféricos de saciedade incluem a distensao gastrintestinal, a agdo dos
nutrientes e diversos hormodnios, como a insulina, a colecistocinina e o peptideo YY

(PYY)15.16.17,

A leptina € um sinal aferente periférico de longo prazo'”. Produzida principal-
mente nos adipocitos, a leptina sinaliza para o hipotalamo o tamanho das reservas
energéticas representadas pelo tecido adiposo. A leptina leva a inibicdo do apetite e

das vias anabdlicas e estimula as vias catabodlicas4.17.

Os sinais aferentes periféricos e centrais chegarao nos neurdnios do hipotata-
lamo ventromedial, onde seréo integrados. Essa localidade tem um ramo anorexige-
no, que contém os neurdnios que expressam o peptideo pro-opiomelanocortina
(POMC), com seu produto de clivagem alfa-MSH (hormonio alfa-melanécito-estimu-
lante) e o peptideo CART (cocaine-anphetamin-regulated transcript), € um ramo ore-
xigeno, que contém os neurdnios que expressam os peptideos NPY (neuropeptideo
Y) e AgRP (agouti gene-related protein). Esses dois ramos competem pelos recepto-

res da melanocortina®417.

O NPY ¢é o principal peptideo orexigeno e tem receptores especificos. Jejum
e perda de peso estimulam a expressdo do NPY, enquanto que a leptina a inibe. O
peptideo AgRP é um antagonista competitivo dos receptores da melanocortina, blo-
queando a ligagéo do alfa-MSH ao receptor e impedindo que o mesmo induza saci-

edade6.17,

O sistema eferente envolve o apetite e 0 armazenamento versus gasto ener-

gético. O sistema nervoso simpatico estimula o gasto energético, enquanto que o



parassimpatico estimula o armazenamento. O gasto energético diario total apresenta
trés componentes: gasto energético em repouso (em geral representa 50 a 65% do
gasto total), termogénese (cerca de 10% do gasto total) e gasto energético volunta-

rio (que pode variar de 5 a 50% do gasto total)'3.14.

O ganho ponderal excessivo ainda pode ser resultado de disturbios enddcri-
nos, como excesso de cortisol, hipotireoidismo, deficiéncia de hormbnio de cresci-
mento e pseudohipoparatireoidismo tipo 1a. Lesdes hipotaldamicas podem causar
obesidade grave e rapidamente progressiva, como resultado de tratamentos cirurgi-

cos de craniofaringiomas, traumas ou tumores?s.

Existe uma variedade de sindromes especificas e defeitos monogénicos iden-
tificados que estdo ligados a obesidade na infancia, mas sdo casos raros'9, e repre-
sentam menos de 1% dos casos de obesidade em centros terciarios”. Além do ex-
cesso de peso, nesses individuos a idade de apresentagdao do quadro € precoce, e
podem estar presentes caracteristicas dismorfica como baixa estatura, atraso no de-
senvolvimento cognitivo, alteragdes retinianas, ou surdez'®. A sindrome de Prader-
Willi € a mais comum dessas sindromes'9.20, e assim como a sindrome de Bardet-
Biedl a causa genética foi suficientemente isolada para permitir testes especificos,
outras desordens monogénicas podem afetar a pigmentacao e sistema reprodutivo,
como no caso de mutagdes na POMC, MC4R, MC3R e PCSK-119. Mutagdes relaci-
onadas a deficiéncia da Leptina, hormdnio produzido por adipdcitos, cuja agao dimi-
nuida se relaciona ao ganho de peso, ou seu receptor sao raras e associadas a con-

sanguinidade7.19,

1.1.3 - Inflamacgao e obesidade



A resposta inflamatoéria € uma resposta a quebra da fisiologia celular normal21.
Os fatores causadores desta alteracdo podem ser patégenos como bactérias, morte
celular ou processos oncoldgicos, mas também alteragdes fisioldgicas como jejum
ou alimentacéo excessiva?'22, Em doengas metabdlicas cronicas como a obesidade,
os mediadores inflamatoérios sdo dominantes e antagonistas a homeostase de con-
troladores e sensores que regulam variaveis fisiologicas, como a glicemia23. Ha evi-
déncias crescentes de que a obesidade € um estado inflamatério crénico, indicado
pelo aumento da expressao, produgao e liberacdo de uma série de adipocinas rela-
cionadas a inflamacgao, incluindo TNF-a, IL-6, PAI-1, haptoglobina e leptina em indi-

viduos obesos22.23,

Cascatas pro-inflamatoérias dentro dos adipécitos sdo necessarias para a adi-
pogénese e hipertrofia dos adipécitos com o desafio de dieta rica em gorduras22.23,
As respostas inflamatoérias neste contexto provavelmente representam uma resposta
adaptativa que permite a expansao do tecido adiposo saudavel e o armazenamento

eficiente de lipidios22.23,

O tecido adiposo, antes considerado um simples depdsito de calorias, é na
verdade um reconhecido como um érgéo dindmico com uma vasculatura e inervagéo
intrincadas, principal ator de alteragdes metabdlicas?3. De modo interessante, o teci-
do adiposo do individuo eutrofico e do individuo com obesidade tém diferentes popu-
lagdes de macrofagos associadas. Essas células s&o fagocitos mononucleares, que
mantém a homeostase tecidual capturando tecidos mortos, patdégenos e células em

apoptose, que de modo geral sdo classificadas em subtipos M1 e M2 como descrito



na TABELA 1 apresentam fendtipo especial no tecido adiposo e tém papel de desta-

que na inflamacao da obesidade?3.24,

TABELA 1. Descrigcao de estimulos para diferenciagdo, marcadores de membrana e

fatores de transcricdo de macrofagos do tecido adiposo.

M1

M2

Estimulo para diferenci-
acao

Marcadores de membra-
na

Fatores de transcrigcao

Citocinas e Quimiocinas

LPS/GM-CSF/IFN-y/TNF-
a

MHCII/CD80/CD86/
CD11¢/CCR7/Ly6Calto/
CD11b/CD62L/CCR2alto/
CX3CR1baixo/CCR5

STAT1/IRF5

IL-6/TNF-a/IL-1B/IL-12/
[1-23/IFN-y/CX-
CL9,10,11,13/CCLS8, 15,
19, 20

Agonistas PPAR-y/IL-4/IL-
10/IL-13

Dectin-1/CD206/Scaven-
ger receptor/CD163/
CCR2baixo/CXCR1/CX-
CR2/Ly6Cbaix0/CD11b/
CX3CR1atto

STAT6/FI1ZZ1/Ym1/
PPARa/Bly

TGF-B/IL-10/CCL17, 18,
22,24

Legenda: (M1) Macréfago tipo 1, (M2) Macrofago tipo 2, (IFN-y) Interferon gama, (PPAR-y)

Receptor ativador da proliferagdo de peroxissomos gama, (LPS) Lipopolissacarideo, (GM-CSF) Fator

estimulador de colbnias de granuldcitos e macrofagos, (Ly6C) Antigeno linfocitario 6, (IL) Interleucina,

(CCR) Receptor de quimiocina C, (CX3CR1) Fractalquina, (CCL) C Motif Chemokine Ligand, (CD)

Grupamento de diferenciagéo, (STAT) Transdutor de sinal e ativador de transcrigéo, (IRF) Fator de

regulacao do interferon, (FIZZ) Molécula simile a resistina, (TGF) Fator transformador de crescimento.

