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RESUMO

SARDA, F.A.H. Farinha de banana verde: efeitos fisiolégicos do consumo regular
sobre a fome/saciedade e microbiota intestinal em voluntarios saudaveis. 2015.
221p. Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2015.

Estudos com farinha de banana verde (FBV), rica em amido resistente, mostram
efeitos positivos sobre a saciedade, resposta glicémica e melhora do funcionamento
intestinal. Entretanto, pouco se sabe sobre a capacidade da FBV em estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividades de microbiota intestinal benéfica e os
efeitos fisioldgicos do consumo habitual. No presente trabalho foi investigado o
efeito da ingestao regular e descontinuada de FBV sobre a microbiota intestinal em
voluntarios saudaveis, bem como as interacées com hormdnios relacionados a fome
e saciedade, funcionamento intestinal e homeostase da glicose. Para tanto foi
realizado estudo de intervencéo, duplo cego paralelo controlado com placebo, no
qual voluntarios saudaveis consumiram FBV ou maltodextrina, veiculadas através de
sopa prontas congeladas, trés vezes por semana e durante seis semanas. Os
resultados evidenciaram que a FBV pode aumentar a saciedade, promover reducao
no aporte energético de refeicdes subsequentes (14%) e melhorar o funcionamento
intestinal. Ao mesmo tempo reduz a secrecao plasmatica de insulina no jejum e o
indice HOMA2-RI em 20%, sinalizando aumento na sensibilidade a insulina. A
analise da microbiota intestinal utilizando o rDNA 16S mostrou que existem dois
grupos distintos de individuos, os quais respondem diferentemente ao consumo de
FBV. O consumo de FBV por voluntarios, cujo microbioma era mais abundante no
género Prevotella, apresentou aumento de genes envolvidos em vias metabdlicas
relacionadas a degradacdo anaerébia de carboidratos (794 Kegg orthologs,
FDR=0,05), como as vias do metabolismo de amido e glicose, do butirato,
propionato. Paralelamente outros genes indicaram reducdo de algumas vias
metabdlicas, incluindo a biossintese de lipopolissacarideos. Este mesmo grupo de
voluntarios apresentou géneros microbianos positivamente relacionados com
conteudo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), em padrao distinto do outro
grupo de voluntarios que consumiu FBV e do grupo Controle. Foi possivel
demonstrar que o consumo de FBV pode promover a modulacdo do microbioma em
individuos saudaveis com enterétipos distintos, trazendo efeitos benéficos para a
saude humana.

Palavras-chave: amido resistente, horménios gastrintestinais, ingrediente funcional,
microbiota, sequenciamento de alta performance.



ABSTRACT

SARDA, F.A.H. Unripe banana flour: physiological effects of regular consumption on
hunger/satiety and intestinal microbiota in healthy volunteers 2015. 221 p. Doctorate

— Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Studies with Unripe Banana Flour, rich in resistant starch, shave shown positive
effects on satiety, glycemic response and improved intestinal function. Nevertheless,
little is known about its capacity to selectively stimulate the intestinal microbiota’s
activity, or the physiological effects of its habitual consumption. This study
investigated the effects of the regular, discontinued ingestion of UBF on the intestinal
microbiome in healthy volunteers, as well as effects on hormones related to satiety,
intestinal function and glucose homeostasis. To achieve these goals, a double blind,
parallel, placebo controlled study was designed, in which healthy volunteers ingested
UBF or maltodextrin added to a standardized frozen soup meal, 3 times a week for 6
weeks. The results showed that UBF can improve satiety, promote a reduction in
energy intake at subsequent meals (14%) and improve intestinal function. At the
same time, it reduces plasmatic secretion of fasting insulin and e the HOMA2-RI
index by 20%, signaling an increase in insulin sensitivity. The analysis of the
microbiome using the 16S rDNA gene showed that there are two clusters of
individuals, which respond differently to the dietary intervention. The UBF
consumption by volunteers with a Prevotella dominant microbiome showed an
increase in genes related to anaerobic carbohydrate degradation (794 Kegg
orthologs, FDR=0,05), such as members of the starch and glucose metabolism,
propanoate metabolism and butyrate metabolism. At the same time, other genes
were reduced, including the biosynthesis of lipopolysaccharides. The same
volunteers presented several microbial groups positively correlated with the short
chain fatty acids (SCFA) present in the fecal samples analyzed. This was a distinct
pattern to that observed for the remaining volunteers. We demonstrated that the
consumption of UBF can promote the overall health of the human host as well as the
modulation of the intestinal microbiome in healthy individuals and that this effect is
dependent on the enterotype present.

Keywords: resistant starch, gastrointestinal hormones, high-throughput sequencing,

functional ingredient, microbiota.
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GSRS - Gastrointestinal Symptom Rating Scale
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HAM-AR2 - amido de milho com alto teor de amilose e AR2

HOMA - modelo de homeostase de glicose

HOMAZ2- RI - modelo de homeostase de glicose e resisténcia a insulina

IMC - indice de massa corporal

KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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min - minuto

QUICKI - Quantitative insulin sensitivity check index
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PCR - Polymerase Chain Reaction

PYY — Peptideo YY
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WHO - World Health Organization
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APRESENTACAO

A tese estd constituida em sua primeira parte de INTRODUCAO,
JUSTIFICATIVA e OBJETIVOS. Em seguida as metodologias e resultados estdo
apresentados em formato de CAPITULOS, que correspondem a versdo em
portugués de artigos cientificos que foram ou serdo enviados para publicacdo. A
terceira parte contém as principais CONCLUSOES e CONSIDERACOES FINAIS.

Documentos e outras informacdes relevantes estdao apresentados em
APENDICES e ANEXOS.



14

1. INTRODUGAO

As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) sdo um dos maiores desafios
de saude do século XXI, cujo enfrentamento, é prioritario para a WHO (2014). O
plano de acdes global 2013-2020 da WHO, estabeleceu 9 grandes objetivos para
diminuir as mortes por DCNT, ajustavel a cada pais. No Brasil, o compromisso de
prevencao e cuidado com as DCNT foi estabelecido através do langamento do
“Plano de Acdes Estratégicas para o Enfrentamento das DCNT, 2011-2022”, que
prioriza e define acbes e investimentos necessarios a preparagcao do pais para
enfrentar e deter as DCNT e seus fatores de risco nos proximos dez anos. O Plano
define trés diretrizes estratégicas ou eixos de atuacao: I. Vigilancia, Informacao,
Avaliacao e Monitoramento; Il. Promocéo da Saude; e lll. Cuidado Integral de DCNT.
Nesse sentido aborda os quatro principais grupos de doencgas (cardiovasculares,
cancer, respiratorias cronicas e diabetes) e seus fatores de risco em comum
modificaveis (tabagismo, alcool, inatividade fisica, alimentagdo inadequada e
obesidade) (Brasil, 2011).

