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Um pais desnutrido de leitura
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RESUMO

A disfuncdo da barreira do epitélio intestinal frente ao estado inflamatério crénico
sistémico observado em condi¢des de excesso de peso ou sindrome metabolica é bem
investigada em modelos animais. No entanto, poucos estudos avaliam tal tematica em
humanos. Este estudo teve como objetivo verificar se ha alteracdo da funcéo de barreira
do epitélio intestinal (FBEI) em virtude do excesso de peso, Sindrome Metabdlica e
fatores de risco para doencas cardiovasculares. Foi realizado um estudo caso-controle
no periodo de Setembro de 2019 a Julho de 2022 em adultos e idosos de Natal-RN.
Foram coletados dados sociobiodemograficos, dados de avaliacdo antropomeétrica e
amostras de urina e sangue. As avalia¢fes antropométrica, bioquimica e inflamatéria
caracterizaram fatores de risco cardiovascular. A avaliacdo da FBEI realizou-se por
meio do teste de lactulose:manitol em amostras de urina analisadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Correlacdes entre parametros de FBEI, nutricionais
e metabolicos foram avaliados utilizando correlagbes de Spearman (p). No total, 92
individuos participaram do estudo, onde 34 eram controles, 30 tinham excesso de peso
sem Sindrome Metabdlica e 28 tinham excesso de peso com Sindrome Metabdlica. Os
individuos com Sindrome Metabdlica tiveram aumento de varios fatores de risco
cardiovascular, porém sem alteracdo da FBEI. A excrecdo urinéria de lactulose/manitol
foi similar entre os trés grupos (p = 0,473) estudados. No grupo de pessoas com excesso
de peso sem Sindrome Metabdlica, houve correlacdo significativa positiva entre o
percentual de excre¢do do manitol ¢ a pressdo diastolica (p = 0,394, p = 0,031), a
circunferéncia da cintura (p = 0,429, p = 0,018) e o indice de adiposidade visceral (p =
0,423, p = 0,02). No grupo de individuos com excesso de peso com Sindrome
Metabdlica, houve correlagGes positivas significativas entre a excrecdo de lactulose e a
circunferéncia da cintura (p = 0,397, p = 0,037), entre a excrecdo de manitol e a
lipoproteina VLDL (p = 0,381, p = 0,045) e entre a razio lactulose/manitol e o peso (p =
0,503, p = 0,006) e a circunferéncia da cintura (p = 0,447, p = 0,017). Os dados
mostraram que nao houve alteracdo da FBEI nos participantes com excesso de peso
com ou sem Sindrome Metabdlica comparada aos controles. No entanto, as variaveis de
risco cardiovasculares foram correlacionadas com parametros de avaliacdo da FBEI no
excesso de peso com ou sem Sindrome Metabdlica, sugerindo que o aumento de fatores
de risco cardiovascular foram associados com alteracdo dos parametros de FBEI.

Palavras-chaves: excesso de peso; sindrome metabolica; fatores de risco para doencas
cardiovasculares e funcdo de barreira do epitélio intestinal.



ABSTRACT

Intestinal epithelial barrier dysfunction in the face of systemic inflammatory state
observed in conditions of overweight/obesity or associated metabolic syndrome is well
discussed in animal models. However, there is a lack of studies that evaluate this
thematic in humans. This study aimed to verify if there was alteration of the intestinal
epithelial barrier function (IEBF) due overweight/obesity, the metabolic syndrome and
the risk factors for cardiovascular diseases. A case-control study was carried out from
September 2019 to July 2022 with adults and elderly people in Natal-RN. Socio-
demographic data, anthropometric assessment data, and urine and blood samples were
collected. Anthropometric, biochemical and inflammatory assessment estimated
cardiovascular risk factors. IEBF was performed by lactulose:mannitol test using urine
samples analyzed by High Pressure Liquid Chromatography (HPLC-PAD). Correlations
between IEBF, anthropometric and metabolic parameters were evaluated using
Spearman’s correlations (p). In overall, 92 individuals participated in the study, where
34 were controls, 30 were overweight/obese without metabolic syndrome and 28 were
overweight/obese with metabolic syndrome. It was observed that individuals with
metabolic syndrome had increased some cardiovascular risk factors, but did not alter
IEBF. The urinary excretion of lactulose/mannitol ratio was similar between the groups
(p = 0.473). In the group of overweight/obese people without metabolic syndrome, there
were significant positive correlations between mannitol excretion and diastolic pressure
(p = 0,394, p = 0,031), waist circumference (p = 0,429, p = 0,018) and visceral adiposity
index (p = 0,423, p =0,02). In the overweight/obesity with metabolic syndrome group,
there were significantly positive correlations between lactulose excretion and waist
circumference (p = 0,397, p = 0,037), between mannitol excretion and Very Low
Density Lipoprotein (VLDL) (p = 0,381, p = 0,045) and between lactulose/mannitol
ratio and weight (p = 0,503, p = 0,006) and waist circumference (p = 0,447, p = 0,017).
The data showed that was no change in IEBF associated with overweight/obesity or the
metabolic syndrome compared to controls. However, cardiovascular risk variables were
correlated with IEBF parameters in overweight/obesity with or without metabolic
syndrome suggesting that the increased cardiovascular risk factors were associated with
alteration of IEBF parameters.

Keywords: overweight; metabolic syndrome; cardiovascular risk factors; intestinal
barrier epithelial function.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Componentes da barreira gastrointestinal .............c.ccocvvvviiiiieneien e 29
Figura 2 — Morfologia do epitélio intestinal e distribuicdo das células especializadas .......... 31
Figura 3 — Complexo juncional da apical do epitélio intestinal .............ccccoovoiiiininiiiinenn 32

Figura 4 — Mecanismos de transporte relacionados a permeabilidade da barreira do epitélio

TNEESTINAL ...ttt b e 35
Figura 5 — Fluxograma da selecdo dos grupos do €StUO ..........cccervreeieienieieninenieeeeeeee 43
Figura 6 — Fases da coleta de dados do primeiro periodo do estudo .........ccccvcereiiricrienncnn 44
Figura 7 — Fase da coleta de dados do segundo periodo do estudo ..........ccccecvevvevieiicieenenne 45

Figura 8 — Resumo dos principais achados do presente estudo ..........cccccvevevieevecieiieveesnene 68



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Diagnostico da Sindrome Metabolica ..........c.ccoveeveiiiiiciiciccccece e,

Tabela 2 — Ponto de corte para o diagndstico de excesso de peso segundo o IMC,
estratificado PoOr faiXa BLANTA .........coeveiiiiic e

Tabela 3 — Critérios preditores da Sindrome Metabolica segundo o NCEP-ATP Il ............

Tabela 4 — Pontos de corte para a Circunfereéncia da Cintura e risco de complicagdes

metabolicas associadas a0 eXCesS0O de PESO POI SEXO ...c.veurrueruererieriererierienieesiesieseeresieseesessenes
Tabela 5 — Pontos de corte para a Razdo Circunferéncia/Quadril por SeX0 .......cccccvevvvreennenn.

Tabela 6 — Pontos de corte, estratificado por idade, do indice de Adiposidade Visceral

(IAV) para identificacdo da disfuncdo de adiposidade visceral ...........cccooovvveviiiieiicieerienne

Tabela 7 — Descricdo da populagdo estudada de acordo com as variaveis
sociobiodemograficas analiSadas ...........cccccvveiiiieieiere e

Tabela 8 — Comparacdo entre os grupos em relacdo as variaveis antropométricas e

bioquimicas analisadas N0 ESUAD ...........c.ccieiiiieiice e
Tabela 9 — Parametros de funcdo de barreira epitelial intestinal nos grupos estudados .........

Tabela 10 — Correlacdes de Spearman (p) entre as variaveis de parametros de funcédo de
barreira do epitélio intestinal, as antropométricas e de risco cardiovascular nos grupos

BSEUTATOS .. ettt e et ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeee e e e e e e e ———aaaaaaaans

Tabela 11 — Correlacdes de Spearman (p) entre as variaveis de parametros de funcédo de
barreira do epitélio intestinal e as bioquimicas e de risco cardiovascular nos grupos

BSEUAAAOS ...



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 14
1.1 SODIrepes0 € ODESIAAAE .........cciiiiiiieie e 14
1.1.1 DefiniGOEs € CaraCteriStICAS .......c.civveriieeesieseeie e ste et sra e ans 14
1.1.2 Epidemiologia do sobrepeso e 0besidade.............ccevveveiiiiiciie s 17
1.1.3 Diagnostico do sobrepeso € 0DeSIdade ..o 18
1.1.3.1 indice de Massa COrporal (IMC) ...........cceuivrurvreiireeesisessesessessssesesesses s ess s 18
1.1.3.2 Circunferéncia da Cintura (CC)........ccceuiieiieiieiieie e 19
1.1.3.3 Razéo Circunferéncia da Cintura/Circunferéncia do Quadril (RCQ)..........cccevennne. 20
1.2 SINArome MEetabOIICa ..........ocveiieiiee e 20
1.2.1 DefinNiGA0 € CAraCteriStICAS .......cveerieieiirierieese et 20
1.2.2 Epidemiologia da Sindrome MetaboliCa.............cccoveviiiieie i 23
1.2.3 Diagnostico da Sindrome MetabOlica..........ccoeieeiiciic i 24
1.3 Efeitos do excesso de peso e da Sindrome Metabdlica na microbiota intestinal........ 27
1.4 Funcao de barreira gastrointeStinal.............coiiiiiiiiii e 28
1.4.1 Morfologia da barreira gastrointestinal .............cccccoeviiieii i 28
1.4.1.1 Camada 08 MUCO ....ocveiuiiiiiieriesieie ettt sttt ettt bbb re e e bbbt b e neenee e s 29
1.4.1.2 EPItlio iNtESLINAL........oiieeiiieeee e 30
1.4.1.3 CAIUIas iIMUNES A MUCOSA .....cvveveieieireiieeieeieesiesiesie e ste e sse e esaeseeseesresresseereenaeneeeees 34
1.4.2 Fisiologia da barreira do epitélio intestinal..............c.ccoceeieiiiiiii e 34
1.5 Métodos de avaliacdo da permeabilidade da barreira gastrointestinal ..................... 35
2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA ...t 39
GO 1= | I Y S TSRS 41
3.1 ODJELIVO GEIAL. ...t 41
3.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. .. .iiviiiicie ettt re e 41
A MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt en s 42
4.1 CONSIABTAGORS BLICAS ...eveveveeuierieiete sttt sttt ettt sttt b st b et bbbt e s 42
4.2 Delineamento e populag@o do eStUO ........cueieiiiiiiiiiee e 42
4.3 Coleta de dadOS ........ccooiiiiiieie et 44
4.4 Determinacao do sobrepeso € 0besidade .........ccoeviiiiiiiiiiiie e 46
4.5 Determinagao da Sindrome MetaboliCa .........cccooeriiiiiiiiii e, 46
4.6 Avaliacdo antropométrica e de risco cardiovascular .............ccccvveviveveievinere s, 47
4.7 Avaliacédo de marcadores bioquimicos, inflamatdrio e de risco cardiovascular-........ 49

4.8 Avaliacéo da funcdo de barreira do epitélio intestinal...........ccccooceveiiniiiiniinicieeen, 50



4.8.1 Coleta de amostras para o teste de lactulose/manitol.............ccccceveviviiiiiein e,
4.8.2 Analise das amostras do teste lactulose/manitol em HPLC...........cccccocvviivenvciniennen,
4.9 ANALISE ESTALISTICA .....eveiveiiiiieieie ettt re e
SRESULTADOS ..ottt bttt bbbt e se ettt b e st s nenre s
5.1 Caracterizagdo da populagdo estudada...........ccccvvevveieiieiieie e
5.2 Avaliacao das variaveis antropométricas, bioquimicas, inflamatoria e de risco
(o Lo 101 Z= TSl o1 U | - PSRRI
5.3 Avaliacao dos parametros de funcao da barreira do epitélio intestinal ....................
5.4 Correlacdo entre os parametros de permeabilidade intestinal e as variaveis
antropométricas, bioquimicas e de risco cardiovascular por grupo...........c.cceeeererierennen.
B DISCUSSAD ..ottt
7 CONCLUSAO. ...ttt
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oooviiiiiiineissinsiesissis s ssssssens
APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DO PRESENTE PROJETO ..ottt ettt nne e
APENDICE B - FORMULARIO PARA A COLETA DE DADOS DO SEGUNDO
PERIODO DO ESTUDO ......ooviiieeeeeeeieesteeieses sttt st ss st enass s sssss s s
APENDICE C - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA COLETA
DE DADOS E AMOSTRAS .ottt s e et e et e e s e e s nnaeeaneeeannaeens
ANEXO A - ARTIGO: INTESTINAL BARRIER FUNCTION IN OBESITY
WITH OR WITHOUT METABOLIC SYNDROME: A SYSTEMATIC REVIEW
PROTOGCOL oottt ettt ettt s et et e s ebe st et eneebe e e s ere e
ANEXO B - ARTIGO: INTESTINAL BARRIER PERMEABILITY IN OBESE
INDIVIDUALS WITH OR WITHOUT METABOLIC SYNDROME: A
SYSTEMATIC REVIEW ..ottt



14

1 INTRODUCAO

1.1 Sobrepeso e obesidade
1.1.1 Definicdes e caracteristicas

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade ¢é definida
como “um anormal ou excessivo acimulo de gordura corporal que apresenta risco a
saude” (OMS, 1998). Em 2013, a obesidade foi reconhecida como uma doenga e tem se
tornado uma pandemia, que necessita ser tratada e prevenida devido a suas significantes
comorbidades, mortalidade e custos (MELDRUM et a., 2017).

A etiologia da obesidade é considerada resultado da interagdo de vérios fatores
como genéticos, ambientais, de estilo de vida e patofisiologicos (FERNANDEZ-
NAVARRO et al., 2019). Evolutivamente, seres humanos e seus antecessores tinham
que sobreviver a periodos de desnutricao e, portanto, a pressao seletiva, provavelmente,
contribuiu para um geno6tipo que favorecesse 0 excesso de peso, baixo gasto energético
e inatividade fisica (BLUHER, 2019). Humanos que conseguiam passar longos periodos
sem se alimentar, armazenando e mobilizando energia mais eficientemente, podiam
reproduzir-se mais do que aqueles sem essas adaptacbes e isto levou a maior
representacdo de variantes genéticas que promovem a habilidade de comer mais
rapidamente, de absorver e de estocar mais energia no tecido adiposo mais
eficientemente (YANOVSKI, 2018). E essas variantes genéticas sdo hereditarias, visto
que, uma crianga que tenha um dos pais com obesidade tem trés vezes maior risco de
desenvolver obesidade na vida adulta, enquanto quando ambos os pais tem obesidade, o
filho tem 10 vezes maior risco (CORICA et al., 2018).

Em relacdo aos fatores ambientais, pode-se observar que 0s chamados
moderadores obesogénicos como: aumento da ingestdo de alimentos ultraprocessados,
demasiado consumo de alimentos fast-food, hébitos alimentares, trabalho remoto e
sedentarismo podem ter uma grande influéncia no contexto da obesidade individual
(HRUBY; HU, 2015). Individuos tem gastado menos energia em adquirir comida,
abrigar-se e transportar-se enquanto consomem mais alimentos ricos em gorduras e
acucares (BLUHER, 2019). ModificacGes no estilo de vida como execucdo de dieta
acompanhada por nutricionista, atividade fisica e terapias comportamentais compdem o

pilar do tratamento da obesidade (WHO, 2000). Em muitos casos, estas a¢des resultam
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em uma substancial perda de peso, levando a reducao dos riscos de morbimortalidade
(NGUYEN; CLEMENTS, 2017).

Os mecanismos patofisiologicos que causam a obesidade e sua
morbimortalidade estdo relacionados em como hormonios do tecido adiposo, estbmago
e figado regulam o apetite e a saciedade no hipotalamo presente no Sistema Nervoso
Central (SNC) (HEYMSFIELD; WADDEN, 2017). A leptina ¢ um hormonio
sintetizado pelos adipdcitos que promove a reducdo da ingestdo alimentar e o aumento
do gasto energeético, alem de regular a funcdo neuroendocrina e o metabolismo da
glicose e de gorduras (FRIEDMANN; HALAAS, 1998). A grelina é um hormdnio
gastrointestinal que estimula a ingestdo alimentar, reduz a oxidacdo de gorduras e
aumenta a motilidade gastrica e a secrecdo acida (SAKATA et al., 2009). Estudos
indicam que desequilibrio entre os niveis de secrecdo de leptina e grelina levam a
alteracdo do padrdo de ingestdo alimentar e desajustes nutricionais como a obesidade
(CUI; LOPEZ; RAHMOUNI, 2017; EZQUERRO et al., 2019).

Ainda sobre os mecanismos patofisioldgicos, acredita-se que o tecido adiposo
braco é o principal deposito de armazenamento de gordura e também serve como 0
maior 6rgdo enddcrino para secretar adipocinas e citocinas (KAWAI; AUTIERI;
SCALIA, 2021). As adipocinas estdo envolvidas em varias cascatas de sinalizagdo
metabdlica e fisioldgica e regulam a sinalizagdo de insulina, captacdo de glicose,
oxidacdo de acidos graxos, e outros processos metabolicos e produtores de energia
(AHIMA; LAZAR, 2008). As citocinas regulam a inflamacdo assim como o reparo
desta, junto com a angiogénese adaptativa (KAWAI; AUTIERI; SCALIA, 2021). O
excesso de peso causa uma mudanca fenotipica do tecido adiposo branco que se
caracteriza pela inflamacdo dos adipdcitos disfuncionais, juntamente com a infiltracdo
de células imunes na fracdo vascular estromal (HOTAMISLIGIL, 2017). Os adipdcitos
inflamados secretam, tanto local quanto sistematicamente, citocinas pré-inflamatérias,
que por sua vez, interrompem a funcdo normal do tecido adiposo em si
(HOTAMISLIGIL, 2017). Assim, o tecido adiposo pode ser considerado um agente
imune e 6rgdo secretor; e a obesidade, uma doenga imune inflamatoria (KAWAI,
AUTIERI; SCALIA, 2021). Além disso, a inflamacdo do tecido adiposo em humanos
obesos esta associada a diminuigdo da expressao de marcadores lipogénicos, que leva ao
desenvolvimento de complicagbes metabdlicas, como a deposicao lipidica ectopica no
musculo esquelético e figado (POULAIN-GODEFROY, 2008). Uma vez que essa

deposicdo diminui a sinalizagédo de insulina, considera-se que inflamacdo do tecido
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adiposo branco tem um grande impacto nos distirbios metabolicos relacionados a
obesidade como resisténcia sisttémica a insulina e desenvolvimento de Diabetes
Melllitus tipo 2 (HARDY et al., 2011).

Estima-se que obesidade esteja associada a diminuicdo da expectativa de vida
em 5 a 20 anos, dependendo da severidade da condi¢do e comorbidades (KALISH,
2016). Individuos com obesidade tem maior risco de desenvolver um amplo conjunto de
alteracOes fisiologicas (tais como resisténcia a insulina, dislipidemia, aumento da
pressdo arterial, hiperglicemia), além de doencas associadas como Diabetes Mellitus
tipo 2, sindrome metabolica, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica, alguns tipos de
cancer, alergias, osteoporose, sarcopenia, apneia obstrutiva do sono e depressédo
(SWINBURN et al., 2011; PICHE; TCHERNOF; DESPRES, 2020).

No entanto, nem todos os individuos com obesidade apresentam alteracdes
fisiologicas (BLUHER, 2020). Alguns, além do elevado indice de Massa Corporea
(IMC), nédo apresentam qualquer outra evidéncia de doenga associada ou fator de risco
cardiovascular, o que leva ao desenvolvimento do termo “obeso metabolicamente
saudavel” (MAYORAL et al., 2020). Embora ndo exista ainda uma definigdo
padronizada, estudos tem analisado as caracteristicas clinicas destes individuos e
observaram que estes possuem menor circunferéncia da cintura (< 88 cm em mulheres e
< 102 em homens), menos tecido adiposo visceral, menores nivel sérico de
triglicerideos ( < 150 mg/dL), menores niveis pressoricos (<130/85 mmHg) e maiores
niveis séricos de lipoproteina de alta densidade (HDL) (> 50 mg/dL em mulheres e > 40
mg/dL em homens) (ECKEL et al., 2018; LAVIE et al., 2018). Além disso, tais
individuos tem um perfil inflamatdrio mais favoravel — incluindo menores niveis séricos
de Proteina C-reativa ultrassensivel (PCR-us), de Fator de Necrose Tumoral (TNFa), de
Interleucina 6 (IL-6) e de inibidor da ativacdo de plasminogénio 1 — e maior nivel de
adiponectina que promove a sensibilidade a insulina e diferenciagdo de adipdcitos
(STEFAN et al., 2020).

O sobrepeso também estd relacionado ao acimulo excessivo de gordura, no
entanto, comparado a obesidade a quantidade deste excesso de gordura € menor, assim
como a probabilidade de impactar na saiude como um todo também é menor (MELO et
al.,, 2020). No Brasil, individuos que apresentem sobrepeso ou obesidade s&o
denominados, coletivamente, como individuos com excesso de peso (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020)
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O tratamento do sobrepeso e da obesidade, bem como suas comorbidades
associadas, geram elevados custos para a salde publica e utilizacdo de recursos ja
escassos (ANOMALY, 2012). Estudo de Nilson e colaboradores (2020), que analisou
dados dos sistemas de informacgdes em satde do Sistema Unico de Saude (SUS) do ano
de 2018 referente a custos com obesidade, hipertensdo arterial e diabetes, observou que
R$ 3,45 bilhdes foram gastos com estas doencas incluindo hospitalizagdes,
procedimentos ambulatoriais e medicamentos, e, deste valor gasto, a obesidade,
individualmente, foi responsavel por 11%. Considerando a obesidade como fator de
risco para desenvolvimento das outras doencas, os custos atribuiveis foram de R$ 1,39
bilhdes, o que representou 40,3% do custo total (NILSON et al., 2020).

1.1.2 Epidemiologia do sobrepeso e obesidade

Segundo a Organizacdo Mundial da Saldde, mais de 1 bilhdo de pessoas no
mundo todo tem obesidade, sendo 650 milhdes adultos e idosos (WHO, 2022). E
estimado que, por volta de 2025, mais 167 milhGes de pessoas terdo sobrepeso ou
obesidade (WHO, 2022).

No Brasil, a prevaléncia de excesso de peso, entre 2006 e 2019, aumentou de
42,6% para 55,4% da populacdo. Entre os homens, a frequéncia dessa condicdo
aumentou com a idade até os 44 anos e foi maior nos estratos extremos de escolaridade.
Entre as mulheres, a frequéncia do sobrepeso aumentou com a idade até os 64 anos e
diminuiu, notavelmente, com o aumento da escolaridade (MINISTERIO DA SAUDE,
2020).

Para a obesidade, essa mudanca na prevaléncia foi de 11,8% para 19,8%. Para 0s
homens, a frequéncia da obesidade aumentou com a idade até os 64 anos, e para as
mulheres, até os 54 anos. Além disso, para elas, a frequéncia da obesidade diminuiu
consideravelmente com o aumento da escolaridade (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
Se nada for feito, projecdes para 2030 indicam que esses valores podem alcancar 68%
para 0 excesso de peso e 26% para a obesidade (BRASIL, 2021).

As andlises feitas pela Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Crbnicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) obtidas em 2019 mostrou que, na regiao
Nordeste, a cidade de Natal tinha a segunda maior prevaléncia (56,6%) de excesso de
peso, sendo que 60,8% dos homens e 52,9% das mulheres estavam nesta condicéo. Ja
em relacdo a obesidade, a cidade de Natal liderava com a maior prevaléncia (22,5%)
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dentre as demais capitais da regido, tendo 24,3% dos homens e 21% das mulheres
apresentando esta doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

1.1.3 Diagnostico do sobrepeso e obesidade

Para que o individuo com sobrepeso ou obesidade possa ser tratado, ou antes
disso, para que estas condi¢des possam ser prevenidas, o estado do acimulo de gordura
deste individuo precisa ser avaliado (ABESO, 2016). Existem varios métodos para
avaliacdo da presenca de excessivo acumulo de gordura corporal baseados na
antropometria, na bioimpedancia e em métodos de imagem (NIMPTSCH;
KONIGORSKI; PISCHON, 2018).