Fonte: Castoldi A, Naffah de Souza C, Camara NO, Moraes-Vieira PM. The Macrophage

Switch in Obesity Development. Front Immunol. 2016 Jan 5;6:637

A obesidade induzida por dieta esta associada a perda da homeostase do te-

cido adiposo e ao desenvolvimento de respostas inflamatérias do tipo 1 no tecido

abdominal viceral, mediadas pelo IFN-y. Um evento chave € uma mudanca de dire-



¢ao a um fendtipo M1 (FIGURA 1)23. Estudos recentes mostram que a hipertrofia de
adipdcitos induzida por obesidade resulta em expressao de superficie regulada posi-
tivamente de marcadores de estresse. O estresse adiposo é detectado por sentine-
las locais, como células NK e células T CD8 (+), que produzem IFN-y, conduzindo a
polarizacdo M1 dos macrofagos no tecido adiposo, secretores de Galectina-3, resis-

tina, IL-1, IL-18, IL-6 eTNF-a24.25,

A inflamacéo relacionada a doenga metabdlica pode ser detectada em varios
tecidos envolvidos na regulagdo nutricional e gera uma liberagao cronica de citoci-
nas do tecido adiposo obeso, como TNF-a do tecido adiposo obeso’. Numerosas
vias de sinalizagao inflamatdria, como lisossomos, NF-kB e JNK s&o ativadas no te-

cido adiposo e contribuem para a alteragao metabdlica24.25,

Na obesidade crbnica, os leucocitos no tecido adiposo geram um ténus proé-
inflamatdrio sustentado que tem efeitos negativos sobre a sensibilidade dos adipci-
tos a insulina e contribui para a resisténcia sistémica a insulina. Leucécitos do tecido
adiposo, como eosindfilos e células linfoides inatas, interagem com macréfagos teci-

duais para manter a homeostase e neutralizar os sinais pro-inflamatorios24.
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FIGURA 1. Estimulos e mecanismos de diferenciagdo de macréfagos M1 e M2 em

individuos em estado eutréfico e estado obeso.

Fonte: Castoldi A, Naffah de Souza C, Camara NO, Moraes-Vieira PM. The Macrophage

Switch in Obesity Development. Front Immunol. 2016 Jan 5;6:637

Embora muitos estudos pré-clinicos tenham examinado os efeitos da obesi-
dade na inflamagao nos periodos pré-natal e pds-natal inicial, existem estudos basi-
cos limitados que avaliam os efeitos da obesidade na infancia e na adolescéncia no

risco de doengas ao longo da vida'2.24.26,

Ha fortes evidéncias de que essa resposta inflamatéria € desencadeada pela
obesidade infantil'2.26, Criangas com sobrepeso e obesas a partir dos 3 anos de ida-
de demonstram elevagdes na PCR e na contagem absoluta de neutréfilos25.26. Vari-
os estudos mostraram que contagens elevadas de glébulos brancos em criangas
obesas se correlacionam com o numero de componentes da sindrome metabdlica
quando elas chegam a idade adulta26. Em criancas, esses biomarcadores inflamaté-
rios estdo fortemente associados a adiposidade, e em adolescentes gravemente
obesos o risco de PCR elevada, glicemia de jejum alterada e hipertensdo aumenta

em conjunto com o IMC aumentado26.

Na ultima década, varios estudos mostraram concentracdes elevadas de IL-6
em pacientes obesos?’. Tradicionalmente, considerava-se que o tecido adiposo ar-
mazenava passivamente triglicerideos e liberava acidos graxos livres. Agora, é reco-
nhecido como um 6rgao enddcrino ativo, sendo fonte de um grande numero de cito-
cinas e mediadores bioativos, geralmente referidos como adipocinas?427. Essas adi-

pocinas parecem estar envolvidas em uma ampla gama de reagdes sistémicas as-
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sociadas a hemostasia, metabolismo lipidico, regulagdo da pressao sanguinea, sen-

sibilidade a insulina e angiogénese?4

1.1.4 - A Interleucina 6

A IL-6 humana é uma unica cadeia polipeptidica de 185 aminoacidos que
forma um feixe de quatro hélices. Seu peso molecular varia entre 21 e 28kDa, de-
pendendo do estado de glicosilagéo e fosforilagdo28. E considerado o principal medi-
ador inflamatério com efeitos pré e antiinflamatoérios. Em pessoas saudaveis, sua
concentragc&o sérica € muito baixa, mas durante a inflamag&o essa citocina atinge
concentracdes séricas muito mais altas. Os proprios adipécitos podem produzir e
secretar IL-6 e estima-se que 15-35% da concentragao total de IL-6 (ndo inflamaté-

ria) se origina do tecido adiposo27.28,

A sintese de IL-6 é rigidamente regulada transcricional e pds-transcricional-
mente. No entanto, a sintese continua desregulada de IL-6 tem sido implicada no
desenvolvimento de varias doencgas, incluindo canceres e doencgas inflamatdrias
cronicas e autoimunes®’. Ensaios clinicos usando o anticorpo monoclonal anti-recep-
tor de IL-6 humanizado tocilizumabe demonstraram a eficacia do bloqueio de IL-6
para o tratamento de doencas inflamatdrias refratarias, como artrite reumatoide, ar-

trite idiopatica juvenil sistémica e doenga de Castleman29.30,

1.1.5 - Resistencia insulinica
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A resisténcia insulinica é definida clinicamente como a perda da habilidade de
certa quantidade de insulina endégena ou exdgena de aumentar a captagcéao de gli-
cose para utilizagdo em um individuo, se comparado a populagao geral3'. Ela foi re-
conhecida em 1936 por Himsworth32, e o desenvolvimento de métodos confiaveis de
quantificacdo da acéao insulinica no fim da década de 1970 permitiu a identificagao
da sindrome da resisténcia insulinica e suas alteracbes metabdlicas. Nos ultimos
anos a participacao da resisténcia insulinica como uma base para o desenvolvimen-
to de alteragdes metabdlicas, enddcrinas e cardiovasculares tornou-se mais eviden-

te.

A Insulina encontra-se circulante no sangue e se liga ao dominio extracelular
do receptor de insulina, e isso causa uma mudanca conformacional no receptor de
modo que residuos especificos de tirosina no dominio intracitoplasmatico do recep-
tor de insulina sao fosforilados32.33. O receptor ativado com tirosina fosforilada serve
como um local de ancoragem para substratos do receptor de insulina (IRS). Essas
proteinas sao ativadas por fosforilagdo de tirosina apos se ligarem ao receptor de
insulina ativado e transmitem o sinal na célula por meio de interacdes proteina-pro-
teina adicionais. As moléculas interagem com os dominios SH2 das proteinas, como

a subunidade reguladora p85 da fosfatidilinositol 3-quinase (P 3-K)33.

A ativacgao da Pl 3-K esta associada a glicose estimulada por insulina, capta-
¢ao e translocacao da vesicula GLUT-4 para a membrana plasmatica, bem como
anti-lipdlise, ativacao da sintese de acidos graxos®, inativagdo da glicogénio sintase

quinase 3 e regulacado de muitos outros aspectos do metabolismo intermediario33.34,

A resisténcia a insulina pode ser mediada por fatores ambientais que levam

ao aumento dos fatores circulantes que interferem na fosforilagdo da tirosina ou nas
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interagbes proteina-proteina. A interferéncia com a agéao da insulina pode envolver

todas as ag¢oes da insulina ou apenas algumas de suas agdes3!:32,

A RI que ocorre na sindrome de resisténcia a insulina é aquela em que a agao
da insulina na captacgao de glicose, supressao da lipolise do tecido adiposo e vasodi-
latacdo é prejudicada3!. Niveis aumentados de acidos graxos livres em humanos di-
minuem o transporte de glicose mediado pela insulina ao interferir na translocagao
das moléculas de transporte de GLUT 4 para a membrana plasmatica33. O meca-
nismo molecular parece envolver acidos graxos livres ativando uma proteina quinase
C intracelular que, por sua vez, ativa uma serina quinase. A serina quinase ativada
promove a fosforilagdo de residuos de serina e Pl 3-quinase e essas moléculas fos-
foriladas por serina ndo podem ser fosforiladas em tirosina, bloqueando assim a

transmissao do sinal de insulina por essa via33.34, como descrito na FIGURA 2.
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FIGURA 2. Causas e consequéncias relacionadas ao aumento da lipdlise e resistén-

cia insulinica.