Globalmente, as DCNT sao responsaveis por 68% do total mundial de mortes
(56 milhdes) em 2012 (WHO, 2014). Um levantamento recente, abrangendo os anos
de 2006-2010, publicados em “Saude nas Américas”, da Organizacao Pan-
Americana de Saude (2012), aponta que no Brasil, as DCNT sao um dos maiores
desafios, pois em 2009 representaram 72,4% de todas as mortes.

Nesse contexto, alimentos e ingredientes funcionais com alto conteludo de
carboidratos ndo disponiveis, como o amido resistente (AR), tém mostrado potencial
promissor para a reducao do risco de incidéncia de DCNT (Lajolo; Menezes, 2006;
WHO, 2002), em funcdo da menor velocidade de digestdo e absorcdo desses
carboidratos. Por este motivo vem crescendo continuamente o interesse pelo
aproveitamento biolégico dos carboidratos, principalmente no que se refere ao AR, a
fibra alimentar (FA), seus efeitos sobre a fisiologia intestinal (Cummings; Englyst,
1995; Hylla et al., 1998; Topping; Clifton, 2001; Nugent, 2005; Davis; Milner, 2009;
Conlon et al., 2012) e a resposta glicémica (Jenkins et al., 1998; Klosterbuer et al.,
2012).

Introdugao
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1.1 AMIDO RESISTENTE

A partir da descoberta de Berry (1986) de que uma fracao do amido resistia ao
processo de digestdo durante a analise para a determinagcdo do teor de fibra
alimentar, surgiu grande interesse no amido resistente (AR), culminando na criagao
da EURESTA (Flair Concerned Action on Resistant Starch) que definiu AR como a
soma do amido e de produtos de degradacao do amido que resistem a digestao no
intestino delgado de individuos saudaveis (Asp, 1994).

De acordo com Englyst e Macfarlane (1986) e com Gee et al. (1992), o AR
pode, no entanto, ser fermentado no intestino grosso pela microbiota presente,
apresentando comportamento similar ao da FA. A diferenga em relagdo aos outros
tipos de fibras € que as ligacbes quimicas entre as unidades de glicose no AR séo
do tipo a, que podem ser hidrolisadas pela a-amilase presente no trato gastrintestinal
humano, enquanto que as unidades de glicose dos componentes das FA sao ligadas
entre si por ligacdes B, as quais nao podem ser hidrolisadas pelas enzimas do trato
gastrintestinal.

Segundo Englyst et al. (1992) o amido pode ser classificado de acordo com a
sua velocidade de digestao in vitro: amido de rapida digestdo (ARD), amido de lenta
digestao (ALD) e AR, que nao é digerido. O ARD, quando submetido a incubagao
com amilase pancreética e amiloglicosidase a uma temperatura de 37°C, converte-
se em glicose em 20 minutos, o ALD em 120 minutos nas mesmas condic¢des,
enquanto que o AR resiste a acdo das enzimas digestivas e é subdividido em 4
tipos, de acordo com suas caracteristicas:

- AR1: amido fisicamente inacessivel, presente em graos parcialmente
triturados de cereais e leguminosas, tem sua resisténcia diminuida por trituracdo e
pela mastigacao;

- AR2: granulos de amido nativo ou nao gelatinizado, resistente a hidrélise por
alfa-amilase, presente em batata crua, banana verde e amidos com alta
concentracdo de amilose. Sofrem modificacbes em suas concentragcoes de acordo
com o processamento dos alimentos e o cozimento;

- AR3: amido retrogradado, que pode ser proveniente de batatas, paes, flocos
de milho cozidos e resfriados e de outros produtos com tratamento térmico

prolongado ou repetitivo;

Introdugao
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- AR4: amido quimicamente modificado, que ndo é encontrado naturalmente
nos alimentos, somente em alimentos e bebidas aos quais foi adicionado. Este tipo
foi relatado por Topping e Clifton (2001).

Nugent (2005) cita que, a partir dessa classificacdo, é possivel concluir que a
resisténcia do AR pode ser modificada por processos fisicos como moagem,
mastigacao (AR1), processamento e coccdo (AR2), e condicbes de processamento
(AR3).

Para Cummings e Stephen (2007), o conhecimento de que a digestao do amido
pode variar em extensdo e em velocidade, foi um dos mais importantes
desenvolvimentos na area de carboidratos dos ultimos 30 anos, uma vez que tem
implicacées na resposta glicémica produzida pelos alimentos, na fermentagdo que
ocorre no intestino grosso e, consequentemente em doengas como a diabetes e a
obesidade.

Historicamente, a maior parte do interesse em FA tinha foco nos
polissacarideos nao amido, mas o AR tem adquirido cada vez mais reconhecimento
por seu potencial em melhorar a saude humana, sendo que o Food Standards
Australia New Zealand (FSANZ, 2011) foi uma das primeiras autoridades
regulatérias a incluir o AR na definicdo de FA (Bird et al., 2012; Menezes et al.,
2013). Em 2012, o Health Canada (Health-Canada, 2012; Menezes et al., 2013),
autoridade sanitaria no Canada, também incluiu o AR, ao adotar a definicdo de FA
alinhada com a que foi proposta pelo Codex Alimentarius (2009).

O Codex Committee on Nutrition and Foods for Special Dietary Uses
(CCNFSDU) coordenou as discussdes para definicdo de FA. Na 302 reunidao do
CCNFSDU (Codex Alimentarius, 2009) foi acordada, na ALINORM 09/32/26, a
seguinte definicdo para FA: “Fibra alimentar € constituida de polimeros de

carboidratos’ com 10 ou mais unidades monoméricas®, que ndo sdo hidrolisadas

' Quando derivada de plantas, a FA pode incluir fragdes de lignina e/ou outros compostos
associados aos polissacarideos na parede celular. Estes compostos também podem ser quantificados
por método(s) especifico(s) para FA. Entretanto, estes compostos nao estao incluidos na definicao de
FA se forem extraidos e reintroduzidos nos alimentos. Nota concluida na 312 reunido do CCNFSDU
(Codex Alimentarius 2009).