A avaliagdo antropométrica é considerada um método menos oneroso, simples,
extensivamente aplicavel e ndo invasivo que avalia a proporcao, tamanho e composi¢do
corporal (BRASIL, 2011). Reflete tanto o estado de salde como o de nutricdo, sendo
capaz de predizer o desempenho e a sobrevida dos individuos (GAZAROVA;
GALSNEIDEROVA; MECIAROVA, 2019). Medidas antropométricas como o Indice
de Massa Corporal (IMC), as medidas da circunferéncia da cintura (CC) e da razéo
circunferéncia da cintura/circunferéncia do quadril (RCQ) sdo bem validadas e tem sido
utilizadas rotineiramente para avaliagdo do sobrepeso e obesidade tendo sido
estabelecidos pontos de corte, a partir da sua relagdo com riscos de morbidades
associadas (NIMPTSCH; KONIGORSKI; PISCHON, 2018).

1.1.4 Indice de Massa Corporal (IMC)

O indice de Massa Corporal (IMC) é uma das formas mais simples de se avaliar
a presenca de sobrepeso e obesidade e é calculado pela divisdo do peso corporal (em Kkg)
pela altura (em m) elevada ao quadrado (WHO, 2000). Como vantagens de se usar esse
método, tém-se: a facilidade de obtencdo e padronizacdo das medidas de peso e altura;
pode ser usado para ambos 0s géneros; possui alta correlacdo com a massa corporal; e é
capaz de predizer riscos de morbimortalidade principalmente em seus limites extremos
(NIMPTSCH; KONIGORSKI; PISCHON, 2018).

Todavia, o IMC também apresenta algumas importantes limitagdes quando
analisado a nivel individual. Esta medida ndo reflete a distribuicdo real de tecido
adiposo e ndo consegue distinguir massa gordurosa de massa magra o que leva a

imprecisdo e classificacdes erréneas em individuos idosos (em decorréncia da perda de
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massa magra e diminuicdo do peso) e em individuos musculosos (em decorréncia da
alta densidade de massa magra gerando maior peso e superestimacéo do valor de IMC)
(ABESO, 2016). Outra limitacdo é que classificar os individuos com sobrepeso e
obesidade pelo IMC varia entre as diferentes etnias. Por exemplo, ponto de corte do
IMC para o excesso de peso tem sido sugerido ter um valor muito elevado para
individuos de origem asidtica resultando em um diagnostico falho nesta populagéo,
portanto pontos de corte baseados nas etnias tém sido propostos (PAN; YEH, 2008).

De acordo com as Diretrizes Brasileiras de Obesidade 2016, convencionou-se
classificar individuos adultos com sobrepeso aqueles que apresentem IMC de 25 a 29,9
kg/m?, de adultos com obesidade aqueles com IMC maior ou igual a 30 kg/m? e de
adultos com excesso de peso aqueles com IMC maior ou igual a 25 kg/m?2. Para 0s
individuos idosos (definido, no Brasil, como tendo 60 anos ou mais de idade), é
definido que o IMC considerado normal varia de > 22 a < 27 kg/m?, levando em
consideracdo a diminuicdo da massa magra e maior risco de sarcopenia (diminuicéo de
massa, forgca e desempenho muscular além de incapacidade fisica). S&o considerados
idosos com excesso de peso aqueles que apresentem IMC maior ou igual a 27 kg/m?
(ABESO, 2016).

1.1.5 Circunferéncia da Cintura (CC)

Estudos tem mostrado que a medida da Circunferéncia da Cintura (CC),
utilizada na avaliacdo da distribuicdo real da gordura corporal é muito importante por
predizer riscos de complicacBes metabdlicas relacionadas a obesidade (PISCHON,
2009). Esta medida reflete indiretamente o contelido da gordura visceral e evidéncias
sugerem que 0 aumento desta gordura traz risco maior para a salde, correlacionando-se
com risco cardiovascular aumentado (ARONNE, 2002). A associacdo da medida da CC
com o IMC melhora a avalia¢do dos riscos e ajuda a diminuir as limitacGes de cada uma
destas avaliagdes isoladas (ABESO, 2016).

Segundo a OMS (2000), a medicdo é feita utilizando uma fita métrica, em
posicdo paralela ao chdo, no maior perimetro abdominal, na metade da distancia entre a
ultima costela e crista iliaca anteroposterior. O individuo deve estar em pé e na fase
final da expiracdo. Para diagndstico de risco cardiovascular, a International Federation
of Diabetes (IDF) leva em conta a etnia do individuo para avaliar o ponto de corte da
medida de CC. Para os sul-americanos, onde se incluem os brasileiros, considera-se que

mulheres que tenham CC maior ou igual a 80 cm e homens que tenham CC maior ou
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igual a 90 cm tem risco cardiovascular aumentado (IDF, 2006). J& o National
Cholesterol Education Program (NCEP), considera como ponto de corte, para medida
de CC, 102 cm para homens e 88 cm para mulheres (NCEP, 2001).

1.1.6 Razdo circunferéncia da cintura/circunferéncia do quadril (RCQ)

A RCQ também é uma medida de avaliagcdo da distribuicdo da gordura corporal
em que se relaciona a medida da circunferéncia da cintura com a medida da
circunferéncia do quadril, que é medida com fita métrica ao redor do quadril, na maior
extensdo das nddegas, em um plano horizontal ao chdo (OMS, 2000). Na populagédo
brasileira, a RCQ também demonstrou estar associada a risco de morbimortalidade e
pode ser usada para avaliar a diferenca na distribuicdo da gordura corporal entre homens
e mulheres (ABESO, 2016).

Um estudo realizado por Pischon e colaboradores (2008), onde os pesquisadores
examinaram a associacdo entre IMC, CC e RCQ de 359.387 participantes de nove
paises da Europa, observou que estas medidas antropométricas foram fortemente
associadas com o risco de morte. No maior quintil de RCQ, o risco relativo de morte foi

mais alto nos homens (1,68) que nas mulheres (1,51).
1.2 Sindrome Metabdlica

1.2.1 Definico e caracteristicas

O termo “sindrome metabdlica” foi primeiro proposto, na década de 70, pelo
cientista Herman Haller, para identificar um conjunto de fatores de risco cardiovascular,
intrinsicamente relacionados, que compreende obesidade visceral, resisténcia a insulina,
hipertensdo arterial e dislipidemia (HALLER, 1977). Em 1988, Gerald Reaven propds
um novo termo, que foi “sindrome X” para dar énfase ao fator resisténcia a insulina
como o fator primordial, argumentando que individuos insulinorresistentes poderiam
desenvolver a sindrome mesmo néo apresentando obesidade (REAVEN, 1988).

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) e a American Heart Association,
subsequentemente, reconheceram a Sindrome Metabdlica como uma entidade clinica
distinta com seu préprio Codigo Internacional de Doencgas (CID: 277.7) (GRUNDY et
al., 2004). Apesar disso, ainda ndo ha uma definicdo mundialmente padronizada para a
Sindrome Metabolica (DABKE; HENDRICK; DEVKOTA, 2019). Varias organizacoes
de saude como a OMS, a American Association for Clinical Epidemiology, o National

Chrolesterol Program, a International Diabetes Federation e a American Heart
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Association/National Heart, Lung and Blood Institute estabeleceram suas proprias
definicbes que, embora sejam similares, possuem valores de referéncia para o
diagndstico dos fatores de risco diferentes (SAKLAYEN, 2018).

Além dos fatores genéticos e epigenéticos, fatores ambientais e de estilo de vida
tém sido identificados como o0s maiores contribuidores do desenvolvimento da
Sindrome Metabdlica (BOVOLINI et al., 2020). O aumento da adiposidade visceral tem
se mostrado como ativadora da maior parte das vias dos mecanismos patoldgicos da
Sindrome Metabolica (PEKGOR et al., 2019). A patofisiologia da Sindrome Metabolica
é complexa e ndo esta, ainda, totalmente elucidada. Entre os mecanismos propostos,
tem-se que a resisténcia a insulina, o estresse oxidativo, a inflamacdo crbnica e a
ativacdo neuro-hormonal apresentam papel essencial na progressdao da Sindrome
Metabolica e posterior transicdo para doencas cardiovasculares e Diabetes Mellitus tipo
2 (ROCHLANI et al., 2017).

Acredita-se que a resisténcia a insulina tem um papel central na patofisiologia da
Sindrome Metabdlica (BOVOLINI et al., 2020). H& um aumento da lipélise no tecido
adiposo levando a um aumento da concentracdo dos &cidos graxos livres (AGL)
circulantes (LUO et al., 2020). Estes acidos graxos inibem a ativacdo da proteina
quinase nos musculos, o que reduz a absorcao de glicose por este tecido, e aumentam a
ativacdo no figado, o que promove a gliconeogénese e lipogénese (BODEN;
SHULMAN, 2002). O efeito resultante é um estado hiperinsulinémico no qual o corpo
tenta manter a glicemia normal, mas a compensacdo falha e a secrecdo de insulina
diminui levando a hiperglicemia (ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2013). Além
disso, 0 AGL sdo também toxicos para as células beta pancreéaticas causando, por si so,
a diminuicdo da secrecdo de insulina (BODEN; SHULMAN, 2002).

A resisténcia a insulina também contribui para o desenvolvimento da
hipertensdo arterial devido a inibicdo do efeito vasodilatador da insulina e da
vasoconstricdo causada pelos AGL (BREEN; GIACCA, 2013). Além disso, esta
condicdo causa um aumento na viscosidade do soro, inducao do estado pro-trombaético e
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias do tecido adiposo, aumento da sintese de
triglicerideos e de apoliproteina B (MCCRAKEN; MONAGHAN; SREENIVASAN,
2017; BOVOLINI et al., 2020).

Portanto, a analise da resisténcia a insulina in vivo é crucial para 0 manejo da
Sindrome Metaboélica e de seus riscos cardiovasculares e metabélicos (MCCRAKEN;
MONAGHAN; SREENIVASAN, 2017). Técnicas simples, econdmicas e minimamente
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invasivas foram estabelecidas para avaliar uma boa acurécia desta condicao. Utilizando
estas técnicas, apenas com a concentracdo da glicemia e insulinemia de jejum, é
possivel calcular o Modelo de Avaliagdo da Resisténcia a Insulina (o indice HOMA-IR)
e a verificacdo quantitativa da sensibilidade a insulina (o indice QUICK) (AVIGNON et
al., 1999; BONORA et al., 2000). Estes dois indices tém-se mostrado como ferramentas
bastante Uteis para avaliar a resisténcia a insulina em estudos epidemiolégicos e na
pratica clinica (MONDAL; SINGH; SAXENA, 2010).

Evidéncias sugerem que o estresse oxidativo tem um papel importante na
patofisiologia da Sindrome Metabolica e em suas complicacGes vasculares (SANTILLI
et al.,, 2012). Este fator contribui para a disfuncdo endotelial, que é causada pelo
desequilibrio entre a atividade das enzimas enddgenas prd-oxidativas e antioxidantes
(PARK et al., 2011). Ha reducéo da bioatividade do 6xido nitrico (NO2), o qual controla
0 tbénus vascular, inibe a funcdo plaquetaria e previne a adesdo de leucdcitos
(RAFIKOV et al, 2011). E, portanto, o estresse oxidativo pode levar ao
desenvolvimento da aterosclerose que pode acometer individuos com Sindrome
Metabolica (HUANG, 2009).

A ativacdo neuro-hormonal esta ligada as propriedades enddcrinas e imunes das
adipocinas, liberadas pelo tecido adiposo visceral frente aos mecanismos
patofisiologicos da Sindrome Metab6lica (ROCHLANI et al., 2017). A leptina é uma
adipocina que controla a homeostase energética e tem sua concentracdo aumentada em
individuos obesos, 0 que é correlacionado com o aumento do risco cardiovascular
(SETHI; VIDAL-PUIG, 2007). A adiponectina é uma adipocina que inibe a inflamacéo
e a aterogéneses e seu efeito é contrario ao da leptina (KADOWAKI et al., 2006). O
aumento do tecido adiposo é correlacionado com aumento da concentracao de leptina e
diminuicdo da concentracdo de adiponectina, o qual adicionado a presenca de citocinas
pro-inflamatorias é fortemente associado com Sindrome Metabdlica (BARAZZONI;
SILVA; SINGER, 2014).

Os varios mecanismos patogénicos responsaveis pelo desenvolvimento da
Sindrome Metabdlica vistos anteriormente culminam em um estado comum pro-
inflamatorio que explica a elevagdo de varios marcadores de inflamagdo como
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e proteina C-reativa (PCR),
0s quais sdo observados em individuos com a Sindrome Metabdlica (ROCHLANI et al.,
2017). Esta inflamacdo crénica leva a fibrose dos tecidos, aterogénese e,
posteriormente, a doengas cardiovasculares (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005).
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A IL-6 é uma citocina produzida por macrofagos e adipdcitos e apresentam
niveis séricos aumentados nas condi¢cGes de obesidade e resisténcia a insulina
(WEISBERG et al., 2003). Esta citocina age no figado aumentando a producdo de
marcadores inflamatorios de fase aguda como a PCR e o fibrinogénio (KASSI et al.,
2011). A concentracdo sérica de PCR isolada prediz fator de risco para eventos
cardiovasculares em pacientes com Sindrome Metabdlica e, assim, sugere-se que a
analise de marcadores inflamatorios nestes pacientes deve ser realizada para a
estratificacdo do risco cardiovascular (MALIK et al., 2005).

O TNF-a ¢ outra citocina também produzida por macréfagos que tem sua
producdo elevada com o aumento do tecido adiposo (ROCHLANI et al., 2017). Este
causa fosforilacdo e inativacdo dos receptores de insulina nos adipécitos e células
musculares, além da inducdo de lipolise e inibicdo da liberacdo de adiponectina
(WEISBERG et al., 2003). Portanto, o aumento dos niveis séricos de tal fator esta
associado a obesidade e a resisténcia a insulina, os quais sdo relacionados a Sindrome
Metabolica.

1.2.2 Epidemiologia da Sindrome Metabolica

A prevaléncia global da Sindrome Metabdlica difere dependendo do critério
diagndstico utilizado e das caracteristicas sociodemograficas da populacdo tais como
género, idade e etnia (MCCRACKEN; MONAGHAN; SREENIVASAN, 2017). Além
de diminuir a qualidade de vida dos individuos, a Sindrome Metabdlica tem um impacto
econémico significante, uma vez que o alto risco de desenvolver Diabetes Mellitus tipo
2 aumenta para mais de 30% a probabilidade de acometimento de doencas
cardiovasculares, que sdo a principal causa de morte no mundo (SAKLAYEN, 2018).

Nos Estados Unidos, uma pesquisa feita pela US National Health and Nutrition
Examination observou que, aproximadamente, 1 em cada 3 adultos tinham Sindrome
Metabdlica e também que 40% dos adultos com 40 anos ou mais eram acometidos por
esta (SHERLING; PERUMAREDDI; HENNEKENS, 2017). Em relagdo a etnia, foi
observado que mulheres americanas-hispanicas tinham maior prevaléncia (BELTRAN-
SANCHEZ et al., 2013).

Um estudo epidemioldgico realizado na Europa com 15.521 individuos,
observou que 41,2% dos homens e 37,9% das mulheres apresentavam Sindrome
Metabolica e que esta prevaléncia aumentava com a idade (GAO, 2008). Uma revisao

sistematica de estudos provenientes do Oriente Médio reportou uma prevaléncia de 20,7
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- 37,2% em homens e 32,1- 42,7% em mulheres (MABRY et al., 2010). Na China,
58,1% dos individuos com 60 anos ou mais apresentam Sindrome Metabolica (LI1U et
al., 2013).

Estudos realizados na América do Sul, mostraram altos valores de prevaléncia,
variando de 12,3% a 44,6%, dependendo do critério diagnostico utilizado (PINZON ET
AL., 2007; MUJICA ET AL., 2008; LIRA NETO ET AL., 2017). No Brasil, um estudo
transversal que utilizou dados da Pesquisa Nacional de Salde (2013) observou que a
prevaléncia de Sindrome Metabdlica na populacdo brasileira foi de 38,4% (OLIVEIRA
et al., 2020). Estimou-se que as mulheres tiveram maior prevaléncia de Sindrome
Metabdlica comparado aos homens (Razdo de Prevaléncia = 1,20). Foi observado
também que a prevaléncia aumentou com a idade, sendo 66,1% dos individuos com
Sindrome Metabdlica tinham 60 anos ou mais. O grupo de menor escolaridade
apresentou quase o dobro de prevaléncia em relacdo ao grupo de maior escolaridade
(Razéo de Prevaléncia = 1,73). Quanto a raca, ndo foi observada diferenca.

Estudo transversal realizado na Bahia com individuos adultos com excesso de
peso e acompanhados ambulatoriamente, observou que 88% destes tinham Sindrome
Metabolica, sendo a maior parte mulheres (87,4%) e de raca nao-branca (84,2%)
(SANTOS et al., 2021). Outro estudo realizado também no Nordeste, no Piaui, por Lira-
Neto e colaboradores (2017) observou que a Sindrome Metabdlica esteve presente em
50,7% dos individuos com Diabetes Mellitus tipo 2, similar a prevaléncia global desta
condicdo, que varia entre 45,8 a 96,3% (YADAV et al., 2013).

1.2.3 Diagnostico da Sindrome Metabolica

O diagnostico da Sindrome Metabdlica e as pesquisas realizadas nesta area tem
sido dificultado pela auséncia de um consenso mundial acerca da sua definicdo e pontos
de corte dos seus componentes. Tal fato tem repercussdes na pratica clinica e nas
politicas de satde publica.

Em 1998, a OMS foi a primeira a propor critérios para o diagnostico da
Sindrome Metabdlica reunindo os principais componentes: resisténcia a insulina,
dislipidemia, obesidade e hipertensdo (HUANG et al., 2009). A definicdo traz que a
resisténcia a insulina deve estar presente (avaliada pelo diagndstico de DM2, ou
alteracdo na glicemia de jejum ou alteracdo no teste de tolerancia a glicose), em
concomitancia com, no minimo, dois dos seguintes parametros: obesidade (avaliada

pelo IMC ou pela RCQ), dislipidemia, hipertensdo arterial e microalbuminuria
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aumentada (TABELA 1) (ALBERTI; ZIMMET, 1998). Em 1999, o European Group
for the Study of Insulin Resistance (EGIR) fez uma modificacdo nos critérios
diagndsticos propostos pela OMS, sugerindo que o individuo seria portador de sindrome
metabolica se tivesse hiperinsulinemia (definido como sendo maior que 75% do nivel
plasmatico de insulina de individuos ndo-diabéticos) associada a pelo menos duas das
seguintes alteracGes: obesidade central (avaliada pela CC), dislipidemia, hipertenséo
arterial e glicemia de jejum alterada (TABELA 1) (BALKAU; CHARLES, 1999). O
fato das definicbes da OMS e da EGIR preconizarem a resisténcia insulinica ou o
distdrbio do metabolismo da glicose como ponto de partida dificulta a utilizacdo destas
na pratica clinica (ARQUIVO BRASILEIRO DE CARDIOLOGIA, 2005)

Em 2001, o National Cholesterol Education Program’s — Adult Treatment Panel
Il (NCEP-ATP IIl) prop6s uma definicdo para a Sindrome Metabdlica que foi
atualizada em 2004 pela American Diabetes Association. Segundo tal definicdo, o
diagndstico de Sindrome Metabdlica da-se pela presenca de pelo menos 3 dos seguintes
critérios: elevada circunferéncia abdominal, hipertensdo, hipertrigliceridemia,
hiperglicemia de jejum, baixos niveis séricos de lipoproteina de alta densidade (HDL)
(TABELA 1) (EXECUTIVE SUMMARY OF THE THIRD REPORT OF NCEP-ATP I,
2001). O diagndstico do NCEP-ATP Il tem melhor acuracia e sensibilidade para
predizer risco cardiovascular, independentemente da idade, género, doenca
cardiovascular prévia, tabagismo, presenca de hipercolesterolemia, diabetes e
hipertensdo (MILIONIS et al., 2007). Esta definicdo ndo requer a presenca de nenhum
critério especifico, e assim, a definicdo ndo é construida a partir de uma nogdo pré-
concebida de causa da Sindrome Metabdlica (HUANG et al.,, 2009). Devido a
simplicidade e praticidade, este critério € o preconizado para uso no Brasil pela I
Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica (ARQUIVOS
BRASILEIROS DE CARDIOLOGIA, 2005)

Em 2005, a International Diabetes Federation (IDF) publicou uma nova
definicdo para a Sindrome Metabodlica a fim de conceber critérios de diagnostico de
utilizacdo universal e de fécil uso na pratica clinica. Para o IDF, a obesidade central é o
foco da Sindrome Metabolica e ndo necessariamente a resisténcia a insulina. Portanto, a
circunferéncia abdominal aumentada é pré-requisito essencial para o diagnostico da
Sindrome Metabdlica nesta definicdo somada a dois outros critérios entre os demais
essencialmente idénticos aos preconizados pelo NCEP-ATP Il (TABELA 1) (ZIMMET

et al., 2005). O ponto de corte da circunferéncia abdominal passou a ser definido
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levando em consideracdo a etnia e 0 sexo de cada individuo, tendo em vista que
diferentes populacdes tém variagdes na distribuicdo de gordura pelo corpo (HUANG et
al., 2009).

Também em 2005, a American Heart Association/National Heart, Lung, and
Blood Institute (AHA/NHLBI) uniu-se ao IDF para tentar reconciliar as diferentes
definicbes clinicas (ALBERTI et al.,, 2009). Apesar do esforco para tanto, o
AHA/NHLBI ndo determinava a obesidade abdominal como um critério requerido
assim como suas recomendacdes separadas continham diferencas relacionadas aos
pontos de corte para medidas de circunferéncia da cintura que caracterizariam tal
obesidade abdominal (ALBERT]I et al., 2009). Para 0 AHA/NHBLI, os pontos de corte
eram > 102 cm para homens e > 88 cm para mulheres e estes sdo consistentes com a
definicdo de obesidade abdominal encontrada nas diretrizes de obesidade do National
Institute of Health, que equivalem a um IMC de, aproximadamente, 30 kg/m? em
homens (GRUNDY et al., 2005). Ja os valores de ponto de corte para circunferéncia da
cintura preconizados pelo IDF s&o mais aproximados a um IMC equivalente & 25 kg/m?
(ZIMMET et al., 2005). Os demais critérios foram idénticos ao IDF.

Tabela 1 — Diagnostico de Sindrome Metabolica

OMS (1998)

EGIR (1999)

NCEP-ATP Il
(atualizagdo 2005)

IDF (2006)

Definicéo Resisténcia a Hiperinsulinemia Pelo menos 3 dos Obesidade central
insulina mais dois mais dois dos seguintes critérios mais dois dos
dos seguintes seguintes critérios seguintes critérios
componentes

Critérios

Obesidade IMC > 30 kg/m?> e CC>94cm CC>102cm Obrigatoriamente
RCQ > 0,9 (homens (homens)e>80cm (homens)e > 88 cm alterada
e > 0,85 (mulheres)  (mulheres) (mulheres)

Glicemia Obrigatoriamente Obrigatoriamente > 110 mg/dl ou > 100 mg/dl ou
alterada alterada diabetes diabetes

Perfil lipidico  Triglicerideos > 150  Triglicerideos > 177  Triglicerideos > 150 Triglicerideos > 150

mg/dl
HDL < 35 mg/dl

mg/dl
HDL < 39 mg/dl

mg/dl
HDL < 40 mg/dl

mg/dl
HDL < 40 mg/dl
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(homens) e < 39 (homens) e <50 mg/dl (homens) e <50
mg/dl (mulheres) (mulheres) mg/dl (mulheres)
Pressdo arterial > 140/90 mmHg >140/90 mmHgou > 130/85 mmHg ou > 130/85 mmHg ou
hipertensao hipertensao hipertensao
Outros Microalbumindria - - -

Fonte: Adaptado de Huang et al (2009) e Bovolini et al (2020).