Fonte: Magge SN et al The Metabolic Syndrome in Children and Adolescents: Shifting the Fo-

cus to Cardiometabolic Risk Factor Clustering. Pediatrics. 2017

A resisténcia insulinica é parte da sindrome metabdlica, sendo um conhecido
risco para doencga cardiovascular e comec¢a na infancia, provavelmente causando
aterosclerose desde sua incidéncia3!. A interveng¢ao no estilo de vida com restricdo
alimentar e aumento da atividade fisica diminui a resisténcia a insulina e melhora os
componentes da sindrome da resisténcia a insulina. Infelizmente, a maioria de nossa

sociedade ndo consegue cumprir esses programas por muito tempos?.

Estudos epidemiologicos tém mostrado que as consequéncias clinicas da re-
sisténcia a insulina sdo um aumento na incidéncia de diabetes tipo 2, um aumento
na incidéncia de doencga cardiaca coronaria, esteatose hepatica nao alcodlica, um
aumento na incidéncia de sindrome do ovario policistico e em algumas populagdes

um aumento na prevaléncia de hipertensdo31.32,

O diagnéstico de resisténcia a insulina na maioria dos pacientes pode ser ba-
seado em achados clinicos como a hiperglicemia, dislipidemia, obesidade abdominal
e hipertensdo3s. No entanto, atualmente ndo ha nenhum teste aceitavel para medir a
resisténcia a insulina em criangas e adolescentes35, em especial razao, pois na faixa
etaria pediatrica, ha uma RI fisiolégica na puberdade o que obrigaria ser necessaria

definicdo de valores de referéncia para diferentes estagios puberais e géneross.

Em individuos ndo diabéticos e normotensos com sobrepeso, 0os seguintes
testes sdo algumas vezes usados, mas nenhum foi totalmente validado no ambiente

clinico:
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e Triglicerideos, HDL, insulina de jejums36 - concentragao de triglicerideos séri-
cos, proporgao de triglicerideos para concentragdes de colesterol de lipoproteina de
alta densidade (HDL) e concentragdo de insulina de jejum sao marcadores uteis
para identificar aqueles que podem ser resistentes a insulina. Os pontos de corte
ideais foram identificados como 130 mg / dL (1,47 mmol / L), 3,0 (1,8 unidades Sl) e
15,7 microU / mL (109 pmol / L) para triglicerideos, relagao de triglicerideos para
HDL e insulina, respectivamente. A sensibilidade e especificidade para esses limites
foram 67, 64 e 57 por cento, respectivamente, e 71, 68 e 85 por cento, respectiva-
mente, que ndo estdo na faixa que tornaria esses testes clinicamente recomenda-

doss36.

e Proporgéo de insulina para glicose3¢ - alguns médicos usam uma proporgao
de insulina para glicose no plasma em jejum para avaliar o grau de resisténcia a in-
sulina. Isso é valioso nos estagios iniciais da resisténcia a insulina, quando as célu-
las beta pancreaticas continuam a secretar quantidades adequadas de insulina.
Nesse cenario, razbes mais altas de insulina para glicose indicam niveis mais altos
de resisténcia & insulina. A medida que as células beta pancreaticas comecam a fa-

Ihar, os niveis de insulina diminuem e a proporgéo é menos util3s.

e SHBGS37 - Raramente, a globulina sérica de ligagdo ao horménio sexual
(SHBG) é usada como um marcador de resisténcia a insulina. Uma baixa concentra-
¢ao sérica de SHBG foi associada a resisténcia a insulina e a um aumento da inci-

déncia de diabetes tipo 237.

No ambiente de pesquisa, varias técnicas sdo usadas para medir a resisténcia a in-

sulina:
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e Clamp euglicémico / IVGTT / ITT38 - A técnica de clamp de insulina euglicé-
mica foi considerada o padrdo ouro, e um teste de tolerancia a glicose intravenosa
(IVGTT) e / ou teste de tolerancia a insulina (ITT) / teste de supresséo de insulina
sdo os mais freqientemente usados porque sdo mais faceis de executar. No entan-

to, essas técnicas s&o impraticaveis para o uso clinico de rotina.

e Relagao triglicerideo-colesterol HDL (TG / HDL-C)39- esta relagao esta as-
sociada a Rl em meninos e meninas brancos obesos. Na verdade, um estudo reali-
zado em uma populacédo de 1.452 jovens obesos realizando um teste de tolerancia
oral a glicose e um perfil lipidico em jejum mostrou que a relagdo TG / HDL-C esta
fortemente relacionada a secrecao e sensibilidade de insulina e, portanto, pode ser
usada em um ambiente clinico cenario para definir criancas e adolescentes com re-
sisténcia a insulina em diferentes grupos étnicos39.40. O ponto de corte encontrado
no estudo supra-citado para a relacao TG / HDL-C foi de 2,27, e a chance de apre-
sentar resisténcia insulinica, em jovens com relagdo TG / HDL-C maior do que o
ponto de corte, foi de 6,023 (IC 95% 2,798-12,964; P <0,001) em meninas e meninos
caucasianos, enquanto para hispanicos e afro-americanos, nao foi possivel o calculo

de um valor de corte ideal de TG / HDL-CA40,

e HOMA - Em grandes estudos epidemioldgicos de base populacional, pro-
porcdes simples derivadas da insulina e glicose em jejum (por exemplo, proporgoes
glicose-insulina, avaliagdo do modelo de homeostase da resisténcia a insulina
[HOMA-IR ou HOMA]) foram amplamente empregadas4!. Existem limitagdes ao seu
uso, incluindo alteracdes na funcao das células beta ao longo do tempo, falta de um
ensaio de insulina universal padronizado e falta de dados que demonstrem que os
marcadores de resisténcia a insulina predizem a resposta ao tratamento. Além disso,

existem casos raros de mutagdes no gene da insulina, resultando na producgao de
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insulina com bioatividade subnormal, mas imunoatividade normal4!. Essas insulinas
circulam em altas concentragdes, simulando resisténcia a insulina, mas a resposta a
insulina exdgena é normal. Portanto, embora indices como HOMA e indice de verifi-
cacao de sensibilidade a insulina quantitativa (QUICKI) tenham sido propostos e
pontos de corte identificados, nenhum é recomendado para avaliagao de rotina da

resisténcia a insulina no ambiente clinico#'.

1.1.6 - Microbiota intestinal e obesidade

Microbiota intestinal, flora intestinal ou microbioma sdo os microrganismos,
incluindo bactérias, arqueas e fungos que vivem no trato digestivo de humanos e ou-
tros animais, incluindo insetos. O metagenoma gastrointestinal € o agregado de to-
dos os genomas da microbiota intestinal. O intestino € o principal local da microbiota

humana42.

Cocos Gram-positivos e bactérias em forma de bastonete sdo os microrga-
nismos predominantes encontrados no intestino delgado. No entanto, na porgao dis-
tal do intestino delgado, as condigbes alcalinas sustentam bactérias Gram-negativas
do Enterobacteriaceae. Além disso, o intestino grosso contém o maior ecossistema
bacteriano do corpo humano, cerca de 99% do intestino grosso e da flora das fezes
sdo constituidos por anaerdbios obrigatérios, como Bacteroides e Bifidobacte-

rium42.43,
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As bactérias constituem a maior parte da flora do célon e 60% da massa seca
das fezes43. Esse fato torna as fezes uma fonte ideal de flora intestinal para quais-
quer testes e experimentos, extraindo o acido nucleico de amostras fecais, e as
sequéncias do gene 16S rRNA bacteriano sdo geradas com primers bacterianos*4.
Essa forma de teste também costuma ser preferivel a técnicas mais invasivas, como

bidpsias44.