% A decisao sobre a inclusdo de carboidratos com 3 a 9 unidades monoméricas na definigao
de FA deve ser tomada pelas autoridades nacionais (Codex Alimentarius, 2009).

Introdugao
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pelas enzimas enddgenas no intestino delgado e que podem pertencer a trés
categorias:

- Polimeros de carboidratos comestiveis que ocorrem naturalmente nos
alimentos na forma como sao consumidos;

- Polimeros de carboidratos obtidos de material cru por meio fisico, quimico, ou
enzimatico, e que tenham comprovado efeito fisiolégico benéfico sobre a saude
humana, de acordo com evidéncias cientificas propostas e aceitas por autoridades
competentes;

- Polimeros de carboidratos sintéticos que tenham comprovado efeito
fisiologico benéfico sobre a saude humana, de acordo com evidéncias cientificas
propostas e aceitas por autoridades competentes.

A principal controvérsia em relacdo a definicdo de FA adotada pelo Codex
Alimentarius (2009) se refere a inclusdo ou nao de carboidratos com grau de
polimerizagdo (GP) de 3 a 9, sendo que esta decisao ficou a cargo das autoridades
de cada pais. Entretanto estas alternativas levam a possibilidade de se ter duas
definicbes distintas, o que pode causar impacto negativo, globalmente, sobre a
harmonizagédo da informagéo nutricional de alimentos. Cabe salientar que existe na
literatura dados para auxiliar nessa decisao, como a revisdo realizada por Menezes
et al. (2013). Esta revisdo apresenta justificativas, baseadas em evidéncias
cientificas, para inclusdo de oligossacarideos na definicao de FA, a qual aborda:
aspectos fisiolégicos; repercussdo sobre métodos analiticos, e impacto sobre os
consumidores e usuarios de base de dados de composicao de alimentos. Os autores
salientam que a decisdo de incluir os carboidratos nao disponiveis de 3 a 9 GP pode
levar a uma harmonizagéo global das informagdes nutricionais, considerando que o
principal foco € auxiliar o consumidor a escolher alimentos mais saudaveis.

De acordo com Nugent (2005), o AR pode melhorar a saude intestinal e, assim,
contribuir para a reducao do risco de diversas doencas colénicas. Ao chegar ao
célon, o amido nao digerido é utilizado como substrato de fermentacdo pelas
bactérias anaerdbicas, que constituem 99% da microbiota intestinal.

Dentro deste contexto as propriedades benéficas do AR foram revisadas

quanto aos principais aspectos, como apresentados a seguir.

Introdugao
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1.1.1  Aspectos da fermentacao colénica

Os componentes da dieta que nao sao digeridos por enzimas gastrintestinais e
nem sao absorvidos no intestino delgado chegam intactos ao intestino grosso, onde
podem ser degradados pelos microorganismos do célon. Este processo €
denominado de fermentacao colbnica, o qual consiste na degradacédo anaerdbia dos
substratos, principalmente carboidratos, pela microbiota intestinal (Goni; Martin-
Carrén, 2001).

Os principais substratos de fermentagcédo para a microbiota col6nica sdo a FA,
os frutanos, o AR e outros compostos associados, tais como os polifendis, e que
compoem a fracao nao disponivel (FND) (Saura-Calixto, 2006).

A fermentabilidade reflete a extensdo da degradacdo do substrato pela
microbiota colbnica e a alta fermentabilidade do substrato geralmente significa uma
alta producéao in vitro de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Topping; Clifton,
2001), como acético, propidnico e butirico, e os gases hidrogénio (H,), diéxido de
carbono e, em alguns individuos, o metano (Nugent, 2005).

Os AGCC trazem beneficios para o organismo e se relacionam com a etiologia
e menor risco de diferentes DCNT, como doencas cardiovasculares e cancer de
célon (Velazquez et al., 1996). Estudos in vitro e estudos com animais indicam que o
propionato e o butirato, em particular, tém potencial para ajudar a manter a saude do
intestino e reduzir fatores de risco envolvidos no desenvolvimento de inflamacao
intestinal, colite ulcerativa e cancer de colon (Dronamraju et al., 2009; Johnson,
2009).

Sugere-se que os efeitos benéficos podem ser obtidos especialmente pela
ingestao de AR, por ser um grande produtor de butirato e de propionato, quando
fermentado (Brouns et al., 2002). Conlon et al. (2012), avaliaram o efeito sobre a
producao de AGCC, a proliferacao celular e a expressao génica no célon de ratos de
dieta ocidental (com 20% de proteinas € 19% de lipidios), composta por diferentes
fontes de AR em relacdo a uma dieta padrao (com 13% de proteinas e 7% de
lipidios), e verificaram que as dietas com AR diminuiram o dano ao DNA col6nico em
comparagao com dietas ricas em proteina, além de ter sido apresentado maior teor
de AGCC (total, butirato, propionato e acetato), indicando que o consumo de AR

pode promover melhoria da saude intestinal.
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Jenkins et al. (1998), em estudo do tipo crossover (2 semanas de tratamento e
2 de washout) com 24 voluntarios saudaveis mostraram que a suplementacdo de
dietas com AR2 e AR3 (de amido de milho de alto teor de amilose) resultou em
maior concentracao de butirato em comparacado ao controle, constituido por baixo
teor de fibra.

Menezes et al. (2010) avaliaram a fermentagao in vitro da massa de banana
verde (MBV) e do amido de banana verde isolado (ABV), com 8% e 67% de amido
resistente, e 10% e 1,3% de fibra alimentar, respectivamente, e verificaram seu alto
potencial de fermentabilidade in vitro, expresso em AGCC total, como 75% para
MBV e 98% para FBV.

1.1.2 Aspectos relacionados a saciedade

De acordo com a literatura, diversos fatores podem atuar na regulacdo da
ingestao energética e contribuir para o ganho de peso. Entre estes fatores, podem
ser citados os neuronais, enddcrinos, adipocitarios e intestinais (Marx, 2003; Halpern
et al., 2004).