1.3 Efeitos do excesso de peso e da Sindrome Metabdlica na microbiota intestinal

O trato gastrintestinal é colonizado por mais de 100 trilhées de microrganismos
comensais, que constituem uma complexa e dindmica comunidade chamada microbiota
(TREMAROLI; BACKHED, 2012). Esta € constituida pelos filos predominantes
Bacteriodetes (exemplo: Bacteriodes spp.) e Firmicutes (exemplos: Clostridium spp. e
Bacillus spp.), que representam cerca de 90% da populacdo microbiana (SEHGAL,;
KHANA, 2021).

A microbiota é importante em funcdes essenciais fisiologicas e, portanto, tem
papel crucial no processo saude-doenga do hospedeiro. As principais fungdes que ela
exerce na mucosa intestinal sdo: (a) protege contra outros microrganismos patogénicos
invasores pela direta competicdo contra estes (KAMADA et al., 2013); (b) promove a
proliferacdo e diferenciacdo das células epiteliais intestinais, mantendo a superficie da
mucosa intacta (TOMAS et al., 2015); (c) estimula a resposta imune inata pela iniciacdo
da maturacdo de células dendriticas e diferenciacdo de linfdcitos B e T (BELKAID;
HAND, 2014); (d) metaboliza carboidratos ndo digestiveis como fonte de energia para o
hospedeiro (CANFORA; JOCKEN; BLAAK, 2015); (e) sintetiza vitaminas
(ARUMUGAM et al., 2011) e (f) metaboliza xenobioticos (SNEDEKER; HAY, 2012).

No entanto, estas fungdes podem ser prejudicadas pela alteracdo da composicéao
da microbiota devido a fatores genéticos, imunolégicos e ambientais, com énfase na
dieta e sedentarismo (MEZOUAR et al., 2018). Estudos em humanos e animais tem
observado que o excesso de peso, a Sindrome Metabdlica e dietas com alto teor de
gorduras saturadas e baixo teor de fibras tém sido associadas com alteracbes na
microbiota intestinal gerando impacto nas funcdes imunologicas e metabdlicas do
hospedeiro (CANI et al., 2008; HARTE et al., 2012; MARTINEZ-MEDINA, 2014
VORS et al., 2015; MORALES et al., 2016; AHMAD et al., 2017; SHI et al., 2019;
DABKE; HENDRICK; DEVKOTA, 2019; BAHLOULI et al., 2020). Essas alteracfes

levam a um desequilibrio na composi¢cdo da microbiota, resultando em uma maior
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concentracdo do filo Firmicutes comparado ao filo Bacteriodetes, sendo denominada
dishiose (ROHR et al., 2020).

A dishiose intestinal induz o aumento da liberagéo de interferon gama (IFN-y)
pelos linfocitos T adicionada a reducdo das celulas e moléculas que mantém a
homeostase sanguinea (células T regulatorias, células T auxiliares - TH17, e
interleucinas, como a I1L-22) (TILG et al., 2020). Sob essas condi¢des, hd um aumento
de duas a trés vezes da expressdo de lipopolissacarideos (LPS), que s&o componentes da
membrana externa de bactérias gram-negativas presentes na microbiota, e estes ligam-se
a lipoproteinas ligantes de LPS (Lipopolysaccharide Binding Protein - LBP)entrando na
corrente sanguinea, levando a um estado que € chamado de endotoxemia metabdlica
(COX et al., 2015). Estudos com modelos animais observaram que esses LPS em
excesso ligam-se aos receptores toll-like 4 (TLR-4) nos enterdcitos, ativando o fator
nuclear kappa beta (NF-xf) e promovendo a transcricdo de moléculas pré-inflamatorias
(por exemplo: TNFa, IL-1 e IL-6) (WINER et al., 2016). Todo este processo culmina na
diminuicdo da camada de muco intestinal e promocéo de eventos inflamatérios no trato
gastrointestinal associados a alteracdo na funcéo de barreira intestinal (ARAUJO et al.,
2017).

1.4 Funcéao de barreira gastrointestinal

1.4.1 Morfologia da barreira gastrointestinal

A barreira gastrointestinal esta localizada na mucosa e configura-se como uma
interface primaria entre 0 meio interno e o ambiente luminal (MARTINEZ-AUGUSTIN
et al., 2014). Esta barreira permite a absorcdo do meio externo de eletrélitos, agua e
nutrientes, mantendo fungdes essenciais do organismo e contribuindo para a homeostase
ibnica (MARTINEZ-AUGUSTIN et al., 2014; CHELAKKOT; GHIM; RYU, 2018). E
também é permeéavel a certos antigenos, que tem um papel na regulacdo da imunidade;
de potenciais microrganismos patogénicos da microbiota; e de moléculas toxicas do
[imen intestinal (CAMILLERI et al., 2019). A funcdo de barreira gastrointestinal
constitui-se na capacidade que esta interface tem de proteger o organismo do contetdo
luminoso prejudicial e de controlar a permeabilidade seletiva da mucosa (GHOSH et al.,
2020).

Trés componentes interagem e constituem a barreira gastrointestinal: a camada
de muco, o epitélio intestinal e as células imunes da mucosa (CAMILLERI et al., 2019;
FORLANO et al.,, 2022) (FIGURA 1). A interacdo equilibrada entre estes trés
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componentes € essencial para manter a homeostase da barreira, permitindo a absorgéo
de &gua e nutrientes essenciais enquanto protege de elementos nocivos a saude do
organismo, tais como microrganismos patogénicos e toxinas (CAMILERRI et al.,
2019).

Figura 1 — Componentes da barreira gastrointestinal
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Fonte: elaborada pela autora, baseada em FARRE et al. (2020) e FORLANO et al (2022).
Desenho representativo dos componentes da barreira gastrointestinal composto pela camada de
muco, epitélio intestinal e células imunes da mucosa. A primeira camada é formada pelas
mucinas, produzidas pelas células caliciformes; pelos peptideos antimicrobianos, produzidos
pelas células de Paneth; e pelo Imunoglobulinas A (IgA), produzidas pelas células imunes da
mucosa. A segunda camada é formada pelos enterdcitos unidos pelo complexo juncional e as
células especializadas. A terceira camada é formada pela Placa de Payer com suas células
imunes e pelas demais células inumes da mucosa.

1.4.1.1 Camada de muco

A camada de muco é uma camada de gel que separa o limen intestinal do
epitélio intestinal, e, portanto, limita a exposi¢cdo do lado apical deste epitélio ao
microbioma, protegendo-o contra microrganismos do lumen (JOHANSSON et al.,
2008). Essa camada é formada por agua e glicoproteinas chamadas de mucinas, 0s quais
séo secretadas pelas células caliciformes presentes no epitélio intestinal (FIGURA 1).
Sua funcdo é facilitar a passagem de pequenas moléculas, mas ndo de enzimas
digestivas e acidos (FARRE et al., 2020). Além disso, a camada de muco possui
atividade antimicrobiana por conter peptideos antimicrobianos, que séo secretados pelas

celulas de Paneth, também presentes no epitélio intestinal, e imunoglobulinas IgA,
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produzidas pelas células imunes da lamina propria e secretadas no muco (FIGURA 1)
(CAMILLERI et al., 2019). A auséncia da camada de muco, devido a fatores biologicos
como a hipovitaminose A ou a doenca celiaca, pode deixar o organismo vulneravel a
inflamacGes intestinais, que levam ao desenvolvimento de colite e até mesmo
predisposicdo ao cancer colorretal (CHEALAKKOT; GHIM; RYU, 2018).

1.4.1.2 Epitélio intestinal

O epitélio intestinal é o componente central da barreira gastrointestinal.
Constitui-se de uma camada continua de células epiteliais intestinais colunares
fortemente ligadas entre si (RESCIGNO, 2011). Essa camada, juntamente com a lamina
propria, dobra-se e forma unidades de vilos e criptas (CLEVERS, 2013). Os vilos sdo
invaginacdes epiteliais que se projetam para o limen intestinal para maximizar a
superficie absortiva do epitélio, enquanto as criptas sdo invaginacdes encontradas nas
bases dos vilos (FIGURA 2) (PETERSON; ARTIS, 2014).

Nas criptas, celulas-tronco intestinais, constantemente, dividem-se levando a
progenitores que se diferenciam em células epiteliais especializadas e migram das
criptas em direcdo ao vilos (PETERSON; ARTIS, 2014; BLOEMENDAAL et al.,
2016). Essas células séo: a) enterdcitos, que sdo as mais numerosas e estdo envolvidas
na absorcdo de nutrientes, eletrélitos e agua; b) células caliciformes, que produzem e
secretam glicoproteinas (muco) para lubrificar e proteger o epitélio intestinal; c) células
de Paneth, que secretam peptideos antimicrobianos e nutrem as células-tronco
intestinais; e d) células enteroenddcrinas, que secretam horménios que regulam as
funcbes digestivas, tais como as catecolaminas (FIGURA 2) (SATO et al., 2011,
PETERSON; ARTIS, 2014; BLOEMENDAAL et al., 2016). A constante proliferacdo e
diferenciacdo das células epiteliais em poucos dias faz desse epitélio um dos tecidos
mais ativos do organismo (CHEALAKKOT et al., 2018).
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Figura 2 — Morfologia do epitelio intestinal e distribuicdo das células especializadas
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Fonte: Elaborada pela autora, baseada em PETERSON E ARTIS (2014).

Desenho esquemético da morfologia do epitélio intestinal com suas células constituintes e as
invaginacBes formando as criptas e os vilos. Nas criptas estdo as células tronco que se dividem para a
formacéo de células progenitoras que, por sua vez, se diferenciam nas células especializadas, migrando
da cripta em direcdo aos vilos.

As células epiteliais intestinais interagem entre si através de trés complexos
juncionais: juncGes firmes (JF), juncGes aderentes (JA) e desmossomos
(KARCZEWSKI et al., 2010) (FIGURA 3).

As juncoes firmes (JF) sdo as principais estruturas envolvidas na adesdo célula-
célula. Tem como funcéo regular a permeabilidade paracelular que esta associada com o
transporte de soluto, 4gua e ions no espaco entre as células, criando uma diferenca de
potencial ao longo do epitélio intestinal (FORLANO et al., 2022). A estrutura é
constituida por proteinas transmembranares, como as claudinas, ocludinas e trileucina, e
proteinas citoplasmaticas, como a zonulas ocludentes (ZO) e cigulinas (TURNER et al.,
2009). As proteinas transmembranares constituem as adesdes entre as células, vedando
0S espacos, enquanto as proteinas citoplasmaticas conectam as proteinas
transmembranares ao citoesqueleto de actina (FIGURA 3) (CHIBA et al., 2008). Essa
interacdo é necessaria para a manutencao da integridade estrutural da fungéo de barreira
do epitélio intestinal (RODRIGUES et al., 2016). A regulagdo das JF é complexa e
envolve diversas vias de sinalizagcdo, como a proteina quinase C (PKC), proteinas
quinases ativadas por mitdégenos (MAPK), miosina quinase de cadeia leve (MLCK) e

familia Rho de pequenas GTPases. Evidéncias significantes tém destacado também o
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papel de citocinas (TNF-o, INF-y e interleucinas) na regulacdo das JF em condicGes
patoldgicas (CHELAKKOT et al., 2018).

Figura 3 — Complexo juncional apical do epitélio intestinal
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Fonte: Adaptado de TURNER (2009).

A figura representa o complexo que une as células colunares do epitélio intestinal. Logo abaixo
dos microvilos, observa-se o complexo nomeado como jungdes firmes composto pela interacdo
entre claudina, ocludina, zonulas ocludentes 1 (ZO1) e F-actina. Este complexo é regulado por
vias de sinalizacdo, como a MLCK visto na figura. Abaixo deste primeiro, encontra-se o segundo
complexo que sdo as jungdes aderentes, composto pela interacdo da F-actina com a E-caderina,
B-catenina e a-catenina. Na regido basolateral, encontra-se o desmossomo que sdo jungdes
adesivas formado pela interagdo entre a desmogleina, desmocolina, desmoplaquina e filamentos
de queratina.

As claudinas sdo uma familia de 27 proteinas (20-27 kDa) que possuem quatro
dominios transmembranares, com dominio C-terminal e N-terminal citoplasmaticos, e
sdo responsaveis pela regulacdo do espaco paracelular (TSUKITA; FURUSE; ITOH,
2001). Suas alcas extracelulares fazem as interagdes homofilicas e heterofilicas com
células adjacentes, criando uma barreira seletiva para a passagem de determinadas
moléculas pela via paracelular (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009). Existem varias
isoformas de claudinas, cada uma com papéis diferentes, com caracteristicas seletivas
de permeabilidade dependentes do numero e da posi¢cdo dos aminoacidos carregados na
primeira alga extracelular da proteina (CHEALAKKOT et al., 2018). O equilibrio entre
essas isoformas é necessdrio para a manutencdo da integridade paracelular, pois
alteracbes nos niveis de claudinas pode afetar a integridade da barreira intestinal de
diferentes formas, dependendo da isoforma de claudina (FINDLEY; KOYAL, 2009).

Por exemplo, a desregulacdo da claudina-5 e 8 pode drasticamente reduzir a integridade
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da barreira (ZEISSIG et al., 2007), e em contraste, a isoforma claudina-2, que é
necessaria para a formacdo dos canais de &gua paracelulares, tem sua expressao
aumentada em doengas intestinais promovendo inflamagcdo (AHMAD et al., 2014).

As ocludinas foram as primeiras proteinas a serem identificadas nas juncdes
firmes e sdo fosfoproteinas (65 kDa) (FURUSE et al., 1993). Elas tém duplo papel na
barreira intestinal, atuam como reguladora e como uma proteina estrutural importante
no estabelecimento das propriedades da barreira (FELDMAN; MULLIN; RYAN,
2005). O nivel de expressdao de ocludinas foi correlacionado com propriedades da
barreira (CHEN et al., 1997; KEVIL et al., 1998; BALDA et al., 2000). A expressao
comprometida de ocludina tem sido observada em varios modelos de doencas intestinais
inflamatorias, o que sugere o papel crucial destas proteinas para a manutencdo da
integridade da barreira intestinal (MENNINGEN et al., 2009; LI et al., 2014; NIGHOT
etal., 2015).

As zonulas ocludentes sdo proteinas citoplasmaticas periféricas das juncgdes
firmes e sdo identificadas pelas isoformas ZO-1, ZO-2 e ZO-3 (CHEALAKKOT et al.,
2018). E sdo todos caracterizados pela sua habilidade em interagir com diferentes
proteinas celulares através dos seus dominios de ligacdo, tais como o SH3, 0 PDZ e o
dominio membranal associado a guanilato quinase (GUK) (SUZUKI et al., 2013). As
claudinas ligam-se aos primeiros dominios PDZ de ZO-1, -2 e -3 (ITOH et al., 1993),
enguanto a ocludina liga-se ao dominio GUK de ZO-1 (ULLUWISHEWA et al., 2011).

As juncdes aderentes (JA) formam ligacdes fortes adesivas para a manutengdo
das interacdes intercelulares (FIGURA 3). Sdo constituidas por caderinas, que sdo
proteinas transmembranares de abrangéncia Unica que interagem homotipicamente com
a porcdo extracelular das células adjacentes (TURNER, 2009). E necessaria para a
montagem eficiente das JA, a fungéo da caderina epitelial (E-caderina), da a-catenina e
da B-catenina (FIGURA 3) (ODENWALD; TURNER, 2017). A ruptura das JA resulta
na perda de contato intercelular, disfuncdo da polarizacdo epitelial, diferenciacdo e
apoptose precoce das células intestinais (HERMISTON; GORDON, 1995).

Os desmossomos sdo estruturas que se conectam aos filamentos intermediarios
do citoesqueleto, proporcionando fortes ligacbes adesivas que mantém a proximidade
celular e s&o também locais de comunicacéo intercelulares (RODRIGUES et al., 2016).
Sdo compostos por multiplas subunidades de proteinas, tais como desmocolina,
desmogleina, e desmoplaquina e, também, por filamentos de queratina que se ligam a
membrana plasmatica (FIGURA 3) (TURNER, 2009).
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1.4.1.3 Células imunes da mucosa

Também conhecida como sistema imune da mucosa, a populacdo de células
imunes da mucosa compreende uma variedade de células que residem na lamina prépria
e nas placas de Peyer, ambas subjacentes ao epitélio intestinal (FIGURA 1)
(CAMILLERI et al., 2019). Este complexo de células imunes conectadas mantém a
homeostase imunoldgica da mucosa intestinal pelo equilibrio da ativacdo imune que
protege contra a invasdo microbiana enquanto, simultaneamente, regula a extenséo da
inflamacdo via tolerancia imune para prevenir doencas inflamatdrias intestinais
(TOMASSO et al., 2021). Na populacéo de células imunes estdo incluidos os linfocitos
T regulatorios e efetores, linfocitos B, células dendriticas, e componentes da resposta
imune inata como macrofagos, mastocitos e neutrofilos (NI et al., 2017).

1.4.2 Fisiologia da barreira do epitélio intestinal

Como j& foi mencionado, as células epiteliais formam uma camada Unica de
células (os enterdcitos) bastante polarizadas e aderidas umas as outras limitando o
limen dos espacos intercelulares. Estas propriedades eletroquimicas do epitélio
intestinal permitem a permeacdo de moléculas e solutos, ao longo desta monocamada,
por meio de processos coordenados que constituem a permeabilidade intestinal seletiva
e dependem das propriedades fisicas e quimicas das moléculas (CHEALAKKOT et al.,
2018; FORLANO et al., 2022). Esta permeabilidade da-se através de dois principais
mecanismos: o transporte transcelular e o transporte paracelular.

A via transcelular estd associada ao transporte de pequenos compostos
hidrofilicos e lipofilicos que atravessam a membrana plasmatica dos enterdcitos por
meio de difusdo passiva (SCHOULTZ et al., 2020) (FIGURA 4). Agua, ions e
compostos hidrofilicos maiores, com peso molecular entre 400 Da e 10-20 kDa, sdo
absorvidos entre os enterdcitos, através dos espacos intercelulares, pela via de transporte
paracelular (FARRE et al., 2020) (FIGURA 4). Esta via tem fluxo bidirecional e ¢
regulada pelas JF, que séo responsaveis por selar o espaco paracelular entre as celulas
permitindo o transporte de alguns solutos e moléculas hidrofilicas, mas restringindo o
transporte de proteinas, lipidios e vitaminas (DIAMOND, 1977; CHEALAKKOT et al.,
2018).

Diferentes nutrientes, tais como vitaminas, amino&cidos e carboidratos

atravessam 0s enterdcitos através de transportadores epiteliais localizados na membrana
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apical e basolateral que usam energia, ou seja, através de transporte ativo
(RODRIGUES et al., 2016) (FIGURA 4). Peptideos maiores, proteinas e bactérias (da
microbiota ou invasoras) ou produtos bacterianos de peso elevado atravessam o epitélio
intestinal até a corrente sanguinea através de uma combinacdo das vias de transporte
(FORLANO et al., 2022). Algumas formas de LPS e peptideos quimiotaticos derivados
da microflora intestinal, por exemplo, podem, potencialmente, atravessar o epitélio pelo
mecanismo de transporte paracelular (TANAKA et al., 2015). Portanto, alteragdes no
mecanismo de transporte paracelular assim como na absorcdo de peptideos maiores,
antigenos derivados de alimentos e bactérias patogénicas podem ter papel importante na
patofisiologia de vérias doencas incluindo-se as gastrointestinais (FARRE et al., 2020).

Figura 4 — Mecanismos de transporte relacionados a permeabilidade
da barreira do epitélio intestinal

Transporte transcelular Transporte paracelular

(Compostos hidroﬂ_licos_menores e (Compostos hidrofilicos maiores,
compostos lipofilicos) Transporte ativo agua e ions)
o - (Proteinas, lipidios e vitaminas) : [ ] L J
L]

Fonte: elaborada pela autora.

A figura representa os mecanismos de transporte pelos quais moléculas e ions sdo capazes
de atravessar a barreira do epitélio intestinal. O transporte transcelular ocorre por meio do
processo de difusdo passiva pela membrana dos enterécitos. O transporte ativo ocorre com
a ajuda de transportadores ativos localizado na membrana apical dos enterocitos utilizando
de gasto de energia. O transporte paracelular é bidirecional e ocorre no espago intercelular
dos enterdcitos regulado pelo complexo juncional que seleciona o que pode passar através
desse meio.

1.5 Métodos de avaliacdo da permeabilidade da barreira do epitélio intestinal

A avaliagdo da permeabilidade intestinal € uma medida util de como a funcgéo de
barreira do epitélio intestinal estd operando. O objetivo desta mensuracdo é analisar as
disfuncGes da barreira e correlacionar com risco de desenvolver doencas inflamatdrias
(CAMILLERI et al., 2019).
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A permeabilidade intestinal pode ser avaliada de diferentes formas. As técnicas
variam dependendo da configuragdo (in vivo ou in vitro), do modelo experimental
(animal ou humano), dos marcadores que se quer usar (ions, carboidratos de diferentes
tamanhos, macromoléculas e antigenos ou bactérias e seus produtos) e do tipo de
amostra coletada para analise (urina, sangue periférico ou sangue da veia porta)
(BISCHOFF et al., 2014). Cada metodologia é especifica para uma sec¢do do trato
gastrointestinal e pode avaliar diferentes aspectos da integridade epitelial do intestino
(GALIPEAU; VERDU, 2016).

As técnicas in vitro avaliam a permeabilidade intestinal baseada em bidpsias de
tecido do trato gastrointestinal (KHOSHBIN et al., 2020). Como exemplo, tem-se o
método das Camaras de Ussing, que quantifica a resisténcia elétrica transepitelial por
medir o fluxo de ions através do epitélio intestinal (CAMILLERI et al., 2019). Esta
resisténcia reflete a resisténcia elétrica do transporte paracelular, regulado pelas JF; do
transporte transcelular, o qual indica a resisténcia a passagem de ions pela membrana
apical da célula; da camada basolateral; e da camada subepitelial (FARRE et al., 2020).
Além da metodologia da Camara de Ussing, existem a avaliacdo da expressao das
proteinas das JF nos enterdcitos por imuno-histoquimica e ensaios de Reacdo em Cadeia
de Polimerase (RCP) quantitativa (KHOSHBIN; CAMILLERI, 2020). Pelo fato de
necessitar de varias amostras de bidpsias da mucosa de diferentes regides do intestino,
as técnicas in vitro sdo bastante invasivas para pesquisas com humanos (CAMILLERI
etal., 2019).

Portanto, técnicas in vivo de avaliacdo da permeabilidade através de marcadores,
ingeridos oralmente, que atravessam o epitélio intestinal e sdo excretados na urina, sdo
as mais utilizadas na pesquisa clinica (KHOSHBIN; CAMILLERI, 2020). Tais
marcadores precisam ser inertes dentro da corrente sanguinea e serem livremente
filtrados pelos glomérulos renais, permitindo assim serem coletados na urina sem
sofrerem danos a sua estrutura ou reabsorcdo ativa pelos rins (ODENWALD;
TURNER, 2013). No entanto, muitos fatores podem afetar a excrecdo urinaria destes,
tais como o tempo do trénsito intestinal, a area de superficie intestinal, a degradacao dos
marcadores dentro do limen intestinal ou da corrente sanguinea, a interferéncia de
farmacos e a disfuncgéo renal (RAO et al., 2011).

Os sacarideos sdo as principais moléculas utilizadas como marcadores nas
técnicas in vivo de avaliacdo da permeabilidade intestinal. A maioria é absorvida no

intestino delgado e no célon, com diferentes tempos de excrecdo urinéria, o que reflete
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diferentes regides de absorcdo ao longo do trato gastrointestinal (FORLANO et al.,
2022). Dentre estes sacarideos, os mais utilizados em estudos clinicos séo a lactulose,
um dissacarideo que é absorvido nos enterdcitos através do transporte paracelular, e o
manitol, um monossacarideo absorvido através das membranas celulares por transporte
transcelular (DASTYCH et al., 2008; SCHOULTZ; KEITA et al., 2020). O método de
avaliacdo utilizando estes dois sacarideos consiste na ingestdo simultanea destes dois
compostos diluidos em agua e, ap6s determinado tempo, a coleta destes na amostra de
urina (SCHOULTZ; KEITA, 2020). A razdo de excrecdo lactulose/manitol (L:M) ¢é
utilizada para mensurar a permeabilidade duodenal (GALIPEAU; VERDU, 2016). Um
alterado valor desta razdo tem sido associado com doencas inflamatorias intestinais
(LIVERANI et al., 2016; TURPIN et al., 2020).