Cinco filos dominam a microbiota intestinal: Bacteroidetes, Firmicutes, Actino-
bacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia - com Bacteroidetes e Firmicutes consti-
tuindo 90% da composicao*s. Algo entre 300 e 1000 espécies diferentes vivem no
intestino, com a maioria das estimativas em cerca de 500. No entanto, é provavel
que 99% das bactérias venham de cerca de 30 ou 40 espécies, com Faecalibacte-
rium prausnitzii (filo Firmicutes) sendo a espécie mais comum em adultos sauda-

veis4,

A potencial associagdo entre microbiota intestinal e obesidade foi sugerida
inicialmente por uma série de estudos realizados em animais4’. A composi¢cao da mi-
crobiota intestinal de camundongos geneticamente obesos era significativamente
diferente daquela de alimentados com a mesma dieta, e o transplante de microbiota
de camundongos obesos e magros para animais sem micro-organismos intestinais
levaram a um aumento geral da gordura corporal total, com maiores aumentos em
individuos recebendo fezes de individuos obesos. Além disso, estudos que realiza-
ram o transplante de microbiota intestinal de humanos adultos em camundongos li-
vres de germes demonstraram claramente que os fenétipos da microbiota relaciona-
dos a obesidade podem ser transferidos, confirmando definitivamente que a microbi-
ota intestinal desempenha um papel crucial no condicionamento do peso corporal e

da deposig¢ao de gordura4849,
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Quando foram feitas tentativas de detalhar as diferencas na composicdo da
microbiota intestinal entre individuos obesos e magros, varios estudos relataram
que, em comparagao com individuos magros, os individuos com obesidade eram ca-
racterizados por uma prevaléncia diferente das duas divisdes de bactérias, Firmicu-
tes e Bacteroidetes, que séo os tipos de bactérias mais comuns na microbiota intes-
tinal. Além disso, as pessoas com obesidade frequentemente apresentam uma di-
versidade bacteriana menor49.50, No entanto, os dados coletados em animais nem

sempre foram comparaveis aos obtidos em humanos.

Em animais com sobrepeso e obesos, os Bacteroidetes foram sistematica-
mente reduzidos e os Firmicutes foram frequentemente aumentados, levando a uma
razao Firmicutes para Bacteroidetes (F / B) mais elevada5'. Além disso, verificou-se
que modificagdes semelhantes poderiam ser obtidas pela manipulacdo da microbiota

intestinal por meio da dieta ou da administracdo de antibiéticos®2.

A diversidade microbiana foi associada a fungao metabdlica da microbiota in-
testinal e a baixa riqueza bacteriana foi sugerida como um fator de risco para obesi-

dade e inflamagao de baixo grau®s.

Nos ultimos anos, tem havido um reconhecimento crescente do envolvimento
da microbiota intestinal na modulagédo de multiplas vias neuroquimicas através do
eixo intestino-cérebro altamente interconectado. Especula-se que os acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), os principais metabdlitos produzidos no coélon pela fermen-
tacao bacteriana das fibras dietéticas e do amido resistente, desempenham um pa-

pel fundamental na regulacdo neuroimunoendocrinas4.

Os AGCC podem influenciar a comunicagao cérebro-intestino e a funcao ce-

rebral direta ou indiretamente53.54. Apds sua producao, eles sdo absorvidos pelosen-
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terécitos, principalmente por meio de transportadores de monocarboxilato dependen-
te de cations ou transportadores de monocarboxilato dependentes de sédio. Através
da ligacao a receptores acoplados a proteina G, como receptor de acido graxo livre
2 e 3, bem como receptor de acido hidrocarboxilico ou pela inibicado de histona de-

sacetilases, AGCC influenciam a imunidade da mucosa intestinal54.

A interacdo AGCC com seus receptores nas células enteroenddcrinas promo-
ve a sinalizagao indireta para o cérebro por meio da circulagao sistémica ou de vias
vagais, induzindo a secre¢do de hormdnios intestinais, como o peptideo semelhante
ao glucagon 1 (GLP1) e o peptideo YY (PYY), bem como y- acido aminobutirico
(GABA) e serotonina (5-HT). Os AGCC derivados do célon atingem a circulag&o sis-
témica e outros tecidos, levando a ativagao do tecido adiposo marrom, regulagao da
funcdo mitocondrial do figado, aumento da secrecéo de insulina pelas células B-pan-

creaticas e homeostase energética de todo o corpo54.

Perifericamente, os AGCC influenciam a inflamagao sistémica principalmente
induzindo a diferenciagéo das células T reguladoras e regulando a secrec¢ao de inter-
leucinas. Os AGCC podem cruzar a barreira hematoencefalica e, no sistema nervoso
central, também influenciam a neuroinflamagao, afetando a morfologia e a fungao
das células gliais, bem como modulando os niveis de fatores neurotroficos, aumen-
tando a neurogénese, contribuindo para a biossintese de serotonina e melhorando a

homeostase e fungao neuronals4.

E importante destacar que a evidéncia de uma associagdo entre a prevaléncia
de um determinado género ou espécie bacteriana e obesidade ou estado magro ndo

explica se o microrganismo é realmente a causa da obesidade ou do peso normal
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ou, em contraste, se o surgimento ou desaparecimento da obesidade € simplesmen-

te a consequéncia de fatores externos, como dieta4’.

No entanto, os géneros Bifidobacterium, Oscillospira, Erwinia, Succinivibrio e
Alistipes foram considerados protetores porque geralmente sao mais abundantes em
individuos com peso normal do que em individuos obesos. Por outro lado, Entero-
bacter e Bacteroides foram proeminentes em individuos obesos e sao considerados

fatores microbianos que favorecem o desenvolvimento da obesidades3.

1.1.7 - Probiéticos

Probidticos sdo microrganismos vivos promovidos com alegag¢des de que for-
necem beneficios a saude quando consumidos, geralmente melhorando ou restau-
rando a flora intestinal6. Os probidticos sdo geralmente considerados seguros para
consumo, mas podem causar interagdes bactéria-hospedeiro e efeitos colaterais in-
desejados em casos raros. O primeiro probiotico descoberto foi uma cepa de bacilo
no iogurte bulgaro, chamado Lactobacillus bulgaricus®’. A descoberta foi feita em
1905 pelo médico e microbiologista bulgaro Stamen Grigorov. A teoria moderna é
geralmente atribuida & ganhadora do Nobel Elie Metchnikoff, que postulou que os
camponeses bulgaros consumidores de iogurte apresentavam maior expectativa de

vida®’.

As alteragcdes na composicdo e diversidade da microbiota intestinal podem
desempenhar papel importante no desenvolvimento de desordens metabdlicas, e
por isso tém sido associadas ao estado inflamatério da obesidade474849, Uma rela-

¢ao importante € a descricdo que a maioria dos microorganismos do intestino tém
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alta afinidade com o Toll like receptor 5 (TLR5), uma proteina que atua na resposta
imunoldgica através do reconhecimento de patdégenos associados a bactérias, a in-
teracdo entre microbiota e TLR5 é fundamental para a homeostase intesti-
nal47.48.49,53 Considerando que a obesidade € uma doencga inflamatéria e diante de
suas alteragcbes metabdlicas, a utilizagao de probidticos pode ser uma estratégia co-

adjuvante em sua prevengao e tratamento®>.

Os diferentes probidticos sdo estudados e comercializados na forma de pre-
paragdes contendo um unico ou uma combinagdo de microrganismos e segundo a
Organizagdo Mundial da Saude48, para a sua utilizagdo em produtos alimenticios é
necessario que o probidtico tenha resisténcia suficiente apds a sua ingestéo, para
chegar ao intestino de maneira segura, condicdo indispensavel para a sua atua-

géo48,55_

Em produtos alimenticios, os géneros mais utilizados de probidticos sao os
Lactobacillus e Bifidobacterium, que a partir da atividade fermentativa geram com-
postos organicos que alteram a acidez intestinal e impossibilitam o crescimento de

microorganismos patdogenos+é.

Para alguns géneros bacterianos, resultados conflitantes foram relatados48.
Por exemplo, este é o caso do género Lactobacillus, cujas concentragdées diminui-
ram progressivamente em adolescentes apds um programa de perda de peso, suge-
rindo um efeito protetor, mas foram maiores em criangas com sobrepeso e obesas

do que em controles saudaveis, sugerindo uma contribui¢caos.