O apetite pode ser dividido em trés componentes: fome; saciagdo e saciedade.
A fome esta relacionada as sensacdes que promovem o consumo dos alimentos e
envolve fatores metabdlicos, sensoriais e cognitivos. A saciacado esta relacionada
com a diminuicdo de apetite durante o consumo e pode ser quantificada pela
duracao ou tamanho da refeicao. A saciedade refere-se a préxima refeicao, podendo
reduzir seu volume ou diminuir o intervalo de tempo entre elas, sendo estes seus
parametros de avaliacdo (Burton-Freeman, 2000; Mattes et al., 2005)

A absorcdo, ou mesmo a presenca de alimento no trato gastrintestinal, contribui
para modulacdo do apetite e para regulacdo de energia. O trato gastrintestinal
possui diferentes tipos de células secretoras de peptideos que, combinados a outros
sinais, regulam o processo digestivo e atuam no sistema nervoso central para a
regulacao da fome e da saciedade (Sainsbury et al., 2002).

Sinais orexigenos promovem anabolismo e aumento da ingestdo alimentar pela
sensacao de fome enquanto sinais anorexigenos promovem catabolismo e reducéo
da ingestao alimentar pela sensacao de saciedade

A sinalizagdo ocorre por meio dos nervos periféricos (como pelas fibras vagais
aferentes) e por meio de receptores. Os principais moduladores sdo colecistoquinina
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(CCK), peptideo YY (PYY), grelina, peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e
oxintomodulina (OXM) (Sainsbury et al., 2002).

A grelina é sintetizada pelas células da camada mucosa da regido fundica do
estbmago. Além das células do estbmago, uma proporcdo menor de grelina é
sintetizada no hipotalamo, duodeno, coracao, rins € nos pulmdes. Este hormbnio é
um dos mais importantes sinalizadores para o inicio da ingestao alimentar (Konturek
et al., 2004).

A grelina, além de aumentar o apetite, também estimula as secrecoes
digestivas e a motilidade gastrica. No entanto, em sujeitos obesos 0s niveis de
grelina sdo baixos e sua concentragdo pés-prandial ndo se modifica em resposta a
ingestao alimentar. As razbes pelas quais os individuos obesos ndo apresentam
mudanca nos niveis plasmaticos de grelina apdés a ingestdo alimentar ainda nao
estdo esclarecidas (Romero; Zanesco, 2006; Pimentel et al., 2009).

A produgao de peptideo YY (PYY), pelas células L do intestino é estimulada
pelo consumo de alimentos e sua secrecao esta relacionada ao contetudo energético
da dieta; produz sinais para reducao da ingestao, levando a sensacao de plenitude e
saciedade. O PYY ¢ liberado logo apds a ingestdao de alimentos, assim é provavel
que esteja sob controle neural, pois isso ocorre antes dos nutrientes ingeridos
chegarem ao intestino delgado e célon distal (Druce et al., 2004; Wren; Bloom, 2007;
Woods;D’Alessio, 2008; Cani et al., 2009). E um inibidor de ingestdo alimentar.
Obesos apresentam menor elevacao dos niveis de PYY pds-prandial, especialmente
em refei¢gdes noturnas, levando a ingestao calérica maior (Konturek et al., 2004).

O GLP-1, liberado pelo intestino durante a digestdo e absorcao de alimentos e
metabolizado pela enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), possui acao insulinotrdpica
que contribui para a manutencdo da glicemia, constituindo, portanto, um alvo
terapéutico para o tratamento do diabetes melittus tipo Il (Romero; Zanesco, 2006;
Pimentel et al., 2009).

A Exenatida foi a primeira terapia baseada em GLP-1, aprovada pelo FDA e
langada no Estados Unidos, em 2005, seguida por outros medicamentos, que t~em
demonstrado eficacia comparavel a insulina, com beneficio adicional de perda de
peso sem episodios de hipoglicemia, entretanto o uso a longo prazo tem levantado
questdes sobre os efeitos deletérios ao pancreas exégeno (Butler et al., 2013). Ha
alguns medicamentos como liraglutida (analogo de GLP-1), exenatida (agonista dos
receptores de GLP-1) e linagliptina (inibidor de DPP-4), entre outros, aprovados para

Introdugao



21

utilizacdo no tratamento de diabetes tipo Il no Brasil, pela ANVISA, entretanto foi
publicado um alerta de seguranga, emitido pelo Nucleo de Farmacovigilancia do
Centro de Vigilancia Sanitaria da Secretaria de Estado de Saude de Sao Paulo e
também pelo FDA, indicando possivel associacao entre o uso dessas terapias € 0
aumento de risco de pancreatite e neoplasias pancreaticas (CVS-SES-SP, 2014).

A homeostase energética é controlada por um sistema neuro-humoral que
minimiza o impacto de pequenas flutuagcées no balanco energético. A leptina e a
insulina sdo elementos criticos desse controle e sdo secretados em proporcédo a
massa adiposa (Velloso, 2006; Fonseca-Alaniz et al., 2007).

A insulina é produzida pelas células beta do pancreas, e a sua concentracao
sérica também ¢é proporcional a adiposidade. Com seu efeito anabdlico, a insulina:
aumenta a captagdo de glicose, e a queda da glicemia € um estimulo para o
aumento do apetite (Guyton, 1992; Krause et al., 2005). Estudos experimentais
demonstraram que a insulina tem uma fungédo essencial no sistema nervoso central
para induzir a saciedade, aumentar o gasto energético e regular a acao da leptina
(Velloso, 2006; Fonseca-Alaniz et al., 2007).

Umas das formas de controle de peso € a reducé@o da energia ingerida, porém
alimentos isoenergéticos podem produzir efeitos fisioldgicos distintos que refletem
variados efeitos na saciedade, termogénese, estocagem de carboidratos e lipidios
(Holt et al., 1995). Dessa forma, um alimento que produza maior saciedade, ou seja,
eleve o tempo em que um individuo sentira fome entre duas refeigcdes, pode ser
utilizado como fator de controle de peso corporal. Ha evidéncias, também, que o
elevado consumo de FA pode ser favoravel ao controle de peso (WHO/FAQO, 2003).