Outros sacarideos também oralmente ingeridos em técnicas in vivo de
mensuracdo da permeabilidade intestinal sdo: ramnose, sucralose e sacarose
(CAMILLERI et al., 2019). Sucralose é pouco absorvido no intestino e ndo é degradada
pelas bactérias do colén como no caso da lactulose e do manitol, portanto, este aglcar é
atil na avaliacdo da permeabilidade do célon (OTT et al., 2017). Sacarose € utilizada
para analisar absor¢cdo no duodeno (KHOSHBIN et al., 2020) e ramnose para o intestino
delgado (CAMILLERI et al., 2019). Este dltimo sacarideo é usado também em
combinacdo com lactulose, substituindo, por vezes, o manitol (SCHOULTZ et al.,
2020). A fim de avaliar a permeabilidade intestinal em todo o trato gastrointestinal,
alguns estudos analisam a ingestdo de uma combinacdo de todos estes sacarideos
(KHOSHBIN et al., 2020).

Ainda, também coletadas na urina, tém-se os marcadores que nao sao sacarideos:
polietilenosglicois (PEGs) e o radioisotopos °!Cr complexada com o 4cido
etilenodiaminotetracético (*!Cr-EDTA). As analises laboratoriais de deteccdo dos
marcadores na urina, normalmente, sdo realizadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) ou por meio de uma combinagdo desta com a Espectrometria de
Massas (BISCHOFF et al., 2014).

Estes testes sdo bem aceitos pela comunidade cientifica e considerados precisos,
todavia demandam bastante tempo e carecem de padronizacdo na metodologia e nos
valores propostos como referéncia (SEETHALER et al., 2021). Por exemplo, em
relacdo a metodologia da deteccdo de L:M, ha estudo que demandou 3 horas de coleta
urinaria (COLEMAN et al., 2022); outros, 5 horas (BRIGNARDELLO et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2012); e outro, 6 horas (DI PALO et al., 2020). Também, ndo ha
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definicdo do valor padronizado de referéncia e, entdo, o ponto de corte em que o
resultado da taxa de excreg@o de L:M ¢ considerado “anormal” ¢ definido com base em
outras pesquisas publicadas ou informag6es trocadas entre laboratérios de analises (LEE
etal., 2014).

Outras metodologias sdo baseadas na mensuracdo de proteinas enddgenas, que
normalmente sdo produzidas pelo organismo, mas que em casos de dano ao tecido
epitelial intestinal, podem ter suas concentragdes séricas aumentadas (SEETHALER et
al., 2021). Quando ha injuria tecidual intestinal, a albumina pode passar dos vasos
sanguineos para o espaco intersticial, chegar ao Iimen intestinal e, finalmente, pode ser
detectada nas fezes. Portanto, a albumina fecal pode ser considerada como um
biomarcador de permeabilidade intestinal (WANG et al., 2015). Outra proteina que
também pode ser analisada é a proteina ligante de LPS (Lipopolysaccharide Binding
Protein - LBP), considerada como marcador de endotoxemia e de alteracdo da
permeabilidade intestinal (RODRIGUES et al., 2016).

A zonulina é uma proteina envolvida na modulacdo das JF, regulando a
permeabilidade do intestino delgado por induzir a abertura dessas juncdes entre as
células (VANUYTSEL; VERMEIRE; CLEYNEN, 2013). Em humanos, altas
concentracOes séricas de zonulina foram observadas e correlacionadas com o aumento
da permeabilidade intestinal em amostras de soro analisadas por ensaio de
imunoabsorcao enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA) (MORKL
et al., 2018). A proteina intestinal de ligacdo de &cidos graxos (Intestinal Fatty Acids
Binding Protein — I-FABP) é uma proteina citosélica que atua na absorcdo e
metabolismo de acidos graxos nos enterdcitos e pode aumentar seus niveis e passar do
intestino para a corrente sanguinea atuando também como um marcador (THUIJLS et
al., 2011). A calprotectina é uma proteina ligante de célcio e zinco liberada pelos
neutrofilos em resposta a estimulos inflamatérios (RODRIGUES et al., 2016). Na
inflamacdo intestinal, niveis elevados de calprotectina fecal tém sido usados como um

marcador indireto de aumento da permeabilidade intestinal (OTT et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Estudos tém observado que o0 excesso de peso e a Sindrome Metabdlica podem
ser associadas a mudancas na composicao bacteriana da microbiota intestinal (disbiose),
levando a um quadro de inflamag@o de menor grau que pode induzir o desequilibrio da
funcdo de barreira gastrointestinal trazendo impactos para as funcdes metabolicas e
imunoldgicas do individuo (MARTINEZ-MEDINA et al., 2014; MORALES et al.,
2016; AHMAD et al.,, 2017; BAHLOULI et al., 2020). A alteracdo na barreira
gastrointestinal leva ao aumento da permeabilidade intestinal pela regulagcdo negativa de
genes codificados pelas proteinas das juncdes firmes, zonula occludens e ocludinas
(CANI et al., 2007). Isto favorece a translocagdo de toxinas das bactérias da microbiota
tais como o LPS, resultando em duas a trés vezes o aumento da concentra¢do deste na
corrente sanguinea, fendbmeno reconhecido como endotoxemia (LAUGERETTE et al.,
2012; GUO et al., 2013).

Estudos clinicos experimentais tém detectado uma melhora da funcdo da
permeabilidade intestinal em individuos inicialmente com obesidade que passaram por
um tratamento para reducgéo de peso (XIAO et al., 2013; DAMMS-MACHADO et al.,
2017; OTT et al., 2017), mas ndo naqueles que foram submetidos a cirurgia bariatrica
(WILBRINK et al., 2019; KELLERER et al., 2019). Em estudos observacionais, foi
demonstrado que algumas variaveis que qualificam uma possivel disfuncdo da funcédo
de barreira epitelial intestinal foram correlacionadas positivamente com parametros
antropométricos e metabdlicos em individuos com obesidade (TEIXEIRA et al., 2012;
DI PALO et al.,, 2020). Outro estudo observou uma diferenca significativa na
permeabilidade intestinal entre individuos com e sem Diabetes Mellitus tipo 2, o que
pode demonstrar 0 aumento da permeabilidade em doengas metabdlicas como a
Sindrome Metabdlica (COX et al., 2016).

A associacdo entre alteracdo da funcdo de barreira gastrointestinal e excesso de
peso e Sindrome Metabdlica é bem delineada para estudos com modelos animais. No
entanto, estudos com humanos ainda sdo escassos. Evidéncias cientificas comprovadas,
em humanos, de associagdo entre o aumento da permeabilidade intestinal, excesso de
peso e Sindrome Metabdlica poderiam ajudar a construir modelos de terapias
objetivando a adequada manutencdo da funcdo de barreira do epitélio intestinal para
diminuir o risco de doencas cardiovasculares e suas morbimortalidade (LEWIS et al.,
2020; LUO et al., 2020).
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Tendo em vista as implicacGes clinicas da alteracdo da funcdo de barreira do epitélio
intestinal, do excesso de peso e da Sindrome Metabolica para a satde dos individuos,
em particular, e para a economia publica devido aos altos custos do tratamento destes
distdrbios metabdlicos com altos indices de prevaléncia, faz-se importante analisar se ha
associacdo da disfuncdo da barreira frente ao excesso de peso acompanhado ou ndo da
Sindrome Metabodlica. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a fungéo
de barreira do epitélio intestinal, utilizando-se da analise de excrecdo urinéria dos
biomarcadores lactulose e manitol, em individuos com excesso de peso com ou sem
Sindrome Metabolica, além de associar tais resultados com fatores de risco para

doencas cardiovasculares.

Como hipodtese, temos que o0 excesso de peso com ou sem Sindrome Metabdlica
podera levar a um estado de inflamacéo, envolvendo desequilibrio da funcao de barreira
do epitélio intestinal que resultarda em aumento da excrecdo urindria de lactulose,

manitol e da fracéo lactulose:manitol.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a funcdo de barreira do epitélio intestinal frente ao excesso de peso e a
Sindrome Metabolica e a correlagdo de parametros da funcdo de barreira do epitélio

intestinal com fatores de risco para doengas cardiovasculares.
3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os individuos quanto aos aspectos antropométricos,
bioguimicos, inflamatérios e os fatores de risco para doencas
cardiovasculares;

e Avaliar a excrecdo urinaria de marcadores referentes aos parametros de
funcdo da barreira do epitélio intestinal quanto a presenca de excesso de peso
e Sindrome Metabolica;

e Correlacionar os parametros de funcdo da barreira do epitélio intestinal com
varidveis antropométricas, bioquimicas, inflamatorias e de risco para

doengas cardiovasculares.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

O presente estudo foi submetido e aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Hospital Universitario Onofre Lopes da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte (HUOL/UFRN), CAAE n° 18923719.0.0000.5292, parecer n° 3.623.997,
conforme as diretrizes regulamentadas do Conselho Nacional de Saude, com relagdo a
pesquisas envolvendo seres humanos (Resolucdo 466/12). As pessoas elegiveis para a
pesquisa foram devidamente informadas quanto aos objetivos, riscos e beneficios e
apenas participaram do estudo aquelas que concordaram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).

4.2 Delineamento e populacéo do estudo

Este estudo € do tipo observacional, quantitativo, caso-controle e analitico. A
coleta de dados foi realizada durante dois periodos: de setembro de 2019 a marco de
2020 (quando foi interrompida pela pandemia de COVID-19) e entdo, de novembro de
2021 a julho de 2022, em Natal-RN.

O presente estudo estd vinculado ao projeto intitulado “Sobrepeso e obesidade
em diferentes ciclos de vida: associaces com o consumo alimentar, micronutrientes,
barreira funcional gastrointestinal e fatores determinantes para doencas cardiovasculares
e Sindrome Metabdlica em Natal, RN, Brasil”. Este projeto foi desenvolvido como
complemento de um outro projeto com seguimento concomitante, intitulado
“Inseguranca alimentar, condi¢Ges de saude e de nutricdo em populacdo adulta e idosa
de uma capital do Nordeste do Brasil: Estudo BRAZUCA Natal”, articulando os dados
deste com as linhas do cuidado do sobrepeso e obesidade na Atencao Basica, através da
inclusdo de relacdo de outras variaveis como: funcdo de barreira intestinal e deficiéncias
de micronutrientes. Tais variaveis foram associadas com a prevaléncia do excesso de
peso e com o0 consumo e padrbes alimentares, nos diferentes ciclos de vida. Essa unido
dos dados fez-se importante para as linhas de cuidado, prevencdo e tratamento do
sobrepeso e obesidade no municipio de Natal, RN.

A populacdo do estudo consistiu de adultos (> 18 anos) de ambos 0s sexos;
residindo em Natal-RN; e que assinaram o termo de consentimento para participagdo no
estudo. N&o foram incluidas pessoas que, no momento da coleta de amostras, faziam
uso de antimicrobianos ou antivirais, tratamento quimio e/ou radioterapico ou que

apresentavam algum tipo de infec¢éo intestinal, doenca inflamatoria intestinal, diarreia,



43

vomito ou febre. O recrutamento foi realizado pela divulgacdo em midias sociais e
contato por telefone e, assim, 102 voluntérios participaram do estudo.

Os individuos foram entdo divididos em trés grupos: 1) controles (n = 34) —
individuos sem sobrepeso, obesidade, sindrome metabdlica, hipertensdo arterial ou
Diabetes Mellitus tipo 1 ou 2 (10 voluntarios foram excluidos deste grupo por relatar
terem hipertensdo arterial [n = 7] ou diabetes [n = 3]) ; 2) Com excesso de peso (n = 30)
— 0S quais apresentavam excesso de peso e ndo apresentavam sindrome metabdlica; 3)
Com excesso de peso + Sindrome Metabolica (n = 28) - 0s quais apresentavam excesso

de peso acompanhado de sindrome metabolica (FIGURA 5).

Figura 5 — Fluxograma da selecéo dos grupos do estudo
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Fonte: elaborada pela autora.

A figura 5 representa o processo de sele¢do da populacéo do estudo distribuida entre os grupos de acordo
com a caracteristica de cada um e as exclusdes realizadas onde voluntarios com Hipertensdo Arterial
Sistémica e Diabetes Mellitus foram excluidos do grupo controle a fim de deixar o grupo mais
homogéneo.

O calculo amostral (https://clinical.com/stats/Power.aspx) foi realizado usando a
porcentagem de incidéncia de 30% de individuos nos grupos com excesso de peso (N
variando de 28 a 30 pessoas) versus 1% para o grupo controle (N = 34) e valor alfa (erro
tipo I de probabilidade) de 0,05. Para avaliar a probabilidade do erro tipo 11, calculamos

0 poder estatistico do estudo que variou entre 90,6% a 91,4%.
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4.3 Coleta de dados

Durante o primeiro periodo do estudo, a coleta de dados ocorreu,
simultaneamente, ao projeto BRAZUCA-Natal. Os dados sociodemogréaficos (idade,
sexo, raga, renda familiar); de estilo de vida (etilismo, tabagismo, pratica de atividade
fisica); de diagndstico auto referido de Doencas Crénicas N&o-Transmissiveis (DCNT)
(doencas de pele, alergia, anemia, doenca de coluna, artrite, doengas renais, acidente
vascular cerebral, depressdo, enxaqueca, osteoporose, cirrose, epilepsia, doenca de
Chagas, hanseniase, tuberculose, esquistossomose, cancer, doengas coronarias, doencas
pulmonares, doengas digestivas, rinite, sinusite); e uso de medicamentos foram
coletados no domicilio dos participantes, conforme metodologia do BRAZUCA-Natal,
que utilizou questionario em plataforma digital (https://five.epicollect.net), padronizado
e revisado a partir de protocolos da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) (IBGE, 2015).
Além disso, foram incluidas neste questionario os dados de avaliacdo antropométrica.
As coletas de sangue para avaliacdo bioquimica e inflamatéria foram realizadas em
Unidades Basicas de Salde, por profissional de um laboratério particular, e
contemplaram alguns individuos selecionados dentre aqueles que participaram da fase
anterior. A partir destes individuos, foram selecionados aqueles aptos para a fase de
coleta de urina, que aconteceu no domicilio dos participantes, para a avaliacdo dos
parametros de funcdo da barreira epitelial intestinal. As fases deste primeiro periodo

estdo descritas na Figura 6.

Figura 6 - Fases de coleta de dados do primeiro periodo do estudo
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Fonte: elabora pela prépria autora.

Desenho esquematico representando o primeiro periodo do estudo que ocorreu de setembro de 2019 a
marco de 2020 concomitante ao estudo BRAZUCA Natal onde desenvolveu-se em trés fases de acordo
com um fluxograma.

Com o advento da pandemia de COVID-19, as coletas de dados do BRAZUCA
e, consequentemente, também do presente estudo foram suspensas em margo de 2020
por medidas de seguranca. E, entdo, deu-se o segundo periodo do estudo. Em novembro
de 2021, foram retomadas as coletas de dados do projeto “Sobrepeso ¢ obesidade em
diferentes ciclos de vida: associacdes com o0 consumo alimentar, micronutrientes,
barreira funcional gastrointestinal e fatores determinantes para doencas cardiovasculares
e sindrome metabdlica em Natal, RN, Brasil”, agora sem mais estar vinculado ao
projeto BRAZUCA-Natal. Com a readequacéo, os dados foram coletados de voluntarios
que tivessem algum vinculo com a UFRN, desde que atendessem aos critérios de
elegibilidade e concedessem participacdo na pesquisa. Para estes, a coleta de todos os
dados foi feita em somente um Unico dia e foi realizada no Departamento de Nutri¢do
(DNUT-UFRN), seguindo as normas de biosseguranca pré-estabelecidas. As
metodologias para coleta de amostras biolégicas seguiram 0s mesmos procedimentos do
primeiro periodo, e apenas o questionario anterior foi readaptado para o formato de
formulario (APENDICE B) e um Procedimento Operacional Padrdo (POP) foi
elaborado para este novo periodo (APENDICE C). A fase Unica deste segundo periodo

esta descrita na Figura 7.

Figura 7. Fases de coleta de dados do segundo periodo do estudo
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Fonte: elabora pela prépria autora.

Desenho esquematico representando o segundo periodo do estudo que ocorreu de novembro de 2021 a
julho de 2022, ndo mais concomitante ao Estudo Brazuca Natal e ap6s o tempo de isolamento social
imposto pela pandemia de COVID-19. Tal periodo desenvolveu-se em uma Unica fase realizada e em um
Unico local.
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4.4 Determinacéo do sobrepeso e obesidade

O peso corporeo foi mensurado a partir de uma balanca eletrénica, com
capacidade de 150 kg e precisdo de 50 g. A medicéo da estatura foi realizada por meio
do estadidmetro portétil com precisdo de 1,0 mm e base antiderrapante. O individuo foi
posicionado no centro e abaixo do equipamento com a cabeca em plano de Frankfurt e
livre de aderecos e foi realizada a leitura da estatura com o individuo ainda posicionado,
sem soltar a parte mével do equipamento.

O peso e a altura de cada participante foram utilizados para o calculo do IMC,
que serviu para o diagndéstico de excesso de peso conforme pontos de corte por estrato
etario estudado (TABELA 2).

Tabela 2 - Ponto de corte para o diagndstico de excesso de peso segundo o IMC,
estratificado por faixa etaria

Estrato IMC (kg/m?) Classificacao
Adultos (20 a 59 anos) > 25,0 Excesso de peso
Idosos (> 60 anos) >27,0

Fonte: LIPSCHITZ, 1994; BRASIL, 2011.
4.5 Determinacdo da Sindrome Metabolica

Para determinar a Sindrome Metabolica, utilizou-se a definicdo recomendada
pela | Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica
(ARQUIVOS BRASILEIROS DE CARDIOLOGIA, 2005), que considera 0s critérios
propostos pelo National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III
(NCEP-ATP IIl) (TABELA 3).

Tabela 3 — Critérios preditores da Sindrome Metabodlica segundo o NCEP-ATP Il

Critério Ponto de corte

Circunferéncia abdominal

Homens > 102 cm
Mulheres > 88 cm
Triglicerideos > 150 mg/dL

HDL colesterol
Homens <40 mg/dL
Mulheres <50 mg/dL

Pressdo arterial > 130 mmHg (sistolica) ou > 85 mmHg
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(diastolica) ou diagndstico de hipertensdo

Glicemia de jejum > 110 mg/dL ou diagndstico de Diabetes
Mellitus

Fonte: Arquivos Brasileiros de Cardiologia, 2005

Os critérios do NCEP-ATP IllI foram entdo usados a fim de detectar quais
participantes do estudo que apresentavam pelo menos 3 dos 5 critérios e, portanto,

Sindrome Metabdlica.

4.6 Avaliacdo antropométrica e de risco cardiovascular

Para a avaliacdo antropométrica, foram coletadas as medidas de peso, altura,
perimetro da cintura e do quadril.

A medida da circunferéncia da cintura (CC) foi mensurada com o auxilio de
uma trena ergonémica, de 150 cm, estando o individuo em posicdo ortostatica e
circundando o ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca. Os pontos de corte,
especificos por sexo, da CC para identificacdo de risco para complicacdes metabolicas

estdo indicados na Tabela 4.

Tabela 4 — Pontes de corte, por sexo, para a Circunferéncia da Cintura e risco

de complicacGes metabdlicas associadas ao excesso de peso

Circunferéncia da cintura (cm)

Homens Mulheres
Risco aumentado >94 >80
Risco bastante aumentado > 102 > 88

Fonte: WHO, 2000

Com o individuo na mesma posicao, a circunferéncia do quadril foi realizada
circundando a maior protuberancia glutea. Estas medidas foram utilizadas para o célculo
da razéo circunferéncia da cintura/circunferéncia do quadril (RCQ). Os pontos de corte,
especificos por sexo, indicados como desfavoravel e, portanto, associados ao risco

cardiovascular estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Pontos de corte para a Razdo Cintura/Quadril por sexo

Sexo Desfavoravel

Homens >1,0
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Mulheres >0,85
Fonte: WHO, 2000

O indice de Adiposidade Visceral (IAV) é um modelo matematico, género-
especifico, e desenvolvido para estimar disfuncbes da adiposidade visceral associadas
ao risco cardiovascular (AMATO; GIORDANO, 2014). Foi calculado a partir das
variaveis antropométricas CC e IMC e das variaveis bioquimicas HDL e TGL,
conforme a seguinte equagéo:

cC TGL * 1,52
X X
36,58 + (1,89 xIMC) 0,81  HDL

IAV (mulheres) =

cc TGL * 1,31

1AV (h = X X
(homens) = =g 8+ (1,88 xIMC) ~ 1,03 < HDL~

* TGL e HDL devem ter valores em mmol/I

Segundo Amato e Giordano (2014), o ponto de corte para o valor de IAV €
estratificado por faixas de idade e avaliado de acordo com o grau de disfuncdo da

adiposidade visceral como elencado na Tabela 6.

Tabela 6 - Pontos de corte estratificados por idade do indice de Adiposidade Visceral
(IAV) para identificacdo da disfuncéo da adiposidade visceral

Grau de disfuncéo da adiposidade visceral

Idade Ausente Leve Moderada Grave
< 30 anos <252 2,53-2,58 2,59-2,73 >2,73
>30 <42 anos <223 2,24-2,53 2,54-3,12 > 3,12
> 42 <52 anos <192 1,93-2,16 2,17-2,77 >2,77
> 52 < 66 anos <1,93 1,94-2,32 2,32-3,25 > 3,25
> 66 anos <2,00 2,01-2,41 2,41-3,17 > 3,17

Fonte: AMATO E GIORDANO, 2014

A pressdo arterial foi mensurada utilizando o aparelho de pressdo arterial
automatico de braco (Comfort — HEM 7122 — BR2 Omron® Healthcare, S&o Paulo,
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Brasil). Foram empregados dois tamanhos de bragadeiras, dependendo do didametro do
braco (22 cm a 32 cm e 32 a 42 cm de perimetro), seguindo técnica padronizada
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 1998). Os instrumentos tinham
certificacdo do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO). Foram utilizados como pontos de corte os valores recomendados por
Barroso et al (2021).

4.7 Avaliacédo de marcadores bioquimicos e de risco cardiovascular

Para analise dos exames bioquimicos, os individuos do estudo foram submetidos
a uma puncao em veia periférica, no periodo da manhd, apds jejum de 12 horas,
realizada por um técnico de enfermagem contratado para tal fim. Foi coletado um
volume de 4 mL de sangue em tubo sem anticoagulante e com gel separador. Este
sangue foi destinado para as analises de colesterol total e fragdes, triglicerideos,
glicemia de jejum, insulinemia de jejum e Proteina C Reativa ultrassensivel. Todas estas
analises foram realizadas por um laboratdrio de referéncia contratado no municipio de
Natal-RN.

Métodos enzimaticos foram utilizados para as analises de glicemia de jejum,
colesterol total e triglicerideos. As dosagens de HDL colesterol foram medidas por
ensaio colorimétrico enzimatico homogéneo. Os valores de LDL colesterol foram
obtidos por meio da formula de Friedewald [LDL-c = Colesterol total — HDL-c +
(Triglicerideos/5)]. Os valores de ndo-HDL foram calculados pela formula de subtracéo
simples [ndo HDL-c = Colesterol Total — HDL-c]. A insulina foi determinada por
imunoensaio a partir da técnica de sandwich e a PCR, por ensaio imunoturbidimétrico.
Todas essas andlises foram realizadas utilizando métodos automatizado (COBAS 6000 -
Roche® Professional Diagnostics, Risch-Rotkreuz, Switzerland).

O Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) é um
indice calculado por método matematico usado para avaliar a resisténcia a insulina em
pesquisas clinicas, além de ser um fator de risco cardiovascular. O célculo € feito com

base nos valores de glicemia e insulinemia de jejum e segue a seguinte equacao:

glicose (%) %X 0,0555 X insulina (mTUI)

22,5

HOMA — IR =

Para o HOMA-IR foi adotado o ponto de corte > 2,71, indicativo de resisténcia

ainsulina, proposto por Geloneze et al (2009).
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4.8 Avaliacéo da funcdo de barreira do epitélio intestinal

4.8.1 Coleta de amostras para o teste de lactulose/manitol

No dia da realizacdo da coleta de amostras de urina, os participantes do estudo
receberam uma solugéo-teste para ingestdo oral contendo 5,0 g de Lactulose (Duphar
Laboratories, Southampton, Reino Unido) e 1,0 g de Manitol (Henrifarma Chemicals
and Pharmaceuticals LTDA, S&o Paulo, Brasil), dissolvidos em 20 mL de agua (LIMA
et al., 2007). O participante tinha que estar em jejum; ndo ter ingerido alimentos ricos
em carboidratos ou gorduras e nem bebidas alcoolicas nas Ultimas 24 horas; néo realizar
uso de antimicrobianos ou antivirais e ndo apresentar desconforto intestinal. Toda a fase

de coleta de amostra foi acompanhada por um integrante do projeto.

Apos a ingestdo da solucéo teste, o voluntario permaneceu em jejum por mais 1
hora e, a cada micc¢do, toda urina foi coletada por ele mesmo em recipiente plastico e,
entdo, entregue ao integrante do projeto que a depositava em proveta plastica graduada,
onde ficava armazenada até o final do periodo da coleta. Este periodo tinha duracdo de 5
horas e o volume de urina na proveta era preservado com o conservante clorexidina
(0,236 mg/mL de urina, Sigma Chemical, St Louis, Estados Unidos), adicionado a
amostra na concentracdo de 1 gota a cada 50 mL de urina. Ao final de cada coleta, o0s
volumes urindrios foram mensurados diretamente na proveta, registrados,
homogeneizados, distribuidos em trés aliquotas em criotubos e armazenados a — 80°C

em freezer no Laboratério de Bioquimica da Nutricdo (LABAN-UFRN).

4.8.2 Analise das amostras do teste lactulose/manitol em HPLC-PAD

As andlises das amostras foram realizadas no Centro de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (CCEM) do Laboratério de Doengas Infecciosas (LDI-UFC)
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢cdo amperométrica
pulsada (High Performance Liquid Cromatography with Pulsed Amperometric
Detection — HPLC-PAD). Utilizou-se técnica padronizada pelo referido laboratdrio.
Duas solucbes-padrdo de carboidratos foram usadas para calibrar o sistema de do
HPLC-PAD. Cada padrdo contém 60 uM dos seguintes agucares: glucosamina, manitol,
melibiose e lactulose (grupo I); e inositol, sorbitol, glucose e lactose (grupo II). As
solucBes-padréo foram utilizadas para calibrar o sistema no inicio das medicdes e entre

0S grupos, para corrigir a perda de sensibilidade devido ao acimulo de materiais nos
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eletrodos. Para determinar a variacdo intra-experimento, foram empregados 0s grupos |
e 1l na concentragdo de 0,1 mM. Para o estudo, foram misturados 50 pl de urina mais 50
ul de uma solucdo contendo melibiose (3,6 mM) diluida em 1,9 ml de &gua destilada e
deionizada duas vezes. Apds feita uma centrifugacdo, 50 ul da mistura anterior foi
utilizado para determinacdo da concentracdo de lactulose e manitol por HPLC-PAD,
conforme descrito previamente (BARBOZA et al., 1999).

4.9 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) versao 23.0 (IBM Inc. Chicago, IL). Os resultados
foram considerados significativos quando apresentaram nivel de significancia menor
que 5% (p < 0,05).

As variaveis quantitativas foram analisadas quanto a sua normalidade utilizando
o teste de Shapiro-Wilk. Aquelas que seguiram distribuicdo normal foram apresentadas
na forma de média (desvio padréo) e as sem distribuicdo normal foram apresentadas na
forma de mediana (Q1 — Q3). Para testar se houve diferenca entre as variaveis
quantitativas, foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey para
as variaveis de distribuicdo normal e o teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunns
para as variaveis sem distribuicdo normal. As variadveis categoricas foram analisadas por
meio do teste de Qui-Quadrado.

Para determinar a correlacdo entre as varidveis de permeabilidade intestinal,
nutricionais e metabdlicas (bioguimicas, inflamatéria e estimadores de risco
cardiovascular) foi utilizado o coeficiente de Spearman (p), tendo em vista que as

variaveis de permeabilidade intestinal ndo apresentaram distribui¢cdo normal.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizagdo da populacgdo estudada

Os grupos estudados foram similarmente distribuidos em relagdo a idade, renda
familiar, sexo, cor/raca e escolaridade (TABELA 7). Em relacéo a prética de atividade
fisica, 55,4% dos participantes responderam que ndo praticavam atividade fisica e a
prevaléncia destes foi significativamente maior no grupo Excesso de peso + Sindrome
Metabdlica (p < 0,0005) Em relacdo a presenca de Doengas Cronicas Nao
Transmissiveis (DCNT), os individuos do grupo Excesso de peso + Sindrome
Metabolica, apresentaram significativamente maior ndmero destas (p = 0,019,
(TABELA 7).

Tabela 7 — Descricdo da populagdo estudada de acordo com as variaveis
sociobiodemogréaficas analisadas



Total Controle Excesso de peso Excesso de peso + SM
(n=92) (n=34) (n=30) (n=28)
Variavel - - - -
Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) Teste de
Kruskal-
Wallis, p
valor
Idade (anos) 43,50 (30,25-59,75) 38,50 (28,75-56,25) 38,50 (30,75-56,25) 52,00 (40,25-65,75) 0,155
Renda familiar (reais) 2.500 (1.454 —6.000) 3.000 (1.650 —9.250) 2.500 (1.278 — 4.687) 2.500 (1.297 — 4.561) 0,449
n (%) n (%) n (%) n (%) Teste Qui-
Quadrado,
p valor
Sexo
Masculino 40 (43,5%) 16 (47,1%) 16 (53,3%) 8 (28,6%) 0,143
Feminino 52 (56,5%) 18 (52,9%) 14 (46,7%) 20 (71,4%)
Cor/raca
Branca 39 (42,4%) 16 (47,1%) 14 (46,7%) 9 (32,1%)
Parda 40 (43,5%) 13 (38,2%) 10 (33,3%) 17 (60,7%)
Negra 11 (12,0%) 4 (11,8%) 5 (16,7%) 2 (7,1%) 0,443
Indigena 2 (2,2%) 1(2,9%) 1 (3,3%) 0 (0,0%)
Escolaridade
Analfabeto (a) 3 (3,3%) 1(2,9%) 0 (0,0%) 2 (7,1%)
Ensino fundamental 20 (21,7%) 7 (20,6%) 7 (23,3%) 6 (21,4%)
Ensino médio incompleto 17 (18,5%) 1(2,9%) 10 (33,3%) 6 (21,4%) 0,104
Ensino médio completo 18 (19,6%) 6 (17,6%) 5 (16,7%) 7 (25,0%)
Curso técnico 3 (3,3%) 1 (2,9%) 1 (3,3%) 1 (3,6%)
Curso superior incompleto 8 (8,7%) 6 (17,6%) 1(3,3%) 1 (3,6%)
Curso superior completo 23 (25,0%) 12 (35,3%) 6 (20,0%) 5 (17,9%)
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Pratica atividade fisica

Sim 41 (44,6%) 23 (67,6%) 14 (46,7%) 4 (14,3%) < 0,0005*
N&o 51 (55,4%) 11 (32,4%) 16 (53,3%) 24 (85,7%)
Numero de DCNT
Nenhuma 26 (28,3%) 15 (44,1%) 8 (26,7%) 3 (10,7%)
Uma 21 (22,8%) 9 (26,5%) 8 (26,7%) 4 (14,3%) 0,019*
Duas 16 (17,4%) 5 (14,7%) 5 (16,7%) 6 (21,4%)
Trés ou mais 29 (31,5%) 5 (14,7%) 9 (30,0%) 15 (53,6%)

SM: Sindrome Metabolica; DCNT: Doengas Cronicas N&o Transmissiveis. * p < 0,05.
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5.2 Avaliacao das variaveis antropométricas, bioquimicas, inflamatoria e de risco
cardiovascular

Os grupos foram avaliados quanto aos dados referentes as variaveis clinicas do
estudo e os resultados estdo apresentados na Tabela 8. Pode-se observar que todas as
variaveis apresentaram maiores valores — ou menores no caso do HDL-C — com o

excesso de peso e com o agravamento do perfil metabolico dos grupos.

Tabela 8 — Comparacdo entre os grupos em relacdo as variaveis antropométricas e bioquimicas

analisadas no estudo

Controle Excesso de peso Excesso de peso + SM
(n=34) (n=30) (n=28)
Média (DP) ou Média (DP) ou Média (DP) ou Teste
Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) ANOVA ou
Kruskal-

Variavel Wallis
Variaveis antropomeétricas e de risco cardiovascular
Peso (kg) 62,98 (1,55) 81,57 (1,92) 86,80 (3,13) < 0,0005?
IMC (kg/m?) 23,80 (21,78-24,69) 28,60 (26,82-33,00) 32,14 (30,09-37,57) < 0,0005
Pressdo sistolica 113,00 (99,75-124,00) 124,00 (114,00-133,00) 134,50 (126,00-144,75) < 0,0005
(mmHg)
Pressdo diastolica 71,00 (66,75-78,25) 78,50 (75,50-85,00) 87,50 (83,25-94,75) < 0,0005
(mmHg)
Circunferéncia da 80,96 (1,53) 97,68 (1,77) 108,50 (2,34) < 0,0005%
cintura (cm)
Circunferéncia do 95,50 (93,00-100,00) 108,00 (100,00-112,00) 109,65 (105,12-119,75) < 0,0005
quadril (cm)
Razao cintura/quadril 0,84 (0,14) 0,90 (0,15) 0,96 (0,10) < 0,0005%
indice de Adiposidade 0,95 (0,67-1,39) 1,53 (1,14-2,27) 3,88 (2,94-5,34) < 0,0005
Visceral
Variaveis bioquimicas e de risco cardiovascular
Colesterol total (mg/dL) 186,62 (5,65) 198,30 (6,44) 208,82 (6,25) 0,040P
HDL-C (mg/dL) 58,50 (48,75-67,50) 44,50 (40,00-61,00) 43,00 (36,00-46,50) < 0,0005
LDL-C (mg/dL) 111,57 (5,35) 125,05 (5,39) 123,91 (6,48) 0,172
N&o HDL-C (mg/dL) 128,53 (33,68) 148,43 (31,29) 167,07 (33,25) < 0,0005
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VLDL-C (mg/dL) 15,30 (12,45-20,25) 21,80 (17,80-28,65) 41,40 (30,95-54,95) < 0,0005

Triglicerideos (mg/dL) 76,50 (62,25-101,25) 109,00 (89,00-143,25) 207,00 (161,25-274,75) < 0,0005

PCR-us (mg/dL) 0,12 (0,05-0,21) 0,27 (0,11-0,51) 0,37 (0,19-0,88) 0,001
Glicemia de jejum 83,50 (80,00-90,00) 91,50 (82,00-96,00) 100,00 (90,00-114,00) < 0,0005
(mg/dL)

Insulina de jejum 6,01 (5,00-8,25) 11,00 (6,98-14,27) 20,06 (13,37-33,38) < 0,0005
(MU/mL)

HOMA-IR 1,34 (1,06-1,75) 2,52 (1,40-3,17) 6,07 (3,56-8,14) < 0,0005

a0 pos-teste de Tukey indicou diferenca significativa dos grupos com excesso de peso comparado ao grupo controle; ® O pos-teste de
Tukey indicou diferenca significativa do grupo Excesso de peso com Sindrome Metabdlica comparado ao grupo controle. IMC: indice de
Massa Corpérea; HDL-C: Colesterol HDL; LDL-C: Colesterol LDL; ndo HDL-C: Colesterol ndo HDL; VLDL-C: Colesterol VLDL; PCR-
us: Proteina C Reativa Ultrassensivel.

Com foco, primeiramente, nas varidveis antropométricas, analisou-se que as
medidas de peso, circunferéncia da cintura, e razdo cintura/quadril foram
significativamente menores no grupo controle comparado aos outros dois grupos com
excesso de peso, indicado pelo pés-teste de Tukey. Observou-se que o IMC dos
individuos com Sindrome Metabolica foi maior que 30, 0 que demonstra que a maior
parte das pessoas deste grupo tinham obesidade, e que os valores de pressao sistdlica,
pressdo diastélica e circunferéncia da cintura destes foram maiores que o ponto de corte
para critério de diagndstico de Sindrome Metabdlica, como esperado. Em relacdo aos
estimadores de risco cardiovascular, razdo cintura/quadril e 1AV, foi possivel estimar
que os participantes com Sindrome Metabdlica teriam risco aumentado. Tendo em vista
que a maior parte da populacdo deste grupo era feminina e que a média da razéo
cintura/quadril deste grupo foi maior que > 0,85 pode-se determinar maior risco dentre
0s grupos. Para o IAV, baseado na mediana de idade do grupo com Sindrome
Metabolica que foi de 52 anos, o valor da mediana deste indice foi maior que 3,25 o que
corresponde a uma grave disfuncdo da adiposidade visceral, enquanto os outros dois

grupos ndo apresentaram qualquer grau de disfuncao.

Em relacdo as variaveis bioquimicas, o Colesterol Total apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controle e 0 grupo excesso de peso +
Sindrome Metabolica (p = 0,040). Com excecdo da lipoproteina LDL, as demais
variaveis apresentaram valores significativamente diferentes nos individuos com

Sindrome Metabdlica comparados aos outros dois grupos. Também neste grupo, foi
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observado valor de HOMA-IR > 2,7 ou seja, acima do ponto de corte para deteccdo de

resisténcia a insulina.
5.3 Avaliacao dos parametros de fungdo da barreira do epitélio intestinal

Os dados referentes aos pardmetros de porcentagem de excre¢do urinaria dos
biomarcadores lactulose e manitol utilizados no estudo para analise da funcdo de
barreira epitelial intestinal (FBEI), bem como a raz&o entre os dois, estdo mostrados na
Tabela 9. Tais parametros ndo foram alterados pelo excesso de peso ou pela Sindrome

Metabolica tendo em vista que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos.

Tabela 9 — Parametros de funcdo da barreira do epitélio intestinal nos grupos estudados

Controles Excesso de peso Excesso de peso + SM
(n=34) (n=30) (n=28)
Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) Teste
Kruskal-
Wallis, p
Variavel valor
%L actulose 0,526 (0,246-0,917) 0,399 (0,226-0,601) 0,394 (0,239-0,821) 0,730
%Manitol 12,443 (9,874-17,718) 15,443 (11,482-21,278) 14,538 (11,498-21,636) 0,218
Razdo lactulose/manitol 0,038 (0,014-0,076) 0,020 (0,014-0,049) 0,026 (0,013-0,077) 0,473

SM: Sindrome Metabdlica; %Lactulose: porcentagem de excre¢do urinaria de lactulose; %Manitol: porcentagem de
excre¢do urinaria de manitol.

5.4 Correlacdo entre os parametros de permeabilidade intestinal e as variaveis
antropométricas, bioquimicas, inflamatoria e de risco cardiovascular por grupo

A porcentagem de excrecdo urinaria de cada sacarideo e a razdo de excrecdo
destes foram correlacionadas com as variaveis clinicas dos participantes do estudo em
cada grupo estudado a fim de testar se alguma destas estaria associada com o0 aumento
ou diminuicdo dos parametros de funcdo de barreira do epitélio intestinal (TABELA 10
e TABELA 11).

A Tabela 10 demonstra as correlagBes entre os parametros de permeabilidade
intestinal e as variaveis antropométricas e de risco cardiovascular. No grupo dos
controles, ndo houve correlacfes significativas. No grupo excesso de peso houve
correlagdes positivas significativas entre a excrecdo de manitol e as seguintes variaveis:
pressdo diastolica (p = 0,394, p = 0,031), circunferéncia da cintura (p = 0,429, p =
0,018) e indice de adiposidade visceral (p = 0,423, p = 0,02). No grupo excesso de peso

+ Sindrome Metabdlica, houve correlagdes positivas significativas entre a excrecdo de
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lactulose e a circunferéncia da cintura (p = 0,397, p = 0,037), a razao lactulose/manitol e
o peso (p = 0,503, p = 0,006) e a razdo lactulose/manitol e a circunferéncia da cintura (p
=0,447, p =0,017).

Tabela 10 - Correlagdes de Spearman (p) entre as varidveis de pardmetros de funcéo de

barreira do epitélio intestinal, as antropomeétricas e de risco cardiovascular nos grupos
estudados

Controle
Variavel % Lactulose % Manitol Razéo L/M
Peso (kg) -0,034 0,277 -0,131
IMC (kg/m?) -0,092 0,210 -0,152
Pressao sistolica (mmHg) 0,022 0,076 -0,051
Pressao diastolica (mmHg) 0,001 0,128 -0,084
Circunferéncia da cintura (cm) -0,234 0,109 -0,253
Circunferéncia do quadril (cm) -0,153 0,221 -0,188
Razao cintura/quadril -0,136 -0,012 -0,151
indice de adiposidade visceral 0,002 -0,216 0,082
Excesso de peso

Variavel . _

% Lactulose % Manitol Razéo L/M
Peso (kg) -0,089 0,311 -0,205
IMC (kg/m?) -0,322 0,269 -0,427
Pressdo sistélica (mmHg) 0,122 0,045 0,119
Pressao diastolica (mmHg) 0,177 0,394* 0,051
Circunferéncia da cintura (cm) -0,209 0,429* -0,360
Circunferéncia do quadril (cm) -0,309 0,120 -0,336
Razao cintura/quadril 0,067 0,337 -0,063
Indice de adiposidade visceral -0,052 0,423* -0,215

Excesso de peso + SM

Variavel -

% Lactulose % Manitol Razéo L/M
Peso (kg) 0,368 -0,458 0,503**
IMC (kg/m?) 0,328 -0,317 0,370
Pressao sistolica (mmHg) 0,110 -0,193 0,171
Pressao diastolica (mmHg) 0,080 -0,005 0,035

Circunferéncia da cintura (cm) 0,397* -0,270 0,447*
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Circunferéncia do quadril (cm) 0,177 -0,185 0,206
Razao cintura/quadril 0,300 -0,061 0,325
indice de adiposidade visceral -0,032 0,360 -0,160

SM: Sindrome Metabdélica; IMC: indice de Massa Corpérea; IAV: indice de Adiposidade Visceral. *p < 0.05;
*%
p<0.01

A tabela 11 demonstra as correlacbes entre os parametros de permeabilidade
intestinal e as varidveis bioquimicas. No grupo excesso de peso, foram evidenciadas
duas correlagdes negativas significativas: entre a excrecdo de lactulose e a glicemia (p =
-0,412, p = 0,024) e a razdo lactulose/manitol e a glicemia (p = -0,405, p = 0,027). No
grupo excesso de peso + Sindrome Metabdlica, houve correlacdo negativa significativa
entre a excrecao de lactulose e a lipoproteina LDL (p = -0,385, p = 0,043) e houve
correlacdo positiva significativa entre a excregdo de manitol e a lipoproteina VLDL (p =
0,381, p = 0,045).

Tabela 11 — Correlacfes de Spearman (p) entre as varidveis de pardmetros de fungéo de

barreira do epitélio intestinal e as bioquimicas e de risco cardiovascular nos grupos
estudados

Controle
Variavel % Lactulose % Manitol Razéo L/M
Colesterol total (mg/dL) 0,015 0,224 -0,072
HDL-C (mg/dL) -0,131 0,255 -0,172
LDL-C (mg/dL) 0,0,62 0,231 -0,053
N&o HDL-C (mg/dL) 0,065 0,166 -0,020
VLDL-C (mg/dL) 0,129 -0,304 0,241
Triglicerideos (mg/dL) 0,129 -0,304 0,241
PCR-us (mg/dL) 0,041 0,398 -0,106
Glicemia de jejum (mg/dL) 0,190 0,009 0,162
Insulina de jejum (LU/mL) -0,023 0,172 -0,083
HOMA-IR 0,026 0,131 -0,024
Excesso de peso
Variavel % Lactulose % Manitol Razéo L/M
Colesterol total (mg/dL) 0,020 -0,227 0,020
HDL-C (mg/dL) -0,117 -0,327 0,002
LDL-C (mg/dL) 0,167 -0,309 0,174

N&o HDL-C (mg/dL) 0,135 -0,162 0,108
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VLDL-C (mg/dL) -0,147 0,316 -0,242
Triglicerideos (mg/dL) -0,147 0,316 -0,242
PCR-us (mg/dL) 0,234 0,163 0,105
Glicemia de jejum (mg/dL) -0,412* 0,278 -0,405*
Insulina de jejum (LU/mL) -0,224 0,247 -0,225
HOMA-IR -0,297 0,289 -0,294
Excesso de peso + SM

Variavel % Lactulose % Manitol Razéo L/M
Colesterol total (mg/dL) -0,334 -0,004 -0,327
HDL-C (mg/dL) 0,140 -0,121 0,185
LDL-C (mg/dL) -0,385* -0,242 -0,259
N&o HDL-C (mg/dL) -0,305 0,015 -0,307
VLDL-C (mg/dL) 0,014 0,381* -0,172
Triglicerideos (mg/dL) -0,027 0,327 -0,153
PCR-us (mg/dL) 0,197 -0,289 0,227
Glicemia de jejum (mg/dL) 0,167 0,324 0,030
Insulina de jejum (LU/mL) 0,366 0,188 0,201
HOMA-IR 0,345 0,230 0,167

SM: Sindrome Metabdlica; Lac: excre¢do de lactulose; Man: excre¢do de manitol; L/M: fragdo de
excrecdo de lactulose/mannitol; HDL: Colesterol HDL; LDL: Colesterol LDL; VLDL: Colesterol VLDL,;
TGL: Triglicerideos; PCR: Proteina C Reativa Ultrasenssivel; GLI: Glicemia; INS: Insulina, H-IR: Indice
HOMA-IR . *p <.05; **p <.01.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou se havia alteracdo dos parametros de FBEI no excesso
de peso com ou sem Sindrome Metabdlica. Além disso, buscou-se correlacdes entre tais
parametros na presenca de excesso de peso com ou sem Sindrome Metabolica e fatores
de risco para doengas cardiovasculares. A porcentagem de excregdo urinaria de
lactulose, de manitol ou de fragcdo de excre¢do de lactulose/manitol foram similares
entre os grupos, apesar da deterioracdo do perfil metabdlico com o excesso de peso e a
Sindrome Metabolica. No entanto, os parametros de FBEI foram correlacionados com
fatores de risco cardiovasculares associados ao excesso de peso e a Sindrome
Metabolica. Este estudo foi pioneiro em fazer uma avaliagdo da FBEI em individuos
com excesso de peso com ou sem Sindrome Metabdlica, usando um grupo controle

metabolicamente saudavel.

Em relacdo as variaveis de estado de salde, observou-se que aqueles com
Sindrome Metabdlica apresentaram maior nimero de respostas negativas ao serem
perguntados se praticavam atividade fisica. A falta de atividade fisica, juntamente com a
alta ingestdo caldrica, tem sido identificada como os principais contribuidores para o
desenvolvimento da Sindrome Metabdlica (FAHED et al., 2022). Estudo de revisdo de
McMurray e Hackney (2005) constatou que a atividade fisica regular diminui
significativamente a inflamacdo crénica sisttémica relacionada a obesidade e suas
condicBes associadas. Além disso, os participantes com Sindrome Metabdlica tinham
maior prevaléncia de presencga de 3 ou mais DCNT, o que leva a um estado inflamatorio
mais acentuado e aumento do risco cardiovascular comparado aos demais participantes
(PHILLIPS et al., 2019).

A avaliacdo das variaveis antropométricas, bioquimicas e de risco cardiovascular
entre 0s grupos mostrou, como esperado, que os individuos do grupo excesso de peso +
SM foram associados com altera¢fes antropometricas e bioquimicas, corroborando para
a deterioragdo do estado metabdlico destes. A mediana do IMC dos participantes com
Sindrome Metabolica foi maior que 30 indicando que a maior parte destes tinham
obesidade. Isso é confirmado também pela mediana da CC acima de 102 cm
caracterizando a obesidade central na maior parte dos participantes deste Gltimo grupo e
criterio de diagnostico de Sindrome Metabodlica (ARQUIVOS BRASILEIRO DE
CARDIOLOGIA, 2005). A associagdo da medida de CC com o IMC pode oferecer uma
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forma combinada de avaliagdo de risco cardiovascular e ajudar a diminuir as limitagdes
de cada avaliacdo (ABESO, 2016).