Os lactobacilos sdo bactérias gram-positivas e anaerébicas facultativas, pre-
dominantes no intestino delgado®8. Entre suas espécies pode-se citar os Lactobacil-

lus casei, Lactobacillus rhamnosus (tabela 2), Lactobacillus acidophilus que atuam
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inibindo a proliferagdo de microrganismos patogénicos pela competicdo com locais
de ligagao de nutrientes, além de produzirem acidos organicos, que reduzem o pH

intestinal e retardam o crescimento de bactérias patogénicas®.

De acordo com a legislagao brasileira, a quantidade minima viavel de probid-
tico para que ele seja de importancia fisiolégica para o consumidor, deve estar situa-
da na faixa de 108 a 10° UFC (unidades formadoras de colénias) na porgao diaria do
alimento e em geral, estdo disponiveis como suplementos alimentares, na forma de
po, capsulas e tabletes, ou em alimentos, como iogurtes, queijos, leites fermentados
e nao fermentados ou ainda em produtos terapéuticos, onde sao adicionados liofili-

zados®9,

Artigo de pesquisa®® que analisou 74 estudos intervencionistas e que buscava
avaliar a seguranga de probidticos e simbidticos em criangas com idade de 0 a 18
anos concluiu que a administragao de probidtico e simbidtico ndo esta associada a
um risco para a saude nessa faixa etaria, no entanto, como as propriedades probio-
ticas sédo especificas do tipo de cepa, tanto a eficacia quanto os dados se seguranga
nao podem ser considerados para todas as espécies e devem ser analisados indivi-

dualmentes.

TABELA 2. Descricéo de trabalhos encontrados sobre o uso de L. rhamnosus.

Objetivo

Intervencgao e Duragao

Resultados

Cepa Tipo de estu-
do

Duplo cego,
randomizado
e controlado.
61

L. rhamno-

sSus

- Investigar alteracao
de peso, IMC, cir-
cunferéncia da cintu-
ra e composigao
corporal de 125 ho-
mens e mulheres
com obesidade.

- Fase 1: grupo probidtico
recebeu dieta hipocalérica +
capsula contendo L. Rhamno-
sus 108 UFC e outros ingredi-
entes e grupo controle rece-
beu capsula contendo malto-
dextrina e outros ingredientes.
- Fase 2: os dois grupos rece-
beram dieta para manutencgéo
do peso.

- 2 fases de 12 semanas cada
(total 24 semanas)

- Nao houve mudanca
nos parémetros estu-
dados. Contudo, mulhe-
res do grupo probiotico
tiveram diminuigdo do
peso nas 2 fases, e
diminuicdo de massa
gorda na fase 2 quando
comparadas ao grupo
controle.
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Paralelo, du- |- Investigar alteragéo f2 grupos cqntroles recebendo | - Em todos os grupos
plo cego e de peso, composi- | iogurteou capsula placeboe 3 | houyve aumento de

. = _ | grupos recebendo cepa pro- 4 ;
randomizado. | ¢80 corporal e rela biotica, sendo 1 deles recebeu peso, além disso no

62 gao _cwcu/nferenglr?\l jogurte contendo L. Rhamno- |g:;{rﬁpo que recegeu L.
e cintura/  quadril | ¢ <5y 108 UFC/mI amnosus, houve
de 54 adultos com aumento da relagdo da
obesidade - 8 semanas cinrcunferencia de cin-

tura/quadril.

Especificamente os Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), foram identificados
como uma potencial estirpe probidtica, inicialmente devido a sua excelente resistén-
cia ao acido biliar e boa capacidade de adesao a camada epitelial intestinal3.61-62,
Desde entdo, € uma das linhagens de cepas mais amplamente estudadas e utiliza-
das em produtos probidticos comercialmente disponiveis. Suas agdes terapéuticas
relacionadas ao tratamento de infecgbes gastrointestinais, atuagcdo como imunomo-
dulador, atenuagao da RI e resposta inflamatdria, prevengao de alergias e modula-

¢ao do perfil lipidico também tem sido bem documentadas3.55.

Embora estudos que avaliam a terapéutica probidtica com L. rhamnosus iso-
ladamente em criangas e adolescentes obesos sejam escassos, a suplementagao
com mistura probidtica (L. rhamnosus DSMZ (2x10°9UFC), L. acidophilus ATC-
CB3208 (3 x 10°UFC), B. bifidum ATCC SD6576 (2 x 10° UFC) e B. lactisDSMZ
32269 (6 x 10°UFC) por dia) por 12 semanas, melhorou o perfil hepatico em crian-

¢as obesas com doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica®0.

Portanto, como ainda ha auséncia de consenso na literatura em relacéo a su-
plementacao de probidtico em criangas e adolescentes, assim como sua eficacia em
relagdo a perda ponderal e uma escassez em relagdo ao impacto nos parametros
metabdlicos nessa faixa etaria, acreditamos que ainda ha um campo muito amplo a

ser explorado3.55.60,
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2.0 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivos Gerais

Avaliar o impacto da terapéutica com suplementacao probiética nos perfis gli-

cémico, lipidico e inflamatdrio de criancas e adolescentes obesos.

3.0 - CASUISTICA E METODO

Trata-se de um estudo de intervencéao, prospectivo, cruzado, duplo cego reali-
zado no periodo de 1 ano, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculda-

de Santa Casa de Sao Paulo com o parecer de numero 2.525.308.

A amostra foi selecionada por conveniéncia, sendo inclusos neste estudo cri-
ancas e adolescentes de ambos o sexos, com idade de 8 até 18 anos, diagnostica-
dos com obesidade de acordo com o indice de Massa Corporal (IMC) expresso em
escore z (OMS, 2007) e puberes segundo os critérios de Tanner que frequentam o
ambulatério de endocrinologia pediatrica do hospital Irmandade Santa Casa de Mi-
sericérdia e que concordaram em participar assinando o termo de consentimento

livre e esclarecido e o termo de assentimento livre e esclarecido.

A avaliagcado dos dados antropométricos coletados nao revelou diferenca de Z-
score do IMC calculado entre os géneros feminino e masculino, sendo todos classifi-

cados como obesos pelos critérios da OMS.
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Foram considerados critérios de exclusdo pacientes com obesidade secunda-
ria a causas genéticas (sindromes), doengas enddcrinas (hipotireoidismo, sindrome
de Cushing, deficiéncia de hormbnio de crescimento), presenca de doengas gas-
trointestinais, doengas infecciosas no momento do exame, uso continuo de glicocor-
ticoides, medicamentos que poderiam interferir no peso, ingestao de iogurtes e pro-
dutos que continham probi6ticos por no minimo 2 semanas antes do primeiro exa-
me, que interromperam o uso do probidticos durante 0 acompanhamento ou nao re-

alizaram os exames conforme protocolo do estudo.

3.1 - Desenho do estudo

Triagem: Em um primeiro momento os individuos e seus responsaveis legais
receberam explicagcdo sobre o estudo, com resolu¢cdo de qualquer duvida imediata.
Aplicado questionario clinico e coleta da assinatura dos termos de assentimento e

consentimento.

Atendimento 1: Avaliagdo antropométrica inicial. Os individuos, ja divididos

em grupos caso e controle, receberam por escrito e verbalmente uma orientagao ge-
ral sobre alimentagdo saudavel, e orientados sobre a coleta de exames de sangue
(colesterol total e fragdes, triglicérides, glicemia e insulina e IL-6) e recepgédo dos
frascos contendo probiético ou placebo, bem como um impresso com as instrugdes
e uma tabela para checagem diaria. Eles também foram orientados a trazer os fras-

cos vazios nos atendimentos posteriores para controle do consumo;

Atendimento 2: 3 meses apds o inicio da suplementacdo. Neste atendimento

foram esclarecidas as duvidas sobre o consumo de probidticos e entregues mais
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frascos com suplementacéao junto de uma segunda orientagao geral sobre alimenta-

¢ao.