Cani et al. (2006; 2009) verificaram que a suplementacdo com prebidticos
promoveu saciedade (diminuindo a fome e a ingestdo energética em humanos),
aumentou a concentragao de GLP-1 e PYY, além de ter aumentado a excregao de
hidrogénio (Hz), um marcador da fermentagdo da microbiota intestinal. Delzenne et
al. (2013) enfatizam que os nutrientes com potencial prebidtico no intestino
promovem a liberacdo de hormdnios gastrintestinais que controlam o apetite,
podendo auxiliar na saude do hospedeiro, em individuos com excessivo consumo de
alimentos e obesidade. No Quadro 1 podem ser observados alguns exemplos da
diversidade e peculiaridades dos efeitos da FA sobre a saciedade e os hormdnios
gastrintestinais.
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A ingestdao de AR2 (HAM-AR2), em dose Unica (48 g) foi avaliada em
voluntarios saudaveis e nao foi verificado aumento de concentragdo de GLP-1
(Bodinham et al., 2013). Os efeitos da ingestao de AR sobre a saciedade, tem sido
relatados em estudos de curta duracéo (Willis et al., 2009; Anderson et al., 2010;
Bodinham et al., 2010), ja estudos dos efeitos de ingestdo de médio e longo prazo

Sa0 escassos.

Quadro 1. Efeitos de diferentes tipos fibra alimentar (FA) sobre saciedade e

hormonios gastrintestinais

Fonte FA PYY Grelina Saciedade Tipo e duragédo do Estudo
/AR ensaio
Aumento Reduziu ASC Redugao da ingestao Uma refeicdo. Medi¢des (Vitaglione et al.,
area sob a (60-180 min) energética (IE) (19%) apds consumo. 2009)
curva (ASC) | (23%). almogo subsequente. Voluntarios saudaveis
(16%). (n=14).
Beta -
glucanas Uma refeicdo. Medigoes
apds consumo.
- - Voluntarios com (Beck et al., 2009)
Aumento sobrepeso (n=14).
ASC
Inulina - Redugédo em 4,5 - Uma refeicdo. Medigoes (Tarini; Wolever, 2010)
he6h apds consumo.
Voluntarios saudaveis
(n=12)
Tendéncia - RedugaonalE, e 30 g/dia/6 semanas. (Daud et al., 2014)
Oligofruto | em tASC450 mins da Voluntarios com
se aumentar fome e na motivagao sobrepeso e obesidade
ASC do para comer (n=22)
PYY

Estudos em animais demonstraram que a expressdao dos hormbnios de
saciedade, como PYY e GLP-1, é influenciada pela ingestao de AR (Keenan et al.,
2006; Zhou et al., 2006; Zhou et al., 2008). Embora n&o se conhega o mecanismo do
controle do apetite, estima-se que a fermentacdo coldnica esteja envolvida. A
expressdao génica e o nivel plasmatico destes horménios aumentaram apds a
ingestao de AR e permaneceram elevados por 24 h, sendo que os autores sugerem
que a fermentacdo do AR foi responsavel pela regulagdo dos hormbénios, uma vez
que a producdo de AGCC no intestino grosso foi associada ao aumento da
expressao génica de pro-glucagon e PYY (Zhou et al., 2008).
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1.1.2 Aspectos relacionados a homeostase da glicose e resposta glicémica

A capacidade do AR em produzir reduzido aumento da resposta glicémica vem
sendo examinada e, embora os métodos de avaliacdo variem, ha evidéncias deste
efeito em ensaios de curta duragdo com voluntarios saudaveis (Behall et al., 1988;
Robertson et al., 2003; Anderson et al., 2010; Menezes et al., 2010) bem como da
habilidade de reduzir insulina de jejum (van Amelsvoort; Weststrate, 1992) e também
aumentar sua sensibilidade (Robertson et al., 2003). Haub et al. (2010) compararam
o efeito da ingestao de uma unica dose de AR2 (HAM-AR2) e de AR4, em relacao a
dextrose (solugao com 30 g), e verificaram que a resposta glicémica foi menor para
os dois tipos de AR, mas a resposta do AR4 foi significativamente menor do que o
AR2. Ja quando foram comparados dois novos tipos de AR4 em relagcéo a dextrose
(solugao com 50 g), ndo houve diferenga na resposta glicémica (Haub et al., 2012).

O “Comité de produtos dietéticos, nutricao e alergias” da European Food Safety
Authority (EFSA) publicou uma opiniao favoravel em relacdo a substituicao do amido
disponivel em alimentos de alto conteido de carboidratos por AR2 (proveniente de
amido de milho de alto teor de amilose, entre 50% e 90%), o0 qual tem a capacidade
de reduzir a resposta glicémica pds-prandial quando substituido o amido disponivel
em alimentos de alto conteudo de carboidratos. O Comité concluiu que ha uma
relacdo causa-efeito entre a ingestdao de AR, de qualquer fonte, quando substitui o
amido disponivel em alimentos de panificacdo, e a reducao na resposta glicémica
pbs-prandial (EFSA, 2011).

Em estudos com ingestao prolongada de AR2 (de 4 a 12 semanas) de amido
de milho com alto teor de amilose, é possivel verificar que os efeitos sobre a
homeostase da glicose nao sédo uniformes. Um estudo, com ingestao diaria de 12 g
de AR2 ao longo de 6 semanas, nao evidenciou alteracdes na glicose e insulina de
jejum, ou indices calculados a partir destes valores (Penn-Marshall et al., 2010),
enquanto em outros estudos pode ser verificado o aumento da sensibilidade a
insulina (Johnston et al., 2010; Maki et al., 2012; Robertson et al., 2012).
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1.1.3 Aspectos relacionados ao funcionamento intestinal

Varios estudos apresentados na revisdao de Grabitske e Slavin (2008) indicaram
que, como outras FA, o AR também aumenta o peso das fezes e a frequéncia de
evacuacgoes, aléem de reduzir a consisténcia do conteudo fecal. O AR favoreceu o
transito intestinal, apresentando variacées de acordo com o tipo de AR ingerido. No
entanto, 0 aumento de sintomas gastrintestinais foi associado ao consumo superior a
30 g/dia de AR. O consumo de 4 diferentes fontes de AR (batata, banana verde,
trigo e milho) durante 15 dias, por 12 voluntarios saudaveis, aumentou o peso das
fezes e a frequéncia de evacuacdes (Cummings et al., 1996).