Na mensuracdo da pressdo arterial dos participantes, observou-se que tanto a
pressdo sistélica como a diastolica diferiram entre os grupos. Isto foi observado por
estudo de Teixeira e colaboradores (2012) em que a pressao das mulheres obesas foi
significativamente maior, mas ainda dentro dos niveis pressoricos considerados
normais. A mediana das pressdes dos participantes com Sindrome Metabdlica do nosso
estudo, no entanto, estava acima dos niveis pressoricos normais (> 130/85 mmHg) o que

caracterizou risco cardiovascular aumentado para este grupo (STEFAN, 2020).

Ainda sobre os fatores de risco cardiovascular, foram analisados a razéo
cintura/quadril e o indice IAV. Em relacdo ao primeiro fator, os valores de mediana
foram significativamente diferentes entre as pessoas com excesso de peso e as do grupo
controle, sendo significativamente maior naquelas com excesso de peso + Sindrome
Metabolica. Teixeira e colaboradores (2012) também observaram que pessoas com
excesso de peso tinham significativamente maior razdo cintura/quadril comparado a
eutroficas. Maiores valores desta razdo em individuos com Sindrome Metabdlica, no
entanto, ndo foi observada em estudo de Coleman e colaboradores (2022) o qual
demonstrou valores similares comparado aos individuos controles. No presente estudo,
o valor da razdo cintura/quadril acima do ponto de corte neste grupo esta associado ao
aumento de risco cardiovascular, como esperado. Em relagdo ao 1AV, observou-se que
os participantes com Sindrome Metabdlica apresentaram, significativamente, maior
valor indicando uma grave disfuncdo de adiposidade visceral. Este indice tem sido
associado com resisténcia a insulina, hiperglicemia e aumento do risco cardiovascular
em individuos de todas as faixas etérias e além disso tem se mostrado uma ferramenta
uatil para detectar a Sindrome Metabdlica nos individuos (AMATO et al., 2011;
MOTAMED et al., 2017; ALVERO-CRUZ et al., 2021; VIZZUSO et al., 2021).

Como esperado, os valores dos marcadores bioguimicos e inflamatorio,
significantemente diferiram entre os grupos, sendo maiores (ou menores no caso da
lipoproteina HDL) com a piora da condi¢do metabdlica. O valor de Colesterol total dos
participantes com Sindrome Metabolica foi significativamente maior do que o valor dos
participantes controles. Isto foi observado em estudo de Allam-Ndoul e colaboradores
(2016) e demonstra a contribuicdo do aumento do colesterol total para a dislipidemia

associada aos participantes com Sindrome Metabdlica (BOVOLINI et al., 2020). O
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valor da lipoproteina LDL foi similar entre todos os trés grupos assim como em outros
estudos analisados (BRIGNARDELLO et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2012; ALLAM-
NDOUL et al., 2016). Este marcador tem associa¢do ja bem conhecida com doengas
cardiovasculares, no entanto, ndo faz parte dos critérios para definicdo de Sindrome
Metabolica e as evidéncias de associacdo entre este e a Sindrome Metabdlica ndo sdo
abundantes na literatura. Portanto, a contribuicdo do LDL para a dislipidemia na
Sindrome Metabdlica ndo esté clara (ALLAM-NDOUL et al.,2016).

Estudos epidemiologicos observaram que o colesterol ndo-HDL-C pode ser um
parametro mais especifico e sensivel para avalia¢do de risco cardiovascular que o LDL-
C calculado pela férmula de Friedwald, tendo em vista que o primeiro é calculado de
maneira mais simples e ndo é influenciado pela mensuracdo dos triglicerideos
(LANGLOIS; NORDESTGAARD, 2018; WINTER et al., 2018; SORAN et al., 2019;
KATHARIYA et al.,, 2020). Ensaios clinicos observaram esta superioridade como
preditor de risco cardiovascular em pacientes de ambos 0s géneros, em todas as ragas, e
em grupos de individuos com ou sem Diabetes Mellitus (The Emerging Risk Factors
Collaboration, 2012). Estudo de Khan et al (2018), em similaridade com o presente
estudo, observou que individuos com Sindrome Metabdlica apresentaram maiores

valores de ndo-HDL-C comparado aos individuos metabolicamente saudaveis.

A proteina C reativa (PCR) ¢ um marcador sorolégico inflamatério que prediz
eventos cardiovasculares em estados de inflamagdo de baixo grau como a Sindrome
Metabdlica (BARAZZONI et al., 2014). O presente estudo observou um valor acima de
0,3 mg/dL para a maioria dos individuos com Sindrome Metabdlica o que reflete maior
risco comparado aos demais. Outro marcador da avaliacdo bioquimica analisado que
também é preditor de risco é o indice HOMA-IR, um indicador de resisténcia a insulina
(STEFAN, 2020). Observou-se que o valor obtido dos individuos com Sindrome
Metabolica foi maior que o ponto de corte proposto por Geloneze e colaboradores
(2009) para caracterizar resisténcia a insulina na populacéo brasileira, enquanto que 0s
individuos dos outros grupos tiveram valores abaixo, o que corroborou com estudo de
Coleman e colaboradores (2022). Portanto, sugere-se que a resisténcia a insulina foi
observada apenas nos participantes do grupo de excesso de peso com Sindrome

Metabblica.

Apesar da identificacdo de uma possivel inflamacdo de baixo grau nos

individuos com excesso de peso com ou sem Sindrome Metabdlica, a porcentagem de
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excrecdo urinéria de lactulose e manitol, bem como a razédo lactulose/manitol, ndo foram
alteradas nestes individuos quando comparada aos controles. Sendo assim, a hipotese do
estudo, anteriormente concebida, foi refutada. A alteracdo dos parametros de funcéo de
barreira epitelial intestinal em animais com obesidade em associacdo com elevada
endotoxemia e disfuncdo do metabolismo da glicose ja € bem descrita (CANI et al.,
2007; CANI et al., 2008). No entanto, estudos em humanos séo poucos, principalmente
0s que investiguem também a Sindrome Metabdlica associada (BRIGNARDELLO et
al., 2010; MORENO-NAVARRETE et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2012; VERDAM et
al., 2013; ZAK-GOLAB et al., 2013; MOKKALA et al., 2017, MORKL et al., 2018;
DI PALO et al., 2020; COLEMAN et al., 2022).

Recentemente, em uma revisao sistematica publicada pelo nosso grupo (BONA
et al., 2022) (ANEXO 2) para responder a pergunta de partida “Ha alteragdo da
permeabilidade da barreira intestinal em individuos com excesso de peso com ou sem
sindrome metabolica”, foram analisados oito estudos observacionais que avaliaram a
funcdo de barreira do epitélio intestinal de individuos com excesso de peso, com foco
nos biomarcadores utilizados em cada um e na avaliacdo da qualidade metodoldgica e
do nivel de evidéncia. Nenhum destes estudos avaliou tal variavel em individuos com
Sindrome Metabdlica como um grupo isolado, mas apenas a associacdo desta com
alguns marcadores bioquimicos de critério diagnostico de Sindrome Metabdlica
(MORENO-NAVARRETE et al., 2012; TEIXERA et al., 2012; MOKKALA et al.,
2017)

O biomarcador lactulose/manitol foi analisado em trés (BRIGNARDELLO et
al., 2010; TEIXEIRA et al., 2012; DIPALO et al., 2020) dos oito estudos e em nenhum
destes houve alteracéo significativa do biomarcador nas pessoas com excesso de peso.
Apenas um estudo (TEIXEIRA et al., 2012) observou maior porcentagem de excrecao
significativa de lactulose em mulheres obesas comparada a mulheres eutréficas, mas
sem diferencas em relagcdo ao manitol ou a razdo lactulose/manitol. Além disso, essa
excrecdo de lactulose aumentada teve correlacdo positiva com maiores valores de indice
HOMA-IR, peso, IMC, circunferéncias da cintura e do abdémen e porcentagem de

gordura corporal.

Portanto, devido ao baixo numero de estudos encontrados que avaliaram 0
biomarcador lactulose/manitol e a inconsisténcia de resultados entre eles, o nivel de

evidéncia para a alteracdo da permeabilidade intestinal por este marcador foi
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considerado baixo, necessitando de um maior numero de estudos com poucas limitacdes
(BONA et al., 2022). Levando em consideracdo os resultados encontrados no presente
estudo, 0 que poderia explicar os achados seria que o aumento do peso levou a um
aumento da superficie epitelial intestinal, levando a um aumento da excrecdo de
manitol. No entanto, a inflamacdo sendo de baixo grau, como esperado para 0 exXcesso
de peso em humanos, ndo levou ao comprometimento da fungdo de barreira epitelial

intestinal.

Estudo coorte recente de Coleman e colaboradores (2022) analisou a satde do
trato gastrointestinal de individuos com Sindrome Metabdlica (n = 8) pela avaliacdo do
grau de inflamacédo intestinal — através da mensuragdo da calprotectina fecal — e pela
avaliacdo da funcdo de barreira do epitélio intestinal — através da taxa de excrecdo do
biomarcador lactulose/manitol. Os autores ndo observaram qualquer sinal de inflamacao
intestinal ou de aumento da funcdo de barreira epitelial intestinal e sugeriram que a
interagdo hospedeiro-microbiota estaria associada em como o trato gastrointestinal esta
envolvido nas doencas metabodlicas. Portanto, eles postularam que seu coorte nédo
mostrou sinais de disfuncdo da barreira do epitélio intestinal devido ao fato de que as
mudancas metabdlicas na interacdo hospedeiro-microbiota poderiam preceder e induzir
a inflamac&o de baixo grau que caracterizaria a Sindrome Metabdlica, além de serem

requeridas para que viesse a causar alteracfes na FBEI.

Para Suzuki e Hara (2010), a relacdo entre a ocorréncia de disturbios
metabdlicos e funcdo da barreira epitelial intestinal, como alteracdo dos parametros de
avaliacdo da funcdo de barreira epitelial intestinal, ainda permanecem obscuros mesmo
em estudos animais. Estes pesquisadores demonstraram que a obesidade, por si s0, ndo
aumentou os parametros de funcdo de barreira epitelial intestinal em ratos de um
modelo genético de obesidade e Diabetes Mellitus tipo 2, enquanto que a alimentacdo
baseada em uma dieta com alto teor de gordura saturadas aumentou tanto neste modelo

como em ratos do grupo controle.

Estudos clinicos observaram que uma dieta com alto teor de gordura induziu
elevacdo na concentracdo de endotoxina circulante tanto em individuos saudaveis como
com excesso de peso ou com Diabetes Mellitus tipo 2 quando comparada com as
concentracdes basais desta (ERRIDGE et al.,, 2007; HARTE et al., 2012;
DEOPURKAR et al., 2010; GHANIM et al., 2010; ANDERSON et al., 2015). Similar

aos estudos em animais, essa elevacdo pds-prandial da endotoxina ocorreu em conjunto
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com o aumento da ativacdo da via pro-inflamatoria e geracdo de espécies reativas de
oxigénio. Tal quadro, conhecido como endotoxemia, pode levar a disfuncdo da barreira
intestinal pela diminuicdo da camada de muco e alteracdo da permeabilidade intestinal
(ARAUJO et al., 2017).

Outro estudo, realizado por Hulston e colaboradores (2015), observou que uma
dieta hipercalorica com alto teor de gordura conduzida de maneira aguda (por 7 dias)
prejudicou a sensibilidade a insulina em individuos ndo obesos e levou estes a ganhar
peso. Enquanto aqueles individuos que faziam uso de probidticos mantiveram sua
sensibilidade a insulina e seu peso. Os achados entdo sugeriram que, embora ndo tenha
sido mensurado a concentracdo de endotoxinas, a favoravel composicéo da diversidade
da microbiota preveniu mudancas na sensibilidade da insulina e no peso daquele grupo

de individuos, mesmo com o consumo de uma dieta com alto teor de gordura.

Tendo em vista a deteccdo do aumento das variaveis relacionadas a fatores de
risco cardiovascular nos individuos, foram encontradas significativas correlacdes entre

pardmetros de permeabilidade intestinal e tais varidveis no presente estudo.

Nos individuos do grupo excesso de peso, encontrou-se que 0 aumento da
pressdo diastdlica, da circunferéncia da cintura e do indice de adiposidade visceral foi
positivamente correlacionado com a excre¢do de manitol. Estes dados sugerem que a
alta excrecdo de manitol estd correlacionada com aumento dos fatores de risco
cardiovasculares associados a adiposidade abdominal. JA4 o aumento da glicose foi
negativamente correlacionado com a excrecdo de lactulose e da razao lactulose/manitol.
Um estudo com ratos obesos (THAISS et al., 2018), observou que a hiperglicemia
causou danos as células epiteliais intestinais diretamente por alterar a integridade das
junces firmes o que levaria a disfuncdo do transporte da via paracelular marcado pelo
aumento da excrecdo de lactulose. Sugere-se entdo que a causa de o aumento da
glicemia no nosso estudo néo ter levado ao aumento da excrecdo de lactulose possa ser
explicado pelo fato de que a maior parte dos individuos ndo apresentou hiperglicemia ja

gue a mediana da glicose estava dentro dos valores considerados normais.

Nos individuos do grupo excesso de peso + Sindrome Metabdlica, observou-que
0 peso e a circunferéncia da cintura neste grupo foram positivamente correlacionados
com a fracdo de excrecdo de lactulose/manitol. O estudo de Teixeira e colaboradores

(2012) também observou essa correla¢do. Entdo, tais dados sugerem que o aumento do
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peso ou da gordura abdominal nos individuos com excesso de peso e Sindrome
Metabdlica foram correlacionados com o aumento da excrecdo da fracdo de
lactulose/manitol. A lipoproteina VLDL foi correlacionada positivamente com excre¢do
individual de manitol. Isto pode indicar que a hipertrigliceridemia foi correlacionada
com o aumento da excrecdo de manitol. Estudo com modelo animal de Garcia-Miranda
e colaboradores (2013) observou que a ruptura de receptor da lipoproteina VLDL na
mucosa do intestino delgado destes animais reduziu a proliferagdo, migracéo e apoptose
celular epitelial, como também o ndmero de células de Paneth. Entdo, nossos dados
sugerem que a disfuncdo deste receptor, como por exemplo, pela hipertrigliceridemia
com aumento de VLDL nos individuos com excesso de peso e Sindrome Metabodlica do
nosso estudo, leva a defeitos no transporte transcelular por levar a um desequilibrio do
epitélio intestinal. No entanto, Garcia-Miranda e colaboradores (2013), demonstraram
que a ruptura de receptor da lipoproteina VLDL ndo afetou a estrutura das juncdes
firmes e nem a permeabilidade paracelular. Entdo, estudos futuros devem focar no
entendimento da alteracdo da permeacdo intestinal transcelular e paracelular de

triglicerideos na presenca do excesso de peso e Sindrome Metabolica em humanos.

O presente estudo teve algumas limitagcdes. Primeiramente, o tamanho amostral,
calculado de forma condizente, ndo foi suficiente para uma analise multivariada. No
entanto, é comum que em estudos clinicos de associagdo/correlacdo o tamanho amostral
calculado seja pequeno assim como o0 nosso (TEIXEIRA et al., 2012; COLEMAN et al.,
2022) e, além disso, o poder amostral do presente estudo foi alto variando entre 90,6 a
91,4%. Outro ponto foi que, considerando o excesso de peso e a Sindrome Metabdlica
dentre os grupos, hd um espectro de fenétipos clinicos que poderiam ser melhor
avaliados em um estudo maior. O fato de o estudo ter sido realizado em dois periodos,
com um intervalo de tempo relativo entre eles devido a pandemia mundial do COVID-
19, também poderia ser considerado uma limitacdo. No entanto, os critérios de
elegibilidade foram fielmente seguidos nos dois periodos de coleta para evitar vieses de
selecdo. Como pontos fortes do presente estudo, pode-se indicar que foi um estudo
pioneiro na investigacdo da permeabilidade intestinal focada em pessoas com excesso
de peso acompanhada ou ndo da Sindrome Metabdlica e com maiores fatores de risco
cardiovascular associado, utilizando-se de grupo controle para comparacao e, ainda, por
ter encontrado correlagBes significativas entre tais fatores de risco cardiovascular e

pardmetros de disfungdo da barreira gastrointestinal.
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Nosso estudo mostrou que, embora FBEI pode ndo ter sido alterada em
individuos com excesso de peso com ou sem Sindrome Metabdlica do nosso estudo,
mudancas metabdlicas induzidas por esta condicdo foram correlacionadas com
parametros de avaliacdo de FBEI. Como perspectivas para aprofundar o entendimento
na area, pretende-se incluir a analise de metabolitos inflamatdrios intestinais e de niveis
de concentracdo de endotoxina, a fim de verificar a presenca de endotoxemia e
inflamacdo intestinal. Além disso, planeja-se analisar a diversidade da microbiota
intestinal, para avaliar o desequilibrio da composicdo microbiana desta e a interacao
metabolica hospedeiro-microbiota. E por fim, intenciona-se avaliar o consumo
alimentar dos participantes do estudo a fim de analisar a presenga de dieta com alto teor
de gordura saturada nos grupos. Tais analises poderiam contribuir para melhor
compreensdo dos possiveis fatores que podem vir a alterar a funcdo de barreira

intestinal e sua regulacdo no excesso de peso e Sindrome Metabdlica.

Figura 8 — Resumo dos principais achados do presente estudo

EXCESS0 DE PESO

SINDROME METABOLICA
W4,

Néao alteragdo da permeabilidade intestinal

' Fatores de risco (PD, CC, IAV) —= % Excregao urinaria de M '

l Glicemia de jejum —3* % excregdo urinaria de L e L/M '
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W
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' VLDL (hipertrigliceridemia) e % Excregio urindria de M t

Fonte: elaborada pela autora.



llustracdo esquematica dos principais resultados encontrados e discutidos em cada
grupo do presente estudo. Os individuos com excesso de peso - mas sem Sindrome
Metabolica - ndo apresentaram disfungdo da barreira gastrointestinal, mas apresentaram
correlagBes entre algumas variaveis clinicas e parametros de permeabilidade intestinal.
Os individuos com excesso de peso e Sindrome Metabolica apresentaram aumento dos
fatores de risco para doencas cardiovasculares e do estado inflamatorio e metabolico,
mas também ndo apresentaram disfuncdo da barreira gastrointestinal comparado ao
controle.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem concluir que:

e O quadro metabolico foi mais grave de acordo com o estado de excesso de peso
e Sindrome Metabdlica. Aqueles com Sindrome Metabolica tiveram maior
presenca de fatores de risco associados com alteragdes antropométricas (como
maior presséo arterial, obesidade abdominal e disfunc¢do da adiposidade visceral)
e com alteragBes bioquimicas (como dislipidemia, inflamagdo de baixo grau e
resisténcia a insulina).

e Os parametros de funcdo da barreira do epitélio intestinal ndo foram alterados
frente ao excesso de peso ou a Sindrome Metabolica

e Houve correlacdes significativas dos parametros de avaliacdo da funcéo de
barreira epitelial intestinal com o aumento ou a diminuicdo de fatores de risco

cardiovascular

Sugere-se que intervengdes focadas na modulacdo de parametros da funcéo de
barreira epitelial intestinal devam ser exploradas no contexto do excesso de peso e da
sindrome metabdlica a fim de reduzir a incidéncia e mortalidade de doencas

cardiovasculares.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREDICO
DO PRESENTE PROJETO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

/f““ ™
W - .
{ i CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
N\ DEPARTAMENTO DE NUTRICAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Esclarecimentos

Este € um convite para o (a) Sr (a) participar da pesquisa “Sobrepeso e obesidade em
diferentes ciclos de vida: associa¢cdes com o consumo alimentar, micronutrientes, barreira
funcional gastrintestinal e fatores determinantes para doencas cardiovasculares sindrome
metabolica em Natal, RN, Brasil”, que tem como pesquisador responsavel a Prof® Dr? Bruna
Leal Lima Maciel.

Esta pesquisa pretende determinar as relagdes entre o sobrepeso e a obesidade com o
consumo alimentar, micronutrientes, barreira funcional gastrintestinal e fatores determinantes
para doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica em uma amostra da populagdo de Natal —
RN, considerando diferentes ciclos de vida.

O motivo que nos leva a fazer este estudo é a condicdo de transi¢do nutricional
brasileira nos diferentes ciclos de vida e a necessidade de estudos que visem a observagédo do
excesso de peso e suas comorbidades nas dimensdes do consumo alimentar, micronutrientes e
saude do intestino.

Caso vocé decida participar, vocé devera responder a algumas perguntas contidas em
um questionario sobre seus dados pessoais, de saude, se pratica atividade fisica, fuma ou
consome bebida alcodlica, se tem diagnostico de alguma doenca, 0 seu acesso a alimentos e o
que vocé comeu no dia anterior. Este momento levara aproximadamente 1 hora.

Faremos também a medida do peso e altura, e de outras avaliagbes que mostrardo a
guantidade de gordura que no seu corpo, além de verificar a sua pressdo arterial e a como esta a
sua forga fisica. Vocé podera ser convidado(a) a comparecer a uma Unidade Béasica de Saude
préxima do seu domicilio, onde sera feita uma coleta de sangue e exame de urina para avaliacao
de algumas proteinas, vitaminas e minerais, agucar e gorduras no seu sangue. Nossa equipe
combinard um dia e horario com vocé e fard o seu encaminhamento para a Unidade Bésica de
Saude, onde voceé sera recebido(a) por nossa equipe e serdo realizados os exames de sangue e
urina por um auxiliar ou técnico de enfermagem, integrante da equipe de pesquisa. Para o
exame de urina vocé recebera 20 mL de um xarope com marcadores da sadde do intestino e sua
urina sera coleta por um periodo de 5 horas. Os resultados dos exames serdo, posteriormente,
entregues a vocé. Vocé ndo é obrigado a realizar a coleta de sangue ou exame de urina, podendo
negar, se quiser. Seu sangue serd armazenado no laboratério LABAN da UFRN e a urina no
Laboratério de Bioquimica da Nutricdo na UFRN podendo, a qualquer momento, a seu pedido,
serem descartados. VVocé pode ter acesso ao resultado do seu exame, o qual sera revelado apenas
a vocé, e que podera também ser utilizado em pesquisas futuras. Na Unidade Bésica de Salde,
além dessa coleta de sangue, vocé fard& um exame chamado bioimpedéancia, para saber a
quantidade de agua, gordura e musculos que ha no seu corpo.

Em um terceiro momento, entraremos em contato por telefone para perguntar
novamente algumas informacdes sobre a sua alimentacdo. Caso vocé ndo queira responder uma
pergunta feita por qualquer dos profissionais ou ndo ache que deva ser examinado por algum
dos profissionais, € s6 dizer que ndo quer responder ou ndo quer ser examinado.

Durante a realizacdo da entrevista, o risco que vocé corre é semelhante aquele sentido
num exame fisico ou psicoldgico de rotina, pois os riscos que poderdo ocorrer decorrerdo do
constrangimento em responder a alguma pergunta do questionario. Pode acontecer um
desconforto causado por cansago ou aborrecimento ao responder alguma questdo, o que sera
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minimizado pela equipe treinada que controlard o tempo de entrevista e conduzird 0 momento
em local reservado. Em relacdo a coleta do sangue, 0 que pode acontecer é depois da coleta ficar
um pouco dolorido e roxo no local, mas os técnicos que irdo coletar o sangue, além da prética
que possuem, lhe fardo recomendagfes para que isso ndo venha a acontecer. Em relagdo ao
xarope para medida da sua salde intestinal, ele ndo devera causar desconforto ou alergias e vocé
podera se alimentar normalmente ap6s 20 minutos da ingestdo da solu¢do. Caso vocé nao se
sinta bem durante a coleta do sangue ou da urina, ficard em repouso e caso seja necessario, um
médico serd solicitado ao servigo de emergéncia.