Atendimento 3: Realizado 6 meses apos o inicio da suplementagdo, nesse

atendimento, foi realizada avaliacdo nutricional, os pacientes receberam o compara-
tivo de medidas ao longo do estudo e uma terceira orientagdo nutricional geral. Nes-
te momento, o grupo controle tornou-se caso. Receberam também o segundo pedi-

do para exames de sangue.

Atendimento 4: Realizado 12 meses apds o inicio da suplementacéo, nesse

atendimento, nova avaliagdo nutricional, medidas antropométricas e comparativo
das medidas ao longo do estudo, orientagdes para coleta de novos exames e derra-

deira orientagao nutricional geral.

TABELA 3. Descrigao dos eventos realizados nas etapas de realizagcdo do estudo.

1° atendimento | 3m | 6m | 12m

Triagem X
TCLE/TALE
Avaliacao antropométrica X X[ X[ X
Orientacao nutricional X X[ X[ X
Coleta de exames X X | X
Entrega de frascos X X | X

Orientagbes Nutricionais: Os adolescentes obesos atendidos no ambulatério
de endocrinologia pediatrica, habitualmente ndo possuem atendimento com a equipe
multidisciplinar. As orientagdes nutricionais, por exemplo, sao fornecidas por médi-

cos ao longo das consultas.

Para o protocolo do estudo incluimos orientacdes nutricionais realizada por

nutricionista, que consistiram em explicar a importancia do fracionamento das refei-
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¢Oes, com sugestdes de alimentos e composi¢ao nutricional, bem como recomenda-
cdes de carater educativo sobre o que se deve preferir e evitar na rotina alimentar
diaria, baseadas no Guia Alimentar da populagao brasileira e no Manual de alimen-
tacao, da infancia a adolescéncia, da Sociedade Brasileira de Pediatria. 1 As orien-

tacdes fornecidas foram iguais para os dois grupos.

Em todos os atendimentos foram realizados orientagbes nutricionais, bem
como foram esclarecidas duvidas gerais sobre nutricdo. O numero de telefone e
aplicativo whatsapp® da nutricionista foi disponibilizado aos pacientes/ responsaveis
para duvidas, marcagdes de retorno, informe de efeitos colaterais (caso houvesse) e
também com o objetivo de estabelecer um vinculo de confianga com os participantes

do estudo.

Terapia com probiético e placebo: Foi utilizada uma cepa de Lactobacillus

rhamnosus |IAL 1883 ( ATCC 7469) (fornecida pela Probac do Brasil e obtida origi-
nalmente do Instituto Adolfo Lutz). Para o preparo da cepa foi realizada cultura da
cepa de Lactobacillus rhamnosus em agar sangue e agar chocolate, incubada em
estufa de 35° +/- 2°C em atmosfera de capnofilia por 24 horas. Apds o crescimento
em agar sangue, foi feito uma inoculagao da bactéria em Caldo MRS, que foi incu-
bado a 35° +/- 2°C por 24 horas. Apos as 24 horas, foi realizado um controle de es-
terilidade do caldo em agar sangue e agar MacConkey, a fim de garantir a pureza do
Lactobacillus rhamnosus. Para o preparo do probiético, apds o resultado negativo do
controle de esterilidade do caldo, foi realizada, em capela de fluxo laminar, a inocu-
lagao de 1,9 microlitros de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 nos frascos conten-
do 95 mL de soro de leite. A concentracao final da bactéria é de 1,2 x 108 UFC por
mL de soro. Os frascos foram incubados em estufa a 35° +/- 2°C por 48 horas. Apos

este periodo de incubacgao, os frascos foram etiquetados com lote, data, validade e
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modo de conservagao e colocados em caixas contendo as mesmas informacgdes.

Depois de prontos, os frascos foram armazenados sob refrigeragao entre 2° e 8°C.

Os pacientes receberam frascos idénticos com 90 mL cada por més e foram
orientados a ingerir uma vez por dia (ao acordarem) 5 mL da solugdo. Os pacientes

foram orientados a manter os frascos conservados em geladeira (entre 2 e 8°C).

Em relacao a viabilidade do probidtico, foram feitos testes seriados de viabili-
dade da formulagdo, demostrando continuidade de crescimento do Lactobacillus
rhamnosus em concentracbes adequadas por até 90 dias. Além disso, a conserva-
¢ao sob refrigeragdo durante o mesmo periodo ndo permitiu crescimento de qual-

quer outro agente, incluindo agentes potencialmente patogénicos.

A formulagao placebo foi constituida por soro do leite a 5%. Para 1000 mL de

soro de leite foram adicionado 1000 mL de agua deionizada em 50g de soro de leite
e agitada até sua dissolugdo completa. Este preparo foi distribuido em frascos con-
tendo 95 mL, tampado semirosqueado e autoclavado a 111°C por 15 minutos. Apés

esfriarem, foram fechados completamente.

Medidas de colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL), lipo-
proteina de densidade muito baixa (VLDL) e triglicerideos (TG) foram obtidas de to-
dos os pacientes por meio de analise automatica colorimétrica enzimatica. A lipopro-
teina de baixa densidade (LDL) foi calculada pela férmula de Friedwald. A glicose
sérica foi analisada por enzimatico colorimétrico (hexoquinase) Siemens Medical So-
lutions Type Spectrophotometric Chemistry; e os niveis de insulina foram obtidos por
qguimioluminescéncia Siemens IMMULITE200, com posterior calculo HOMA-IR. A
dosagem de interleucina-6 sera realizada por ELISA, por meio do Kit Quantikine

ELISA para II-6 para humanos.
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Os valores de referéncia para colesterol total, HDL e LDL foram avaliados
conforme Atualizagao da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencao da Ateros-
clerose, 2017. Os valores de glicemia de jejum determinados pela OMS e insuline-
mia de jejum, assim como valor de HOMA-IR calculado, com um valor de corte de

2.5.

Analise estatistica: A analise estatistica foi realizada através do programa

SigmaStat 3.5 para Windows (SPSS, Point Richmond, CA, USA). Para analise entre
tempos distintos do mesmo individuo foi utilizado o teste t pareado. A comparagao
dos grupos pré e pos probidtico foi feita com o teste T student ou Wilcoxon para va-
riaveis de distribuicdo normal e Mann-Whitney para variaveis que nao tinham distri-
buicdo normal, e foi considerado estatisticamente significante p < 0,05 e os interva-

los de confianga construidos com 95% de confianga estatistica.

Fontes de financiamento: Probac do Brasil, que realizou a doacao dos frascos

contendo probidtico/placebo e a Fundagdes de Amparo a Pesquisa (FAP) da

FCMSCSP.

4.0 RESULTADOS

De todos os adolescentes acompanhados no servigo com obesidade para
participar do estudo, inicialmente 67 pacientes aceitaram e passaram pela triagem.
Apos a avaliagao dos critérios de inclusao e exclusao, foram selecionados 50 paci-

entes, e apos a explicagéo e convite para participagao, do projeto 43 continuaram.
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Os participantes foram divididos incialmente em 2 grupos: probidtico (n = 21)
e placebo (n= 22), por periodo de 6 meses. Apds esse tempo, 0 grupo placebo inici-
ou o uso de probidtico (n = 22). Portanto, tivemos a avaliagéo de 43 pacientes que
usaram probidtico por 6 meses. O grupo probidtico ndo recebeu placebo apds 6 me-
ses, pois nao esta descrito na literatura se o efeito do probiodtico pode perdurar apds

o término do seu uso.

A realizagcdo de analise da IL-6 ocorreu apenas em 17 individuos, frente limi-
tacao de financiamento para aquisicdo de maior numero de kits laboratoriais de ana-

lise e porque alguns pacientes n&o retornaram para segunda coleta de exame.