Embora a ingestao de AR na Europa e América Latina seja reduzida (entre 3 e
6 g/dia) (Menezes et al., 2001), se comparada ao consumo em outros continentes
como a Asia (8 a 19 g/dia) (Gofii; Martin-Carrén, 2001), existe consideravel potencial
para o aumento da ingestdo deste componente através de alimentos e produtos
alimenticios com elevado teor de AR (Buttriss; Stokes, 2008; Menezes et al., 2001)

Em estudos com ingestao prolongada de AR (de 1 a 3 semanas), conforme
resumo de 4 estudos com AR (Quadro 2), é possivel verificar que os efeitos sobre o
funcionamento intestinal ndo sao uniformes. O consumo de 20 g/dia de AR3, por
20 voluntarios saudaveis durante 7 dias (estudo randomizado, duplo cego,
crossover, com washout de 3 semanas entre as intervengdes), ndo apresentou
diferenca no conteudo de AGCC em relagao ao grupo controle (maltodextrina), ja o
tratamento com fibra de milho soluvel (FMS), apresentou aumento significante de
15% na fermentacéo (Klosterbuer et al., 2013). Neste mesmo estudo foi verificado
que o AR3 aumentou a frequéncia intestinal, mas nao alterou a consisténcia das
fezes, em relagdo ao controle, e nem houve aumento de sintomas gastrintestinais

como flatuléncia.
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Fonte AR Controle Dose diaria | Metodolog Tipo e duragao Voluntarios Metodologia Resultados Resultados Autores
ia de do ensaio nao significantes significantes
andlise AR
AR3 (amido de - Maltodextrina | - 25 g/dia, AOAC Duplo cego. 20 voluntarios Questionario de (0] peso e a | A frequénciadas fezes (Klosterbuer
milho de alto (placebo) sozinho ou 991.43 e Crossover saudaveis (10 sintomas consisténcia das fezes | aumentou. Foi verificado et al., 2013)
teor de amilose - Pululan em AOAC 7 dias de homens e 10 gastrintestinais, nao diferiu entre AR3 | aumento na concentragdo
tratado com alto | -Fibra de combinagdo | 2001. 03 tratamento e 21 mulheres); idade frequéncia e e controle. de propionato nas fezes
aquecimento) milho solavel com 5 gde dias de washout | entre 18 e 60 consisténcia das Nao foi reportado
(FSM) Pululan anos, IMC entre fezes; aumento de sintomas
18,5 e 27 Amostra de fezes para | gastrintestinais
andlises de peso, pH negativos.
e perfil de AGCC
AR3 (amido de - Maltodextrina | - 12 g/dia AOAC Simples cego. 20 voluntarios Questionario de Nao foi reportado | Houve diminuigao (Stewart et
milho de alto (placebo) em 2 991.43 e Crossover saudaveis (10 sintomas aumento de sintomas | significante na % de al., 2010)
teor de amilose - Pululan porcdes de AOAC 14 dias de homens, com gastrintestinais, gastrintestinais propionato, em relagdo ao
tratado com alto | -Fibra de 6g9. 2001. 03 tratamento e 21 idade média de 32 | marcadores séricos de | negativos. OS AGCC | total de AGC, com leve
aquecimento) milho solavel dias de washout | anos e IMC médio | doengas cronicas e nao diferiram entre os | aumento na % de acetato
(FSM) de 24) e 10 perfil quimico das tratamentos. e butirato
- Dextrina de mulheres (idade fezes Ndo houve alteragdo
fibra soltvel médiade 38 e na consisténcia das
(SFD) IMC médio de 26) fezes
AR3 Farelo de trigo | - 25 g/dia Nao Duplo cego. 14 voluntérios (6 Peso das fezes, Nao houve alteragdo | Aumento do peso fecal, (Maki et al.,
(em 2 disponivel | Crossover mulheres e 8 escala de Bristol, na frequéncia e | em média, de 130 g/dia 2009)
porgdes: 1 2 semanas de homens), idade de | questionarios de consisténcias das | para 164 g/dia
muffin e um washout, 14 dias | 20 a 45 anos; IMC | sintomas fezes.
cereal de tratamento, 1 | médio de 28, gastrintestinais
matinal) semana de (ninguém com
washout, 14 dias | IMC >40)
de tratamento
AR3 (amido Amido Doses AOAC Duplo cego 39 voluntarios Questionario de Ndo houve aumento | Aumento significante na (Storey et
retrodegradado ) | digerivel diarias 2002.02 21 dias de saudaveis entre sintomas nos sintomas de | frequéncia de movimentos | al., 2007)
— ActistarRM, (Placebo) crescentes tratamento 18 e 24 anos (18 gastrintestinais, nduseas, gases e | intestinais e maior
com no minimo até 40g/dia, homens, com IMC | frequéncia e borborigmos. frequéncia de fezes
50% do durante 14 médio de 24) e 21 consisténcia das fezes aquosas
contetido com dias e mais mulheres (com
grau de 7 dias de 60 IMC médio de 23)
polimerizagéo g/ dia.

entre 10 e 35
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1.1.3.1 Avaliacao do funcionamento intestinal

A avaliacdo do funcionamento gastrintestinal pode ser realizada através de
questionarios, alguns mais gerais como o Bowel Disease Questionnaire (BDS)
(Talley et al., 1989), Bowel Function in the Community (Reilly et al., 2000; Santos et
al., 2014), e outros mais especificos, como o Gastrointestinal Quality of Life Index
(GQLi) (Eypasch et al., 1995) e Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS)
(Svedlund et al., 1988). Entre as poucas opc¢des disponiveis validadas em portugués
estdo os questionarios Bowel Disease Questionnaire (BDS) (Aires; Werneck, 2006) e
Bowel Function in the Community (Domansky; Santos, 2007). No entanto, cada um é
constituido por aproximadamente 70 questdes e referem-se a sintomas de doencgas
e habitos gastrintestinais manifestados no periodo relativo ao ano anterior. Assim a
aplicagdo desses instrumentos em estudos de intervengdo de curta duragdo nao é
adequada, devido ao longo periodo avaliado. Nesse sentido, o Gastrointestinal
Symptom Rating Scale (GSRS) € um instrumento mais indicado, pois refere-se ao
periodo da Ultima semana, além de demandar curto tempo de preenchimento e
apresentar questdes de facil entendimento sobre sintomas gastrintestinais.

O questionario Gastrointestinal Symptoms Rating Scale (GSRS) foi
desenvolvido para avaliar sintomas de disturbios gastrintestinais (Svedlund et al.,
1988), a partir de estudos e experiéncia clinica de tais sintomas. Ele é composto por
15 questdes, distribuidas em 5 dominios: dor abdominal (dor de fome, dor abdominal
e nauseas), sindrome do refluxo (regurgitacao acida e azia), sindrome da diarreia
(diarreia, fezes moles e necessidade urgente de evacuacgao), sindrome da indigestao
(borborigmos, distensdo abdominal, eructacdo e flatuléncia) e sindrome da
constipacao (constipacao, fezes endurecidas e sensacao de evacuacao incompleta)
(Revicki et al., 1998). O GSRS apresenta escala Likert de resposta em 7 pontos,
variando de 1 (nenhum desconforto/nenhuma vez) a 7 (desconforto muito
forte/muitissimas vezes).