Vocé terd os seguintes beneficios ao participar da pesquisa: contribuird para que as
informacdes acerca de salde/doenca sejam obtidas e com isso proporcionara a deteccdo de
algum problema, de modo que vocé possa ser encaminhado ao profissional adequado para tratar
0 problema, a fim de que ele avalie o exame e passe algum remédio, dieta, exercicio ou indique
algum outro tratamento para manter a sua salde. Além disso, vocé terd uma avaliagdo
nutricional completa a partir das informagcfes do seu peso, altura, largura da cintura, sua
alimentacdo e sua absorcao intestinal de nutrientes.

Vocé contribuird ainda para que as informagdes relativas a situagdo de inseguranca
alimentar e doencas cronicas sejam obtidas, e com isso, podera proporcionar a detec¢do de
algum problema, que ser4 encaminhado as autoridades de seu municipio, podendo propiciar
demanda de politicas publicas e a¢cBes governamentais.

Em caso de algum problema que vocé possa ter relacionado com a pesquisa, Vocé tera
direito a assisténcia gratuita que sera prestada pela equipe de entrevistadores da UFRN, que lhe
fard recomendaces para que isso ndo venha a acontecer.

Durante todo o periodo da pesquisa vocé podera tirar suas davidas ligando para Bruna
Leal Lima Maciel, no telefone (84) 99188-9594 ou ainda no e-mail
brunalimamaciel@gmail.com.

Vocé tem o direito de se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa sem nenhum prejuizo para voce.

Os dados que vocé ira nos fornecer serdo confidenciais e serdo divulgados apenas em
congressos ou publicagdes cientificas, ndo havendo divulgacdo de nenhum dado que possa lhe
identificar.

Estes dados serdo guardados pelo pesquisador responsavel por esta pesquisa em local
seguro e por um periodo de 5 anos.

Se vocé tiver algum gasto pela sua participacdo nessa pesquisa, ele serd assumido pelo
pesquisador e reembolsado para vocé.

Se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, VOCE sera
indenizado.

Qualquer davida sobre a ética dessa pesquisa vocé devera entrar em contato com 0
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes, telefone: 3342-5003,
endereco: Av. Nilo Pecanha, 620 — Petropolis, Espago Jodo Machado — 1° andar — Prédio
administrativo — CEP: 59.012-300 - Natal/RN, e-mail: cep.huol@ebserh.gov.br

Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficard& com vocé e a outra com o
pesquisador responsavel, Bruna Leal Lima Maciel.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Apos ter sido esclarecido sobre 0s objetivos, importancia e 0 modo como os dados serdo
coletados nessa pesquisa, aléem de conhecer os riscos, desconfortos e beneficios que ela trard
para mim e ter ficado ciente de todos os meus direitos, concordo em participar voluntariamente
da pesquisa “Sobrepeso e obesidade em diferentes ciclos de vida: associagdes com o
consumo alimentar, micronutrientes, barreira funcional gastrintestinal e fatores
determinantes para doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica em Natal, RN,
Brasil”, e autorizo a divulgacdo das informacdes por mim fornecidas em congressos e/ou
publicacdes cientificas desde que nenhum dado possa me identificar.

Natal, / /




87

Assinatura do participante da pesquisa
Impressdo datiloscopica

Nome do(a) Participante: do participante

ID do(a) participante:

Declaracéo do pesquisador responsavel

Como pesquisador responsavel pelo estudo “Sobrepeso e obesidade em diferentes
ciclos de vida: associagbes com o consumo alimentar, micronutrientes, barreira funcional
gastrintestinal e fatores determinantes para doencas cardiovasculares e sindrome
metabélica em Natal, RN, Brasil”, declaro que assumo a inteira responsabilidade de cumprir
fielmente os procedimentos metodologicamente e direitos que foram esclarecidos e assegurados
ao participante desse estudo, assim como manter sigilo e confidencialidade sobre a identidade
do mesmo.

Declaro ainda estar ciente que na inobservancia do compromisso ora assumido estarei
infringindo as normas e diretrizes propostas pela Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Salde — CNS, que regulamenta as pesquisas envolvendo o ser humano.

Natal, / /

Assinatura do pesquisador
CPF do pesquisador:
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APENDICE B - FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS DO SEGUNDO
PERIODO DO ESTUDO

DADOS PESSOAIS:

Identificacdo (ID):

Sexo: (1) Masculino (2) Feminino Data de Nascimento:

Raca: (1) Branca Escolaridade: (1) Nenhuma
(2) Parda (2) Ensino fundamental completo
(3) Preta (3) Ensino médio incompleto
(4) Indigena (4) Ensino médio completo

(5) Curso técnico de nivel médio completo
(6) Curso superior incompleto
(7) Curso superior completo

Trabalha? (1) Sim (0) Néao Se sim, qual profissdo?

Renda familiar:

Possui alguma doenca crénica? (1) Sim (0) Néao

Se sim, qual(ais)? ( ) Hipertensdo ( ) Diabetes ( ) Doenca de pele ( ) Alergia ( ) Anemia
( ) Doenca de coluna ( ) Artrite ( ) Doencarenal ( ) AVC () Depressao
( ) Enxaqueca ( ) Osteoporose ( ) Cirrose ( ) Epilepsia ( ) Doenga de chagas
( ) Hanseniase ( ) Tuberculose ( ) Esquistossomose () Cancer ( ) Doenca coronéria
( ) Doenca pulmonar ( ) Doenca digestiva ( ) Rinite ( ) Sinusite
( ) Outras doencas — Qual(ais)?

Faz uso de alguma medicac&o? (1) Sim (0) Ndo | Se sim, qual(ais)?

Faz consumo de alcool? (1) Sim (0) Néo | E tabagista? (1) Sim (0) N&o
AVALIACAO ANTROPOMETRICA:
Peso: | Altura:

Circunferéncia da cintura:

Circunferéncia do quadril:

Presséo sistolica: | Presséo diastolica:

Pratica atividade fisica? (1) Sim (0) Néao

EXAMES BIOQUIMICOS:

Coleta de sangue: (1) Sim (0) Nao | Quantidade (mL):

Observacoes:
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APENDICE C - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA COLETA
DE DADOS E AMOSTRAS

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRONIZADO Br?iuca
(POP) PARA A COLETA DE AMOSTRAS
BIOLOGICAS E DADOS
OBJETIVO Instruir os avaliadores sobre os procedimentos para a padronizacao
das coletas de amostras bioldgicas e dados
RESPONSABILIDADE E Docentes e discentes do DNUT/UFRN envolvidos no
COMPETENCIA projeto BRAZUCA
PROCEDIMENTOS
SEQUENCIA TAREFA
Antes de iniciar a coleta, realize a higieniza¢do das maos (com agua e
1 sabonete liquido ou alcool gel a 70%) e faca uso de EPI (méscaras, alcool em
gel a 70% e luvas, os quais devem ser exclusivos para as coletas)
Separar as pranchetas, formularios e materiais necessarios para a realiza¢do
2 das coletas;
Ao iniciar, apresente-se ao voluntario e faca uma breve explicacdo sobre o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ressaltando a
3 importancia de se consentir com 0s procedimentos da pesquisa, coletando a
assinatura do participante nas 2 vias do TCLE, ficando 1 viacomele e a
outra com o avaliador responsavel;
Certifique-se de que o voluntario esta em jejum de
4 no minimo 8 horas;
5 Momento da coleta de sangue pelo técnico habilitado do Centro de
Patologia;
Orientar o voluntério a ir ao banheiro e realizar o
6 esvaziamento da bexiga;
7 Solicitar ao voluntario que faga a ingestao da solugéo
lactulose/manitol do teste;
Apos 1 hora da ingestéo da solucdo, liberar a alimentacéo, no entanto,
8 sem suco de frutas, geleias, refrigerantes, laticinios, chocolate, mel, feijéo,
cogumelos, aipo, goma de mascar;
9 A coleta de urina devera ser feita durante 5 horas em recipientes oferecidos e
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armazenada em proveta, onde a cada 50 mL de urina devera ser adicionada 1
gota de clorexidina 2,35%;

10 Durante os intervalos da coleta de amostras biologicas, deve-se iniciar o
preenchimento do formulario e dar prosseguimento as demais etapas da
coleta (medidas antropométricas, dados pessoais e recordatorio 24h)
Coleta das medidas antropomeétricas: para esta etapa o avaliador deve se
11 dirigir ao Laboratdrio de Avaliacdo Nutricional do DNUT juntamente com
voluntério para a realizacao das medidas;
12 Coleta de dados pessoais para o formulario;
13 Realizar o preenchimento do Recordatorio 24h;
Finalizacdo da coleta de urina com homogeneizacdo da amostra total na
14 proveta de urina somado as gotas de clorexidina;
Recolher duas aliquotas da amostra para criotubos que devem ser
15

armazenados em caixas para eppendorff no freezer a - 80 °C
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ANEXO A - ARTIGO PUBLICADO: INTESTINAL BARRIER FUNCTION IN
OBESITY WITH OR WITHOUT METABOLIC SYNDROME: A SYSTEMATIC
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ABSTRACT

Introduction Intestinal barrier function is dependent on
the structure and function of intestinal epithelial cells and
paracellular pathway. The derangement of the intestinal
barrier function can originate from conditions involving
local and systemic chronic inflammation and metabolic
diseases such as obesity and metabolic disorders. This
study aims to describe a systematic review protocol
investigating if obesity with or without metabolic syndrome
is associated with an altered intestinal barrier function.
Methods and analysis This protocol is guided by the
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses Protocols. The databases to be searched
are PubMed, Embase, Scopus, Science Direct and Web of
Science. The systematic review will include original articles
with adults and the elderly, who present obesity with or
without metabolic syndrome, that address the intestinal
barrier function. Two independent reviewers will perform
study selection, data extraction and methodological
quality assessment. Key information will be tabulated

and a narrative synthesis will be conducted. The Grading
of Recommendation, Assessment, Development and
Evaluation framework will be used to assess the quality of
evidence concerning the associations between intestinal
barrier function and obesity with or without metabolic
syndrome. The present protocol will assist in producing a
systematic review that addresses if obesity with or without
metabolic syndrome alters intestinal barrier function.
Ethics and dissemination No ethical statement will be
required. The results will be disseminated through a peer-
reviewed publication and conference presentations.
PROSPERO registration number CRD42020178658.

INTRODUCTION

The incidence of obesity and metabolic
syndrome has risen significantly worldwide
over the last decades and reached epidemic
proportions affecting all ages and socioeco-
nomic groups.' > Some evidence supports
a causal pathway between diet, gut micro-
biota, intestinal barrier function and meta-
bolic dysfunction.”™ Most of this knowledge
is based on animal studies, where the link
between alterations in the gut microbiota and
in intestinal barrier function was shown.’”

Strengths and limitations of this study
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» This study will focus on clinical research instead of
the majority that focus on animal model researches.

» It will bring evidence of the most used in vivo tests to
assess intestinal barrier function and integrity.

» In this study, individuals with obesity with or without
metabolic syndrome will be included.

» The scarcity of researches with the elderly and the
methodological quality of studies may be the main
limitations of the study.

The intestinal barrier is a complex multi-
layer system, consisting of an external
physical barrier and an inner functional
immunological barrier. The interaction of
these two barriers enables the maintenance
of equilibrated intestinal barrier function.® It
prevents against loss of water and electrolytes
and entry of antigens and microorganisms
into the body while allowing the exchange
of molecules between host and environment
and the absorption of nutrients from the
diet.”

Many factors can alter intestinal barrier
function such as gut microbiota modifica-
tions, mucus layer alterations and epithelial
damage, resulting in translocation of luminal
content to the inner layers of the intestinal
epithelial cells."” "' Evidence obtained in
animal models as well as in humans is accu-
mulating, supporting a role of alterations of
intestinal barrier function in many condi-
tions, which include not only intestinal disor-
ders such as malnutrition, diarrhoeal diseases,
environmental enteric disease, inflammatory
bowel disease, irritable bowel syndrome,
hepatic fibrosis, inflammation, sepsis and
pancreatitis, but also obesity and metabolic
syndrome.'*"

Intestinal barrier function and integrity can
be measured in different ways. The techniques
used for this assessment vary depending on
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the setting (in vitro vs in vivo measurements), the species
(human or animals), the marker molecules used (ions,
carbohydrates of different sizes, macromolecules and anti-
gens, bacterial products and bacteria), and the compart-
ments used for measurement of the marker molecules
(peripheral blood, portal vein blood or urine).'®'” Each
method is specific for a certain section of the gastrointes-
tinal tract and measures different functional aspects of
epithelial integrity of the intestine.

In vivo assessments of intestinal barrier absorption,
damage and permeability in humans are currently possible
by using intestinal barrier function biomarkers and assays.
One of the most used assays is the oral lactulose:man-
nitol permeability test, a quantitative non-invasive test
that directly measures the ability of two non-metabolised
sugar molecules, lactulose and mannitol, to permeate
the intestinal mucosa.'® Lactulose, a disaccharide, is
absorbed through cell junctions or epithelial cell turn-
over or damage; while mannitol, a monosaccharide, is
absorbed most across the epithelial cell membranes."
Once absorbed, these sugars are excreted unmetabolised
in the urine, and the sugar excretion is determined by
chromatography. Elevated lactulose to mannitol ratio is
an indicator of intestinal barrier dysfunction.'" Other
sugar probes used to evaluate the intestinal barrier func-
tion include sucralose, rhamnose and sucrose, and these
are also measured in the urine after an oral dose.”” The
extent of sucrose absorption and subsequently excretion
correlates with gastroduodenal permeation.” Sucralose is
resistant to bacterial utilisation in the colon and there-
fore has been used for measuring colonic permeability.”'
Rhamnose is used as a marker for small bowel permea-
bility.”* Sometimes, all these saccharide markers are used
together to appraise pan-gastrointestinal permeability.”

The human protein zonulin is the main physiolog-
ical modulator of tight junctions (TJs) in the intestinal
epithelial layer that increases intestinal permeability in
small intestine by inducing the opening of TJ and also
participates in intestinal innate immunity.”® Circulating
zonulin in serum is considered as a useful marker of intes-
tinal barrier integrity and is measured using ELISA.** In
humans, it has been validated using lactulose/mannitol
tests, being serum zonulin strongly correlated with the
lactulose/mannitol ratio.

Despite the test’s immense potential, application in
clinical research remains limited due to variations in the
methodologies such as study population, sugar solution
formulation and administration, urine collection time,
assay method and sensitivity.”> These variations restrict
the clinical sensibility and accuracy of the diagnostic tests
of intestinal permeability, for example, the relationship
between intestinal barrier function, integrity and inflam-
matory outcomes in diseases such as obesity and meta-
bolic syndrome.

Animal models have shown that communication
between the gut—adipose tissue and the gut-brain is essen-
tial for maintaining energy balance, and this communi-
cation is impaired during obesity and type 2 diabetes.?’

In this context, metabolic endotoxemia, characterised by
an increase in lipopolysaccharides in plasma, was identi-
fied as one of the main factors that leads to the develop-
ment of metabolic inflammation and insulin resistance.
Increasing evidence supports that the intestinal micro-
flora is responsible for the development of a low-grade
inflammation that generates dysfunctions in the intes-
tinal barrier, increases its permeability and allows a conse-
quent endotoxemia.*®

Although these findings are well delineated for animal
models, few studies in humans have been performed.* A
study compared two groups of women with and without
obesity, assessing intestinal permeability by urinary lact-
ulose/mannitol ratio. Although both sugars’ urinary
excretions were higher in women with obesity, a statis-
tically significant difference in the lactulose/mannitol
ratio was not found between the studied groups. Never-
theless, a higher lactulose/mannitol ratio was associated
with higher homeostatic model assessment, insulin and
low-density lipoprotein/high-density lipoprotein (HDL)
concentrations, and lower HDL concentrations.® Thus,
the intestinal barrier function might be associated with
obesity and metabolic syndrome.

This study aims to describe a systematic review protocol
investigating if obesity with or without metabolic syndrome
is associated with an altered intestinal barrier function. In
addition, the systematic review will evaluate methodolo-
gies used in the studies regarding intestinal barrier func-
tion biomarkers and assay methods. This review protocol
will address if obesity or obesity associated with metabolic
syndrome alters intestinal barrier function and integrity.

METHODS
Patient and public involvement
No patients involved.

Protocol and registration

This protocol has been prepared according to the guide-
lines described in Preferred Reporting Items for System-
atic Reviews and Meta-Analyses Protocols (PRISMA-P) %!
A 27-item checklist was used to improve the quality of
the systematic review data. The protocol was registered
with the International Prospective Register of System-
atic Reviews on 10 July 2020 and is available at: https://
www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=
CRD42020178658.

Eligibility criteria

Observational studies, published in scientific journals,
will be included in the review. The guiding question in
order to ensure the systematic search of available litera-
ture is: ‘Is there alteration of intestinal barrier function
in individuals with obesity with or without metabolic
syndrome?’ Thus, studies that have addressed as popu-
lation individuals with obesity with or without metabolic
syndrome assessing intestinal permeability as a variable
will be included in the systematic review.
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Inclusion criteria

The review will include original articles studying adults
and the elderly with obesity with or without metabolic
syndrome (according to modified National Cholesterol
Education Program criteria is the presence of three or
more of the following components: (1) waist circumfer-
ence more than 90cm in men or 80cm in women; (2)
triacylglycerols equal to or more than 150mg/dL; (3)
HDL cholesterol less than 40mg/dL in men or 50mg/
dL in women; (4) blood pressure equal to or more than
130/85 mg Hg; and (5) fasting glucose between 100 and
125mg/dL)),” studies regarding the intestinal barrier
function in this population and studies evaluating the
intestinal epithelial cells integrity from individuals with
obesity with or without metabolic syndrome.

All diagnostic tests for intestinal barrier function will
be considered for the systematic review (urinary measure-
ment of orally administrated sugar probe molecules
and assays that use zonulin as a marker for intestinal
permeability).

Exclusion criteria

Review articles, case reports, comments, editorials, letters
to the editor, theses, conference proceedings, studies
with animals or cell models, studies with children, studies
with adults and/or the elderly that have other metabolic
diseases, and studies that did not evaluate the intestinal
barrier function.

Information sources and literature search
The search will be elaborated and implemented
according to the PRISMA-P checklist as guidance. Search
strategies will be developed based on keywords indexed
in the Medical Subject Headings to identify the studies
to be included in the systematic review. The descriptors
used will be related to intestinal barrier function, obesity
and metabolic syndrome, such as anthropometric data,
biochemical analysis, intestinal permeability and integ-
rity methodologies and assays. These descriptors will be
accompanied by Boolean operators ‘AND’ and ‘OR’.
Two reviewers will independently conduct sensitive
search for eligible studies through the electronic data-
bases PubMed Database, Embase Database, Cochrane
Library, Scopus, Web of Science and Science Direct. In
order to reflect the latest data, a search of the literature
from the last 15 years (2006-2021) will be performed. Arti-
cles will be imported into Mendeley Reference Manager
(V.1.19.4) and duplicates will be deleted. Initial screening
of studies will be based on the information in their title,
keywords and abstracts, following the eligibility criteria.
When the reviewers disagree, the article will be re-eval-
uated and, if the disagreement persists, a third reviewer
will make a final decision. Full-paper screening will be
conducted by the same independent investigators. The
references of the included articles will also be reviewed to
identify those potentially eligible studies not found in the
database search, considered as manual search.

Data extraction

For data extraction, two independent Microsoft Excel
spreadsheets will be elaborated for two reviewers to
summarise the data from the included studies. The
following information will be extracted and entered
in the spreadsheet: first author; year and language of
publication; the country where the study was conducted;
characteristics of the population (metabolic syndrome
presence, age, gender, health conditions, total sample
size, chronic diseases); methods to evaluate the intestinal
barrier function; effects of obesity with or without meta-
bolic syndrome in the intestinal barrier function; descrip-
tion of results and conclusions that are relevant to the
overview; key findings and reported limitations.

Methodological quality assessment

Assessment of methodological quality and risk of bias in
the studies with case—control design will be performed
using the adapted Newcastle-Ottawa Scale,”™ in which
studies that receive at least five stars (maximum of eight)
will be classified as good quality studies. Two indepen-
dent reviewers will assess the methodological quality of
eligible studies. These independent reviewers will score
the selected studies, and a third reviewer will resolve any
disagreement.

Data analysis and synthesis

The systematic review will describe the relevant informa-
tion of the included studies. Key information on charac-
teristics, methods, results and quality scores of included
studies will be tabulated. Following this, a narrative
synthesis will be conducted.

First, in the narrative review, the number of studies to
be included in the synthesis will be reported and charac-
teristics of each study will be described as well the loca-
tion, kind and study population. Second, the narrative
synthesis will report and discuss the methods used to
evaluate the intestinal permeability and the relevant data.
Also, the quality of the methods used will be discussed
based on the related and observed study limitations.
Finally, the observation of altered intestinal barrier func-
tion in obesity with or without metabolic syndrome will
be explored and similarities and differences of findings
will be reported.

The best-evidence synthesis will be guaranteed, and the
risk of bias due to selective publication will be controlled
by following the steps described above and assessing the
quality of the evidence. The Grading of Recommenda-
tion, Assessment, Development and Evaluation (GRADE)
framework will be used to assess the quality of evidence
concerning the association between intestinal barrier
function alteration in obesity with or without metabolic
syndrome. GRADE ranks the evidence as high (when
there is strong certainty that the association is close to the
estimated); moderate (when there is moderate certainty
in the estimated association); low (when certainty in asso-
ciation is limited); and very low (when certainty in the
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association estimate is very limited owing to a significant
degree of uncertainty in the findings).**

DISCUSSION

Obesity has become a global epidemic and is a substan-
tial threat to patients and healthcare systems because of
related morbidity and costs.” Metabolic and cardiovas-
cular complications are a major obesity-associated burden,
with critical roles for insulin resistance, type 2 diabetes
and atherosclerosis.”® Given the increasing prevalence of
obesity worldwide, it is necessary to identify individuals
with or without metabolic syndrome as a clinical priority.

Evidence has proposed the potential role of the gut
microbiota as a pathogenic factor affecting host meta-
bolic balance and disorders." Gut microbiota seems to
exert a great variety of functional properties impacting
human physiology and pathology: modulation of host
nutrition and energy harvest by the production of vita-
mins and fermentation of food components indigestible
by the host; influence on intestinal epithelial homeo-
stasis; intestinal barrier function; development of host
immune system; protection against pathogens and drug
metabolism.”

Animal models and some human studies are accumu-
lating to support alterations of the intestinal barrier func-
tion in a vast array of conditions, which include obesity
and metabolic syndrome.” Given the importance of the
intestinal barrier function and integrity, understanding
what can disrupt it and cause the loss of function and
integrity is necessary. Even though no final conclusions
exist, it is more evident that besides nutrients acting as
downregulators of TJs or as histone deacetylase inhibi-
tors, also viral infections, toxins, hypoperfusion of the gut
play a role.”™* Lifestyle factors such as living place, phys-
ical activity, dietary patterns and drug usage seem to play
an important role as well, and they offer new approaches
for improving gut barrier function.™

In this perspective, this systematic review will address
studies that evaluated individuals with obesity with or
without metabolic syndrome, focusing on the anal-
ysis of their intestinal barrier function. This review will
also generate evidence for the use of different tests for
the diagnosis of in vivo intestinal barrier function and
integrity.
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Abstract: Altered intestinal barrier permeability has been associated with obesity and its metabolic
and inflammatory complications in animal models. The purpose of this systematic review is to assess
the evidence regarding the association between obesity with or without Metabolic Syndrome (MetS)
and alteration of the intestinal barrier permeability in humans. A systematic search of the studies
published up until April 2022 in Latin America & Caribbean Health Sciences Literature (LILACS),
PubMed, Scopus, Embase, and ScienceDirect databases was conducted. The methodological quality
of the studies was assessed using the Newcastle-Ottawa scale (NOS) and the Agency for Healthcare
Research and Quality (AHRQ) checklist. The Grading of Recommendations Assessment, Develop-
ment and Evaluation (GRADE) framework was used to assess the quality of the evidence. Eight
studies were included and classified as moderate to high quality. Alteration of intestinal barrier per-
meability was evaluated by zonulin, lactulose/mannitol, sucralose, sucrose, lactulose /L-rhamnose,
and sucralose/erythritol. Impaired intestinal barrier permeability measured by serum and plasma
zonulin concentration was positively associated with obesity with MetS. Nonetheless, the GRADE
assessment indicated a very low to low level of evidence for the outcomes. Thus, clear evidence
about the relationship between alteration of human intestinal barrier permeability, obesity, and MetS
was not found.