Do total de pacientes que finalizaram 6 meses de probidticos (n=43), do ponto
de vista laboratorial o estudo, 55,8% (n= 24) eram do sexo feminino e 44,2% (n=19)
do sexo masculino. A média de idade cronolégica foi semelhante em ambos os gé-

neros, sendo que no total foi 10,95 (2,0) anos.

Os resultados comparativos relativos aos dados pré e pdés uso da terapia
com probidticos (n=43) revelou ganhos de peso e estatura estatisticamente relevan-

tes, e apreciados na TABELA 4.

TABELA 4. Resultados Antropométricos do grupo (n=43) estudado pré e pos uso de

terapia com probidticos por 6 meses.

Total Pré Total Pés
PESO (kg) 74,89 (19,19)* 75,73 (19,26)*
E (cm) 153,84 (10,10)* 154,91 (9,77)*
IMC (kg/m2) 29,84 (5,40) 29,46 (5,48)
EZ IMC 2,92 (0,67) 2,77 (0,64)
CA (cm) 94,71 (13,12) 91,82 (12,38)
CA/E 0,60 (0,06) 0,58 (0,06)
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* p<0,05 t-student.

E: Estatura, IMC: indice de massa corporal, EZ IMC: Z-score do IMC, CA: Circunferéncia ab-

dominal, CA/E: Razao entre circunferéncia abdominal e estatura.

Fonte: Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo.

Os resultados dos valores laboratoriais estdo resumidos na TABELA 5. No
que diz respeito ao colesterol total, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa entre os individuos apds suplementagao (p=0,152). Se analisadas as
fragbes, houve aumento estatisticamente significativo na fragdo HDL (p=0,013, FI-
GURA 3), assim como diminuigao geral do LDL (p=0,028). Os triglicérides nao apre-
sentam alterag¢des (p=0,792), assim como a glicemia de jejum (p=0,455) e a insulina
(p=0,715). Estudamos também a relacao triglicérides e HDL, valor esse que nao

demonstrou diferenca estatistica (p=0,126).

A avaliagdo dos valores laboratoriais dos individuos revela que 58% (25/43)
apresentavam algum grau de dislipidemia, 67,4% (29/43) apresentavam resisténcia
insulinica utilizando-se o calculo HOMA-RI (corte>2,5) e 23% (10/43) apresentavam

glicemia de jejum alterada.

TABELA 5. Resultados laboratoriais do grupo estudado pré e pds uso de terapia com

probidticos.

Total Pré Total P6s
Colesterol total (mg/dL)| 138,29 (47,17) 148,59 (30,21)
HDL (mg/dL) 37,45 (12,66)* 45,46 (16,17)*
LDL (mg/dL) 107,15 (45,37)* | 90,93 (37,21)*
TRIG (mg/dL) 105,43 (82,03) 97,13 (561,87)

TRIG/HDL (mg/dL) 3,03 (2,61) 2,27 (1,52)
GLICEMIA (mg/dL) 90,34 (18,69) 92,28 (16,02)
INSULINA (mUI/L) 35,84 (31,22) 28,74 (25,09)

* p<0,05 t-student.
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FIGURA 3. Grafico linear de valores de HDL antes e apds uso de probidticos.

Em relagao a IL-6, em 17 individuos, foi encontrada uma diferenca estatisti-
camente relevante entre os valores iniciais e finais, mostrando uma reducao na con-

centragao de IL-6 apds o uso de probidtico (p=0,027).
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FIGURA 4. Gréfico linear de valores de HDL antes e ap6s uso de probidticos.
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Neste grupo de 17 individuos foi analisada também a variagéo de z-score do

IMC, e nao foi encontrada relacdo com a variacao da IL-6, com p>0,05 teste de Pe-

arson, cujos dados estao exposto na FIGURA 4 em forma grafica de intervalos de

confianga e previsao de regressao.

Intervalos de confianga e previsao de regressao

05 — .
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/
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FIGURA 5. Associacao entre a variagao do zIMC e variagao da IL-6.

5.0 DISCUSSAO
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A prevaléncia das dislipidemias na infancia e adolescéncia tem variado no

mundo inteiro, com valores entre 2,9% e 33%; no Brasil, a prevaléncia esta em torno

de 28% e 40% entre as criangas e adolescentes®, o que mostra uma prevaléncia

maior em nossa amostra (67%), por tratar-se de populagdo obesa. Em revisao sis-

tematica global, as taxas gerais de prevaléncia de resisténcia insulinica em estudos

de base populacional com criangas e adolescentes variaram entre 3,1 e 44%, o que
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pode ser parcialmente explicado pelo uso de diferentes métodos e valores de cor-

te31, fato pelo qual nao permite comparacéao estatistica com nossa populacao.

z

E inegavel que a obesidade infantil € um problema de saude publica crescen-
te em nosso pais, agravado por minima atencao da opinido publica e escassos me-
todos de tratamento®3. Frente a uma crianga com obesidade, o profissional de saude
tem a sua disposicdo um arsenal terapéutico reduzido se comparado aos farmacos
com liberagao de uso para individuos adultos82.63, e dentro de um cenario de familias
com baixo poder aquisitivo e dificil acesso a servigos de orientacdo nutricional, a
conversa com Os responsaveis legais acaba por ser a conduta realizada em atendi-

mentos médicos.

Um dos objetivos do controle do peso de uma crianga envolve a mitigagao
dos impactos metabdlicos da obesidade, em especial destaque a dislipidemia, rela-
cionada a aumento de risco cardiovascular, a resisténcia insulinica, com aumento de
risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 e o estado inflamatério cro-

nico.

Uma opgao como a suplementagdo com probidticos poderia ser uma solugao
interessante, dado que nos ultimos anos observou-se um aumento no numero de
estudos reafirmando a relagdo entre o excesso de peso e os desequilibrios na mi-
crobiota intestinal353. Como mencionado anteriormente, L. rhamnosus € uma das
cepas mais utilizadas nos estudos por sua funcionalidade®3, principalmente quando
relacionado a sindrome metabodlica e aos efeitos anti-obesidade, que também ja fo-
ram relatados em muitos estudos com animais. Contudo, estudos que avaliam a te-
rapéutica probidtica com L. rhamnosus em criangas e adolescentes obesos sao es-

Cassos.
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Os dados antropométricos apds 12 meses infelizmente foram de dificil obten-
cao, frente a pandemia de Sars-Cov-2 que ndo permitiram a obtencdo das medidas,

pela dificuldade de transporte dos pacientes, e fechamento temporario de servicos.

Embora o motivo para esse ganho de peso ainda seja desconhecido, uma
meta-analise sugere que os probidticos podem promover perda de peso em adultos,
mas ganho de peso em criangas, principalmente quando suplementadas com probi6-
ticos da espécie de Lactobacillus®3. Em estudo realizado com criangas mexicanas
obesas em idade escolar encontrou-se também a associagcdo entre a utilizagdo de
Lactobacillos reuteri e ingestao de frutose com a maior adiposidade e alteragdes me-
tabolicasé2. E importante destacar que apesar do fato de que houve ganho de peso,
mas sem aumento do IMC, ou seja, elas cresceram. E estudos sugerem que se o
IMC reduzir, mesmo que seja as custas do aumento da estatura, ha melhora do

quadro metabdlico®s.

Em nosso estudo foi encontrada uma elevagao estatisticamente significativa
do HDL, em conjunto a diminuigdo da fragdo LDL, sem impacto ao colesterol total
dos individuos. Esse achado ganha destaque por serem grandes marcadores de ris-
co cardio vascular em criangas, mostrando a suplementagdo com probiéticos como
intervengao promissora, como encontrado em alguns estudo em animais e popula-
¢ao adulta355. Alguns estudos sugerem até mesmo que a suplementacao de probio-
ticos deveria ser indicada como tratamento adjuvante para dislipidemias®°.66. Apesar
de néo ter sido encontrada redugao significativa dos triglicérides, essa redugao é

descrita na literatura com suplementagao probiotica de outras cepas bacterianas4°.