O GSRS ja foi traduzido e validado para o inglés (Revicki et al., 1998), alemao,
hungaro, italiano, polonés, espanhol e africaner (Kulich et al., 2008), e vem sendo
amplamente utilizado, para avaliar o funcionamento intestinal em estudos
intervencionais (Riezzo et al., 2012; Kalaitzakis et al., 2013; Kurppa et al., 2014), em
estudos longitudinais (Salmean et al., 2013) e avaliacgbes de sintomas
gastrintestinais em criangas celiacas (Gatti et al., 2013).
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A escala de Bristol (Bristol Stool Form Scale) foi desenvolvida por um grupo de
gastroenterologistas da Universidade de Bristol, localizada no Reino Unido, como
ferramenta para auxiliar profissionais da saude a avaliar a consisténcia e aparéncia
das fezes. A escala classifica as fezes em sete tipos, variando entre fezes secas
separadas em carocos até fezes totalmente liquidas (O'Donnell et al., 1990).

Esta escala vem sendo utilizada como ferramenta em diversos estudos,
avaliando individuos com sindrome do intestino irritavel (Kim et al., 2003; Zanini et
al., 2012) e com constipacdo (Riezzo et al., 2012; Waitzberg et al., 2013), entre

outros.

1.1.4 Aspectos relacionados a microbiota intestinal

O equilibrio da microbiota intestinal tem um papel chave sobre o bem estar e a
saude humana. Esse equilibrio € chamando de normobiose, que é o estado em que
0s microorganismos com potencial efeito benéfico a saude predominam em nuamero
sobre os que potencialmente seriam prejudiciais (Roberfroid et al., 2010), sendo
disbiose o0 seu estado oposto. A arquitetura hipotética da constituicdo de uma
microbiota saudavel foi proposta pela primeira vez em 2012 (Huttenhower et al.,
2012), mas as fronteiras referentes ao momento e processo de instalacdo da
disbiose sdo um grande desafio (Petersen; Round, 2014).

A investigacdo do microbioma humano (espécies microbianas, seus genes e
genomas que habitam o corpo humano) tem sido alvo de intensas investigacoes,
principalmente através do Human Microbiome Project (HMP), promovidas pelo
National Human Genome Research Institute dos Estados Unidos (Consortium,
2012). Os resultados iniciais tém evidenciado um alto grau de diversidade entre
individuos e no mesmo individuo ao longo da vida (Proctor, 2012).

Roberfroid et al. (2010) em um amplo documento de revisdo realizado por
experts da academia e da industria sobre os conceitos de prebibticos e seus efeitos
a saude, propuseram uma expansao da ideia original do conceito de prebioticos para
algo que eles chamaram de “efeitos prebioticos”, definido como: “estimulacao
seletiva do crescimento e/ou atividades de um ou um numero limitado de
géneros/espécies microbianas na microbiota intestinal que confira beneficios a

saude do hospedeiro”.
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Os principais resultados fisiolégicos associados aos efeitos prebidticos sao
melhora e/ou estabilizacdo da composicao da microbiota intestinal, estimulacéo das
funcdes intestinais, que incluem consisténcia, regularidade e quantidade de fezes,
modulacdo da producdo de peptideos gastrintestinais, metabolismo de energia,
saciedade, reducdo do risco de obesidade, de diabetes tipo 2 e da sindrome
metabdlica (Gibson et al., 2004; Roberfroid et al., 2010).

Todo componente alimentar que alcanga o célon intestinal intacto, total ou
parcialmente, € um potencial candidato a ser classificado como prebiotico, mas os
critérios, segundo Gibson et al. (2004) que precisam ser atingidos sao: 1- resisténcia
a acidez estomacal, a hidrdlise por enzimas digestivas e a absor¢ao gastrintestinal;
2- fermentagao pela microbiota intestinal; 3- estimulac&o seletiva do crescimento e
/ou atividades de uma ou mais bactérias intestinais beneficamente associadas com a
saude e o bem-estar.

O extenso levantamento realizado por Roberfroid et al. (2010) mostrou que
varias substancias vém sendo testadas e indicadas pelos seus efeitos prebidticos,
mas raros sao 0s casos em que os estudos contemplam o terceiro critério, os quais
envolvem testes clinicos em humanos. Embora todos os prebidticos possam ser
classificados como FA, nem todas as FA sao prebioticas, e é o terceiro critério que
faz a separagao entre prebidticos e a FA em geral (Brownawell et al., 2012).

Os frutanos tipo inulina (FTI) e os galacto-oligossacarideos (GOS) sédo os que
mais vém sendo testados em ensaios clinicos, que vém confirmando seus efeitos
prebidticos, evidenciados por sua acao sobre a microbiota intestinal, particularmente
Lactobacilli e Bifidobacteria, ap6s periodos curtos de tempo e em doses
razoavelmente baixas (Davis; Milner, 2009; Roberfroid et al., 2010).

A microbiota fecal n&o representa a microbiota do trato gastrintestinal como um
todo (Zoetendal et al., 2002), mas reflete o conteudo do célon em termos
representativos (Macfarlane et al., 1998), justificando sua utilizacdo como fonte de
informacao e conhecimento. O papel da microbiota intestinal na saide humana tem
recebido atengdo crescente ao longo dos ultimos anos, e métodos baseados em
biologia molecular tém sido utilizados para analisar a microbiota fecal, possibilitando
a identificacao e a caracterizagdo metabdlica de varios microorganismos (Roberfroid
et al., 2010; Wu et al., 2010). Muitos estudos avaliaram a acao de prebibticos e da
FA sobre as bactérias intestinais, aumentando o interesse sobre a atuacado da dieta
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em relacao a microbiota presente no intestino (Carvalho-Wells et al., 2010; Hooda et
al., 2012; Rodriguez-Cabezas et al., 2010; Wu et al., 2011).