Keywords: intestinal barrier permeability; markers; obesity; metabolic syndrome

1. Introduction

The obesity pandemic is a severe health problem because of related morbidity and
costs [1]. Metabolic and cardiovascular complications are a major obesity-associated burden,
especially for type-2 diabetes mellitus, metabolic syndrome, (MetS) and, in the long-term,
cardiovascular diseases [2].

MetS includes the coexistence of physiological, biochemical, clinical, and metabolic
factors associated with an increased risk of cardiovascular diseases [3]. It is characterized by
the presence of three of five risk factors (high waist circumference, elevated plasma glucose,
raised plasma triglycerides, reduced plasma high-density lipoprotein (HDL) cholesterol,
and increased blood pressure), according to the National Cholesterol Education Program’s
Adult Treatment Panel III (NCEP: ATP III) [4]. Studies have shown that obesity and MetS
may be associated with changes in intestinal microbiota composition (dysbiosis), and this
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could induce impairment in intestinal barrier function, leading to a major impact on both
immunological and metabolic functions in the host [5-9].

The integrity of intestinal barrier function is the result of ongoing equilibrium and
crosstalk involving the gut microbiota, mucus, enterocytes, gut immune system, and
gut-vascular barrier, allowing the permeability of essential ions, nutrients, and water
but restricting the entry of toxins and potently pathogenic bacteria [10]. In experimental
animal models of obesity, significant alterations in the intestinal barrier function occur, lead-
ing to increased intestinal permeability and favoring translocation of microbiota-derived
lipopolysaccharide (LPS) to the bloodstream [11-13]. This results in a two- to threefold
increase in LPS serum concentration in response to non-infectious stimuli, which is defined
as metabolic endotoxemia [14]. Endotoxemia may trigger toll-like receptors (TLR) into
4-mediated inflammatory activation, eliciting a chronic low-grade proinflammatory and
prooxidative stress status associated with obesity and MetS [15,16].

Clinical studies have observed a decrease in intestinal barrier permeability (IBP) after
treatments for weight reduction in patients with obesity [17-19]. Another study has also
demonstrated an increase in the IBP of individuals with type-2 diabetes mellitus, which
was implicated in an important contribution to MetS [20].

The IBP can be measured by quantification of the passage of nondigestible markers
which pass across the epithelial cell layer either between the epithelial cells (paracellular
route) or through the cell membranes (transcellular route) [21,22]. These methods aim to
analyze the flow of molecules from the intestinal lumen to the extraintestinal space, such as
blood, specific organs, or urine, to evaluate intestinal barrier function integrity [23].

Sugar probes are the most common molecules used to test IBP and are ingested
orally and dosed in urine after some time [24]. Among these probes, the most frequently
used are lactulose and mannitol, which are passively absorbed from the gut without
considerable metabolism and are unalterably excreted in the urine, directly correlating
to their absorbed amount from the intestine [22]. Thus, an elevated lactulose /mannitol
ratio suggests intestinal barrier dysfunction [25]. Other orally administered sugar probes
used to evaluate the IBP are sucralose, sucrose, and rhamnose [26]. Sucralose is a sugar
which is poorly absorbed in the human intestine and poorly degraded by the colonic
microbiota as lactulose and mannitol; for this reason, it is useful in assessing colonic
permeability [27]. Sucrose tests the gastroduodenal permeation [28], and rhamnose is used
as a marker for small-bowel permeability [26]. In some studies, all these sugar probes are
used simultaneously in order to appraise pan-gastrointestinal permeability [28].

As another IBP marker, zonulin is a protein involved in the modulation of intracellular
tight junctions (T]) and is implicated in the regulation of small intestine permeability by
inducing the opening of T] between epithelial cells [29]. In humans, high serum con-
centrations of zonulin were validated and correlated with increased IBP measured with
ELISA [30].

These in vivo tests have immense potential in clinical research, as they provide a non-
invasive real-life setting where the intestinal barrier function can be analyzed as a relevant
factor in health and disease [31]. On the other hand, these tests are time-consuming, and
several confounding factors can compromise the interpretation of results [32]. Individual
differences in motility, intestinal cell surface, epithelial cell integrity, renal function, bac-
terial degradation, gastric dilution, and diet can influence in vivo intestinal permeability
interpretations [33]. Moreover, variations in the methodologies, such as sugar solution
concentration, urine collection period, assay method, and sensitivity can result in variations
leading to missing standardized protocols [21]. Studies have suggested that assay duration,
fasting periods, and consistency in the probes used could help reduce variations [34,35],
reducing some in vivo confounding factors [36].

Although the association between impaired IBP and obesity and its metabolic disorders
are well described for animal experimental models [5-9], studies in humans are still scarce.
Evidence in humans of an association between altered IBP, obesity, and MetS could lead to
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treatments that correct the IBP, decreasing the cardiovascular risk factors associated with
obesity and MetS [37,38].

Given the considerable clinical implications of altered IBP, obesity, and MetS, this study
conducted a systematic review that aimed to investigate the presence of an association be-
tween obesity with or without MetS and altered IBP in humans. In addition, the systematic
review evaluated assays and markers used in the studies regarding IBP methodologies.

2. Materials and Methods
2.1. Protocol Registration

The systematic review protocol was registered in the International Prospective Register
of Systematic Reviews (PROSPERO) on 10 July 2020 (CRD42020178658) and is available
at https:/ /www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD42020178658. (ac-
cessed on 20 July 2022). The drafting of this manuscript, including the flow diagram used
in the search strategy, adhered to the PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analysis) guideline (Table S1) [39]. The writing of the manuscript was
based on the systematic review protocol published by Bona et al. [40], and the guiding
question for the systematic search was: “Is there alteration of intestinal barrier permeability
in individuals with obesity with or without metabolic syndrome?”.

2.2. Inclusion and Exclusion Criteria

This systematic review included observational studies published without language
restriction in scientific journals that met the eligibility criteria [40] used to evaluate IBP in
adults and/or elderlies with obesity with or without MetS diagnosis.

Review researches, systematic reviews, case reports, books, conference proceedings,
short communications, editorials, clinical trials, randomized studies, letters to the editor,
theses, dissertations, studies with animal models, studies with children or teenagers (which
assessed IBP mainly in the context of infections and undernutrition), and studies that evalu-
ated IBP in adults and/or elderlies with obesity and/or with other diseases such as hepatic
or celiac diseases (because they could significantly impact the degree of inflammation)
were excluded.

2.3. Search Strategy

A comprehensive virtual search of the literature from the last 15 years (2007-2022) was
performed using the PubMed, LILACS, Scopus, EMBASE, and ScienceDirect databases. The
search strategy is presented in Supplement File S1 using keywords indexed in the Medical
Subject Heading (MeSH) as a search strategy with high sensitivity. Articles were transmitted
to the Mendeley Reference Manager (V.1.19.4), and duplicates were detected and deleted.
Following the eligibility criteria, two authors (MB and CT) performed the initial screening
of studies based on the information contained in their titles and abstracts, and subsequently
a full-paper screening was conducted by the same independent investigators. Where
the reviewers disagreed, a third reviewer made a final decision (BM). A screening of the
references of the included articles was also performed to identify potentially eligible studies
not found in the original database search.

2.4. Data Extraction

After choosing the studies to be included in the review, two reviewers elaborated
independent Microsoft Excel spreadsheets with the data from these articles. The following
information was extracted and summarized in the spreadsheet: study characteristics (title,
authorship, year and language of publication, site where the study was conducted, and
study design); population characteristics (health status, sample size, age, and gender of
the participants); methods to evaluate intestinal permeability; description of the results;
relevant conclusions; and reported limitations.
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2.5. Methodological Quality

The methodological quality assessment and risk of bias was carried out by two in-
dependent trained reviewers (MB and CT) using the Newcastle-Ottawa scale (NOS) for
case-control studies and the Agency for Healthcare Research and Quality (AHRQ) checklist
for cross-sectional studies. A third reviewer resolved any disagreement (BM).

The NOS includes eight questions analyzing the studies in terms of selection of par-
ticipants, comparability between the subjects, and verification of exposure. The questions
are scored with “one” or “no stars,” and the sum of these stars classifies the article [41].
The AHRQ consists of eleven items with the options “Yes,” “No,” or “Unclear.” A score
“0” is attributed to items evaluated with “No” or “Unclear,” and a score “1” for those
evaluated with “Yes” [41]. To better present and unify the results, the scores evaluated by
the NOS and the AHRQ were converted into three quality categories: 0-3 (low quality);
4-7 (moderate quality); and 8-11 (high quality), as proposed by Cabral et al. [42].

2.6. Best-Evidence Synthesis

The best-evidence synthesis was guaranteed and the risk of bias due to selective
publication was controlled by a narrative synthesis, according to the review protocol [40]
and assessment of the quality of evidence. The Grading of Recommendation, Assessment,
Development, and Evaluation (GRADE) framework was used to assess the level of evidence
regarding the association evaluated in this systematic review. GRADE ranks the evidence as
high (when there is high certainty that the association is very unlikely to change); moderate
(when there is moderate certainty that the association may not change); low (when there is
limited certainty that the association may not change); and very low (when certainty in the
association estimated is very limited, leading any finding to be uncertain) [43].

3. Results
3.1. Search Selection

The virtual search of the PubMed, LILACS, Scopus, EMBASE, and ScienceDirect
databases, encompassing the full electronic search strategies (Supplement File S1), retrieved
21,752 records, along with four additional records identified through a manual search.
After the exclusion of duplicates, 5876 records had their titles and abstracts screened, and
5802 were excluded due to not contemplating the eligibility criteria. Of the 75 articles
selected for full-text assessment, 67 were excluded because they evaluated obesity with
other metabolic disorders such as Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD), celiac disease,
and inflammatory bowel disease (n = 15); evaluated IBP due to the modulation of gut
microbiota using prebiotics and probiotics (1 = 9); evaluated IBP due to surgical intervention
(n = 6); evaluated only intestinal microbiota but not IBP (n = 22); described the study design
incorrectly (n = 10); or because the full text was not available despite an attempt being
made to contact the corresponding author (n = 5). Therefore, 08 articles were included in
the review. The flow diagram of the screening process is presented in Figure S1.

3.2. Studies and Population Characteristics

The characteristics of the included studies are presented in Table 1. The prevalent
study design was the case-control (75%), and all the studies were published in English.
Sample sizes varied from 24 [44] to 123 [45], and the majority were conducted in Europe,
followed by South America. The age of participants ranged from 18 [44] to 75 [46], and
female was the gender most prevalent.
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Table 1. Characteristics of the studies included in this systematic review.

Study Design Authors (Year) Country Sample Size Gender Groups
Brignardello et al. [44] Chile 24 Male and female
Moreno-Navarrete et al. [45] Italy 123 Male

Case-control Teixeira et al. [47] Brazil 40 Female
Verdam et al. [48] The Netherlands 28 Male and female
Zak-Golab et al. [49] Poland 80 Male and female
Di Palo et al. [46] Italy 120 Male and female

. Mokkala et al. [50] Finland 100 Female

Cross-sectional Morkl et al. [51] Austria 102 Female

3.3. Assessment of Intestinal Barrier Permeability

Regarding the evaluation of IBP in the studies, Table 2 presents the IBP markers
used in each study, the results of the studies, and the scores (quality categories). Zonulin
was the most frequently used marker, followed by lactulose/mannitol, sucralose, sucrose,
lactulose/L-rhamnose, and sucralose/ erythritol.

Table 2. Results of intestinal barrier permeability (IBP) evaluation and critical appraisal.

First Author (Year)

Studied Groups

IBP Markers

Samples

Results

Scores (Quality
Categories)

Brignardello et al. [44]

11 lean and 13 obese

Lactulose/Mannitol
Sucralose

Urine collected over
a period of 5h

There was no
difference to both
markers between

the groups

8 (High)

Moreno-Navarrete
et al. [45]

90 lean and 33 obese

Zonulin

Serum

Zonulin increased
significantly in obese

6 (Moderate)

Teixeira et al. [47]

20 lean and 20 obese

Lactulose/Mannitol

Urine collected over
a period of 5h

Lactulose/mannitol
was no significantly
different between the
groups, only
lactulose individual
excretion was
significantly higher
in the obese groups.

8 (High)

Verdam et al. [48]

13 lean and 15 obese

Sucrose
Sucralose/Erythritol
Lactulose/L-
rhamnose

Urine collected over
a period of 1 and 5 h

There was no
difference between
the groups

7 (Moderate)

Zak-Golab et al. [49]

30 lean and 50 obese

Zonulin

Plasma

Zonulin was
significantly higher
in obese

6 (Moderate)

Di Palo et al. [46]

45 lean,
30 overweight and
45 obese

Lactulose/Mannitol
Sucralose
Sucrose

Urine collected over
a period of 6 h

Lactulose /mannitol
and sucrose showed
no difference
between the groups.
Sucralose increased
significantly in obese

8 (High)

Mokkala et al. [50]

52 overweight and
48 obese

Zonulin

Serum

Higher serum
zonulin were
associated with
subjects with obesity
and MetS

8 (High)

Morkl et al. [51]

45 lean,
17 individuals with
anorexia nervosa,
21 overweight and
19 obese

Zonulin

Serum

Higher serum
zonulin were
correlated with
obeses with higher
BMI

9 (High)

Lactulose/mannitol (L/M) was measured in urine samples after a collection period of
5 h using a gas chromatograph [44,47] and 6 h using urinary plasma chromatography/mass
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spectrometry [46]. In this last study, the participants fasted during the collecting period,
but in the other studies the participants were allowed to eat after the solution ingestion.
In all three studies, this marker showed no alterations between the groups. In only one
study [47], the individual excretion of mannitol tended to be higher (p = 0.06). Individual
excretion of lactulose was significantly higher in subjects with obesity (p = 0.04), and the
lactulose /mannitol ratio was higher in subjects with obesity, but not statistically significant
(0.0180 =+ 0.008 vs. 0.0144 £ 0.006, p = 0.13). Also, in this study, subjects that showed L/M
values above the median had lower HDL-cholesterol levels (p = 0.03), higher values of
TC/HDL ratio (p = 0.02) and LDL/HDL ratio (p = 0.02), higher fasting insulin (p = 0.02),
and a higher HOMA index (p = 0.01). This indicated an association between L/M ratio and
variables related to metabolic risk factors.

Zonulin was measured in serum [45,50,51] and in plasma [49] using a competitive
ELISA kit (Immundiagnostik AG, Bensheim, Germany), and the assay sensitivity was
<0.01 ng/mL in these studies. In the study by Zak-Golab et al. [49], plasma zonulin level
was correlated positively with body mass (R = 0.30, p < 0.01), BMI (R = 0.33, p < 0.01) and fat
mass and percentage (R =0.31, p <0.01 and R = 0.23, p < 0.05, respectively). Also, the zonulin
level was proportional to the daily energy intake (which was associated with obesity) and
inversely proportional to the protein percentage dietary intake (which was associated with
normal weight). Morkl et al. [51] observed a positive correlation between higher zonulin
serum concentrations and BMI (R = 0.235, p = 0.017), total fat mass (%) measured with BIA
(R=0.205, p = 0.039), and waist and hip circumference (R = 0.263, p = 0.007 and R = 0.231,
p = 0.202, respectively). In the study by Moreno-Navarrete et al. [45], circulating zonulin
significantly increased in obese versus nonobese subjects (p = 0.007) and in subjects with
glucose intolerance (p = 0.03). Circulating zonulin increased with BMI (p = 0.002), waist-to-
hip ratio (WHR) (p = 0.025), fasting insulin (p < 0.001), fasting triglycerides (p = 0.02), and
uric acid (p = 0.025), and was negatively associated with HDL-cholesterol (p = 0.02) and
insulin sensitivity (p = 0.002). Finally, in the study by Mokkala et al. [50], a linear positive
relationship was observed between higher zonulin concentration serum detected in women
with obesity and elevated concentration of inflammatory markers (hs-CRP and GlycA),
fasting insulin, HOMAZ2-IR, fasting triglycerides, and total and LDL-cholesterol; moreover,
a negative correlation with insulin sensitivity was observed.

All other saccharides were measured in urine samples. In two studies [44,46], sucralose
was administered and analyzed simultaneously with other saccharides. In one these
studies [46], its recovery showed differences between the groups, which tended to increase
in overweight subjects and increased significantly in obese as compared to nonobese
subjects (p = 0.014). Sucrose was also administrated simultaneously with other saccharides
and analyzed in urine after a collection period of 1 h [48] and after a collection period of
6 h [46]. Neither study showed any difference in sucrose recovery between the groups.
Lactulose/L-rhamnose and sucralose/erythritol recovery also did not show any difference
between the groups from the single study that evaluated these IBP markers [48].

3.4. Quality Assessment and Risk of Bias

Regarding the criteria for the classification of methodological quality, the studies
included in this systematic review were classified as moderate to high quality, with the
majority (62.5%) representing high methodological quality (Table 2).

3.5. Association between Intestinal Barrier Permeability and Obesity

The summary of the association between obesity and intestinal barrier permeability
for each IBP marker is presented in Table 3. The summary of the evidence demonstrated
very low quality based on the GRADE framework for almost all of the outcomes with the
exception of zonulin.
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Table 3. Summary of evidence of the associations between obesity with or without MetS and intestinal

barrier permeability (IBP) evaluated for each IBP marker.

Number of Studies . . .
Exposure Outcomes (Participants) Quality of Evidence Evidence Summary
. GDeoe
Alteration of IBI.)_ 3(184) Very low due to inconsistency No association
lactulose/mannitol .
of results and bias
Alteration of Very low diae. :(: number of
IBP—lactulose/L- 1(28) Y . No association
studies, sparse evidence
rhamnonse .
and bias
Geoe
Obesity with or Alteration of 2 (144) Ve?y lqw dug to number of No association
. IBP—sucralose studies, inconsistency of result
without MetS ;
and bias
‘Geoe
Alteration of Very low due to number of i
IBP—sucrose 2 (148) studies, different design No association
and bias
Alteration of DDee o\ ..
IBP—zonulin 4 (405) Low due to reporting bias Positive association
. Deoe
Alteration of IBI?_ 1(28) Very low due to number of No association
sucralose/erythritol

studies, and related limitations

deee: very low grade; ©dee: low grade; GdPe: moderate grade; PHD®: high grade.

Obesity was positively associated with alteration of IBP assessed by zonulin in four
studies [45,49-51] with low quality of evidence due to reporting bias. Higher concentrations
of zonulin were observed in subjects with obesity, which increased with body mass index
(BMI), fat mass, and serum glucose in all the studies. Two studies [45,50] observed that
subjects with an elevated zonulin concentration were positively associated with a higher
concentration of many metabolic risk markers (triglycerides, fasting insulin, CRP, and
LDL- and total cholesterol). Therefore, a positive association between alteration in IBP and
obesity with MetS in the last two studies was observed, due to the correlation between
zonulin and the raised metabolic and inflammatory markers concentration detected.

The alteration of the IBP assessed by the other markers was not associated with obesity.
Three studies evaluated the alteration of the IBP using lactulose/mannitol (L/M) [44,46,47],
and none observed any significant association or correlation with obesity. Nevertheless,
in the study of Teixeira et al. [47], a higher L/M ratio was associated with elevated con-
centrations of metabolic markers in subjects with obesity. Thus, the L/M ratio could be
associated with obesity with MetS.

IBP evaluated by sucralose was assessed in two studies [44,46], and only one [46]
observed that abnormal colonic permeability was significantly associated with individu-
als with obesity. Sucrose, lactulose/L-rhamnose, and sucrose/erythritol excretion were
analyzed, and there was no difference between individuals with or without obesity.

4. Discussion

Increased IBP was described in animal models of obesity in association with elevated
endotoxemia and alterations in the glucose metabolism [11,12]. However, it remains
unknown whether this also takes place in subjects with obesity, because studies measuring
IBP in humans are scarce and their results inconsistent [52]. In the present systematic review,
we investigated if obesity with or without MeS is associated with intestinal barrier function
impairment. Moreover, the methodologies and markers measuring IBP were evidenced.
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This review identified eight observational studies that matched the eligibility criteria.
In three of these, the authors did not find alteration in IBP in obese subjects compared
with nonobese subjects, and, in the others, there was an association between increased
IBP markers and obesity. None of the studies evaluated obese subjects with MetS as a
separate group. Nevertheless, three studies [45,47,50] reported increased IBP associated
with elevated MetS variables such as HOMA index, waist circumference, and fasting
triglycerides. Further studies evaluating the alteration of IBP in subjects with MetS as a
separate group are necessary to establish if these previous results are consistent and if the
IBP markers used are valid to evaluate this population.

Zonulin was analyzed in four studies [45,49-51], and a positive association between
increased IBP, obesity, endotoxemia [49], immunoinflammatory markers [45,50,51], and
lipid and glucose metabolism [45,50] was found. These studies used the same methodology
with moderate-to-high quality assessment, differing only in the source of samples. However,
the quality of the association evidence was low due to differences in the study design, to
the results, to the low number of studies included, and to reporting bias. Moreno-Navarrete
etal. [45] observed higher zonulin concentrations in the serum of individuals with impaired
glucose tolerance. Therefore, they suggested that zonulin might help as a small intestine
permeability marker for glucose intolerance and insulin resistance. These findings were
not observed by Zak-Golab et al. [49], and this difference may be the result of the reported
limitations of their study, namely, beyond sample size, the lower percentage of insulin-
resistant individuals in the population of the study. Therefore, further studies are crucial
to investigate the potential contribution of zonulin-associated loss of intestinal barrier
function to obesity and associated glucose metabolism disturbance.

In the other four studies, the saccharides were detected simultaneously in urine sam-
ples collected for 5 h after solution ingestion, except for one study which took 6 h [46].
However, this collection time did not interfere with the results, and the methodologic
quality assessment of the studies received a moderate [48] to high [46,47] rating. Lac-
tulose/mannitol was analyzed in three studies [44,46,47]. A higher individual lactulose
excretion in subjects with obesity was observed in only one study [47], indicating damage
in the paracellular route, allowing a higher flux of molecules through the space between the
enterocytes [22]. However, due to the low number of studies in the present systematic re-
view and the inconsistency of the results, the summary of evidence is very low, and the IBP
alteration measured by lactulose/mannitol needs additional studies with fewer limitations.

One study [46] observed that obesity was associated with colonic permeability mea-
sured by sucralose but without evidence of altered stomach and small-intestine perme-
ability, and this was inconsistent with the results of the other two studies [44,48], which
also analyzed sucralose excretion but did not observe any difference between the groups.
Therefore, the quality of alteration of IBP measured by sucralose is also very low. Urinary
recovery of the other saccharides was not associated with obesity or MetS (lactulose/L-
rhamnose, sucrose, sucralose/erythritol).

Limitations of the present study include the fact that the review consisted of a het-
erogenous mix of studies and thus no meta-analysis was conducted. This is because the
statistical procedure for association studies requires the reporting of different items con-
trolled for multivariable analysis, and the original studies’” poor reporting lacked adequate
data details [53]. Therefore, as a limitation, there was no assessment of quantitative data.
The strengths of this systematic review are the methodological quality classification of
the studies and the overall evaluation of the exposure evidence with each IBP marker
measurement. To our knowledge, this systematic review is a pioneering study on this
subject. Thus, based on the summary of evidence in this systematic review, there is not
enough evidence to affirm that obesity with or without MetS in humans is associated with
intestinal barrier impairment.
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5. Conclusions

There is no definitive evidence on the association between obesity with or without
MetS and increased IBP in humans, due to the small number of articles found and the low
quality of the data. However, there was a positive association between alteration of IBP in
individuals with obesity compared to those without obesity in studies using zonulin as an
IBP marker. Moreover, an association between higher zonulin concentration and L/M ratio
values with MetS variables was found in some studies. These results might indicate that
subjects with obesity and MetS present impaired intestinal barrier function compared to
subjects with obesity but without MetS. Therefore, further research with adequate design
and minimum risk of bias must be performed for consistency of results and evidence.
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