A glicemia de jejum é um indicador comumente usado para determinar se um

paciente tem diabetes ou é pré-diabético, e em nosso estudo nao foi descrita dife-
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renga estatisticamente significativa. Em recente meta-analise, de estudos que discu-
tiram a eficacia da ingestdo de alimentos e / ou suplementos Lactobacillus na glicose
de jejum, essa relagao também n&o foi descrita%5. De todo modo, a insulina de jejum
€ outro indicador de saude do metabolismo glicémico, sendo que um nivel anormal
de insulina em jejum indica um risco potencial de desenvolver diabetes, sendo cruci-
al para os pacientes e profissionais de saude tomarem medidas de precaucéo para
prevenir o diabetes quando niveis anormais de insulina em jejum sao apresentados.
Na mesma meta-analise, os autores nao encontraram diferencas significativas de

insulina em jejum, em concordancia aos nossos achados.

No grupo de 17 individuos em que foi possivel a analise da IL-6 a redugéo de
seu valor foi estatisticamente relevante e promissor. Os efeitos anti inflamatérios da
suplementacdo com probidticos ja foi descrita por outros autores, e como marcador
de atividade inflamatéria na obesidade, sua diminuicdo correlaciona-se a melhora do

risco cardiovascular em individuos adultos, sem relagdo com a reducéo do IMC55.66,

Ressaltamos que o presente estudo apresentou algumas limitagbes, quanto
ao tamanho da amostra, a dificuldade em fazer os pacientes comparecer as consul-
tas e cumprirem os prazos para realizagao dos exames e retirada do probiético. Os
dados auto referidos pelos participantes da pesquisa, como o0 consumo regular da

bebida lactea contendo probidtico também é um fator limitante.

Uma avaliagdo de uma provavel variagdo dos AGCC seria uma complemen-
tacdo importante para verificar correlagdo com as alteragbes encontradas, pois cor-
roboraria com os dados encontrados na literatura compativeis com efeitos anti-infla-

matorios da microbiota intestinal apos uso de probidticos.
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Além disso, ndo conseguimos dimensionar aqueles que melhoraram a alimen-
tacao e iniciaram atividade fisica no periodo estudado o que seria um potencial viés
na analise. Também néo foi possivel dividir os grupos de acordo com o estadiamento

puberal ou grau de obesidade pelo nimero da amostra.

6.0 CONCLUSAO

O uso de probidticos em criancas e adolescentes obesos foi associado a re-
ducao do LDL, aumento do HDL e redugao dos niveis de IL-6, independentemente
da variagdo do IMC. Esses dados em conjunto podem sugerir algum beneficio na

saude cardiovascular de criangas e adolescentes.
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7.0 ANEXO

Termo de Assentimento Livre Esclarecido- TALE

Eu, , fui
convidado a participar do projeto “AVALIACAO DO IMPACTO DO USO DE PRO-
BIOTICOS NA COMPOSICAO CORPORAL, PERFIL INFLAMATORIO E METABO-
LICO DE CRIANCAS E ADOLESCENTES OBESOS”.

Fui informado que vou realizar medidas de peso, estatura e dosagens de sangue,
que ja fazem parte da rotina do meu acompanhamento médico. Também fui informa-
do que vou receber frascos de lactobacilos, para tomar por boca, 5 mL, uma vez ao
dia, por 6 meses, para avaliar se ha melhora do meu metabolismo, sem nenhum
custo para mim ou para minha familia.

Também fui esclarecido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem prejuizo ao meu tratamento nessa instituicéo.

Caso eu tenha alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Sao Paulo, pelo telefone (11) 2176-7689, ou pessoalmente na Rua
Santa Isabel, 305 - 40 andar - Santa Cecilia - CEP: 01221-010 - Sao0 Paulo - SP, as
segundas feiras das 07h30min as 08h30min.

Sendo assim, aceito participar desse estudo.

Sao Paulo/SP / /

Assinatura do participante

Pesquisadora responsavel Cristiane Kochi
Tel: 983832747/ 33679034
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

Eu, , responsavel pelo
menor , fui convidado a parti-
cipar do projeto “AVALIACAO DO IMPACTO DO USO DE PROBIOTICOS NA COM-
POSICAO CORPORAL, PERFIL INFLAMATORIO E METABOLICO DE CRIANCAS
E ADOLESCENTES OBESOS”.

Fui informado que serao realizadas medidas de peso, estatura e dosagens de san-
gue, que ja fazem parte da rotina do acompanhamento médico. Também fui informa-
do que meu (milha) filho (a) vai receber frascos de lactobacilos, para tomar por boca,
5 mL, uma vez ao dia, por 6 meses, para avaliar se ha melhora do seu metabolismo,
sem nenhum custo para mim ou para minha familia.

Também fui esclarecido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento,
sem prejuizo ao seu tratamento nessa instituicao.

Caso eu tenha alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entrarei
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Santa Casa de Sao Paulo, pelo telefone (11) 2176-7689, ou pessoalmente na
Rua Santa Isabel, 305 - 40 andar - Santa Cecilia - CEP: 01221-010 - S&o Paulo - SP,
as segundas feiras das 07h30min as 08h30min.

Sendo assim, permito que meu (minha) filho(a) participe desse estudo.

Sao Paulo/SP / /

Assinatura do responsavel

Dra Cristiane Kochi Pesquisadora responsavel — CRM 69772 Tel.:
983832747/33679034
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RESUMO
AVALIACAO DOS IMPACTOS METABOLICOS E INFLAMATORIOS DOS
PROBIOTICOS EM ADOLESCENTES OBESOS
Thiago Olivetti Artioli
Tese de mestrado em Ciéncias da Saude - 2021
Palavras-chave: 1. Obesidade Infantil 2. Probidticos 3. Microbiota Intestinal

Introdugdo: a obesidade infantil € uma doenca multifatorial com alta prevaléncia
mundial. Ha evidéncias de suporte que correlacionam sua ocorréncia com marcado-
res inflamatérios mais elevados e sua relagdo com o microbioma intestinal. A tera-
péutica probidtica € uma promessa para um possivel mecanismo de controle de tais
eventos. Métodos: este € um estudo de intervencgao, prospectivo, cruzado e duplo-
cego realizado durante um periodo de 12 meses com a cepa de Lactobacillus rham-
nosus IAL 1883 (ATCC 7469). Resultados: analise de dados de 43 individuos apds
0 uso de probidticos em curso por 6 meses. Foi encontrado aumento estatisticamen-
te significativo da fragédo HDL (p = 0,013), bem como diminuigéo geral do LDL (p =
0,028). Houve uma diminuicao significativa na IL-6. Conclusao: o estudo mostra re-
ducao no LDLc, aumento no HDLc e reducao nos niveis de IL-6, independentemente

da variagao do IMC.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE METABOLIC AND INFLAMMATORY IMPACTS OF

PROBIOTICS IN ADOLESCENTS WITH OBESITY.

Thiago Olivetti Artioli

Master's thesis in Health Sciences - 2021

Keywords: 1. Infant Obesity 2. Probiotics 3. Intestinal Microbiome

Introduction: childhood obesity is a multifactorial disease with worldwide high preva-
lence. There is supporting evidence that correlates its occurrence with higher in-
flammatory markers and its relationship with gut microbiome. Probiotic therapeutics
are a promise to a possible control mechanism of such events. Methods: this is an
interventional, prospective, crossover, double-blind study carried out over a period of
12 months with strain of Lactobacillus rhamnosus IAL 1883 (ATCC 7469). Results:
data analysis of 43 individuals after probiotic usage ongoing for 6 months. It was
found a statistically significant increase in the HDL fraction (p=0.013), as well as an
overall decrease in LDL (p=0.028). There was a significant decrease in IL-6. Con-
clusion: the study shows reduction in LDLc, increase in HDLc and a reduction in IL-6

levels, regardless of BMI variation.