Até recentemente, para a identificagcdo e caracterizacado de bactérias do trato
gastrintestinal humano, eram utilizados métodos convencionais, baseados no cultivo
de bactérias, sendo que ja foram identificadas mais de 400 espécies diferentes
(Rajilic-Stojanovi¢ et al., 2007). Entretanto, como grande parte da microbiota nao é
cultivavel, estes métodos vinham se mostrando inadequados para determinar a real
variedade da microbiota intestinal. Assim com o desenvolvimento de métodos
moleculares, independentes de cultivo, tem sido possivel uma analise mais
detalhada da diversidade da microbiota intestinal, o que tem revelado que a
microbiota intestinal humana é um ecossistema ainda mais complexo do que se
esperava (Gerritsen et al., 2011).

As técnicas independentes de cultivo tém se mostrado cada vez mais
apropriadas, considerando sua capacidade de melhor caracterizar e especificar o
microorganismo e nao apresentar as limitagbes dos métodos convencionais
(Zoetendal et al., 2006), pois a maioria dessas técnicas moleculares tem como base
a utilizacao da regiao altamente conservada do 16S do RNA ribossomal dos genes
bacterianos, sendo que as mais utilizadas séo: reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (QPCR - quantitative polymerase chain reaction); hibridizacao in situ com
fluorescéncia (FISH - Fluorescent In Situ Hybridization); polimorfismo do tamanho e
composicdo de bases de fragmentos terminais de restricdo (T-RFLP- terminal-
restriction fragment length polymorphism) e a eletroforese em gel com gradiente de
desnaturacao (DGGE - denaturing gradiente gel electrophoresis).

Os dultimos desenvolvimentos em tecnologias de alto rendimento (high-
throughput technologies), como o sequenciamento de nova geracdo (NGS- next
generation sequencing) tem permitido uma analise mais profunda sobre a
diversidade filogenética da microbiota intestinal (van den Bogert et al., 2011;
Zoetendal et al., 2008).

A microbiota do trato gastrintestinal humano € composta na sua vasta maioria
por bactérias, sendo que, tanto estudos independentes como dependentes de
cultivo, ttm mostrado que a maioria da populagao bacteriana de divide em dois filos:
Bacteroidetes e Firmicutes (Eckburg et al., 2005; Mariat et al., 2009; Arumugam et
al., 2011). O filo Bacteroidetes contempla os géneros Bacteroides e Prevotella,
provavelmente os melhores estudados. O filo Firmicutes é atualmente o filo
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bacteriano mais amplo, com mais de 200 géneros, € a maioria das bactérias
detectadas no trato gastrintestinal pertence primariamente aos dois grupos
principais: o Clostridium coccoides (também conhecido como Clostridium cluster
XIVa) e o Clostridium leptum group (também conhecido como Clostridium cluster V)
(Gerritsen et al, 2011; Mariat et al., 2009). Além dos dois principais filos, também ja
foram detectadas, no trato gastrintestinal, representantes de outros filos, como
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes, Verrucomicrobia e
Lentisphaerae (Rajili¢-Stojanovi¢ et al., 2007; Zoetendal et al., 2008).

Os efeitos das interagdes da microbiota intestinal sobre a satde humana tém
sido intensamente estudados nos ultimos anos, gerando conhecimento amplo mas
muitas vezes controversos. Assim, algumas revisdes tém sido feitas com o objetivo
de ajudar a organizar e esclarecer as contribuicées da microbiota intestinal sobre o
risco cardiovascular (Moraes et al., 2014), ganho de peso (Cardinelli et al., 2015) e
doencas metabdlicas (Delzenne et al., 2013), entre outras.

Wu et al. (2011) verificaram que individuos que consumiam dietas com alta
concentracdo de proteina e gordura animal apresentaram predominantemente o
enterotipo Bacteroides; entretanto, individuos com dieta rica em carboidratos
apresentaram predominancia do enterotipo Prevotella. O mesmo grupo de autores,
em estudo posterior, focando na analise de fungos e bactérias Archaea, verificou o
género Methanobrevibacter como o mais prevalente, estando presente em 30% das
amostras, de 98 individuos (Hoffmann et al., 2013).

Carvalho-Wells et al. (2010) realizaram um estudo crossover (3 semanas de
consumo e 3 semanas de washout) com 32 voluntarios saudaveis, comparando
cereal integral derivado de milho (14 g de FA por porcédo de 48 g) e cereal padrao
(com 1,2 g de FA por porcao de 48 g), e verificaram um aumento significante da
populacao de Bifidobacterium spp ao final do periodo de consumo, € um retorno aos
niveis anteriores ao final do washout. Os outros microorganismos, também avaliados
através da técnica FISH, Bacteroides spp, sub-grupo  Clostridium
histolyticum/perfringes, sub-grupo Lactobacillus-Enterococcus e bactérias total, ndo
apresentaram diferengas entre os dois grupos.

Hooda et al. (2012) avaliaram os efeitos de novas fibras, como a polidextrose e
fiora soluvel de milho (FSM) sobre o microbioma intestinal humano, indicando a
aplicagdo potencial destas FA como prebidtico. Através da utilizagdo de
pirosequenciamento (454 Roche), os autores verificaram que houve uma mudanca
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na microbiota dos adultos que ingeriram a FSM, com destaque para o aumento
significativo de Lactobacillus.

Delzenne et al. (2013), em recente revisao de dados experimentais em animais
e estudos observacionais em obesos, descreveram como 0s nutrientes com
potencial prebidtico (ou “nutrientes colbnicos”) interagem com o metabolismo do
hospedeiro no contexto da obesidade. Os carboidratos com efeitos prebidticos e alta
fermentabilidade modificam a composicdo da microbiota intestinal favorecendo
bactérias envolvidas no controle da funcdo da barreira intestinal e imunidade do
hospedeiro. No intestino, os “nutrientes colénicos” melhoram a barreira intestinal e
promovem a liberacdo de horménios gastrintestinais que controlam apetite,
homeostase da glicose e inflamagao sistémica. Adicionalmente, esses carboidratos
podem reduzir o efeito negativo da esteatose hepatica, resisténcia a insulina e
adiposidade pela modificacdo da expressao de genes nos tecidos. Dessa forma, os
mecanismos envolvidos sugerem que as mudang¢as que ocorrem na microbiota
intestinal decorrentes do tratamento com prebiético, sdo muito mais amplos que o
simples aumento de Bifidobacteria como originalmente descrito. Em relacdo as
perspectivas futuras, os autores sinalizam a necessidade de estudos adequados de
intervencdo com humanos com “nutrientes colénicos”, como FA, prebiédticos e outros,
capazes de promover bactérias benéficas para confirmar a relevancia destes
nutrientes no controle do sobrepeso ou obesidade.

O AR tem atraido interesse para seus efeitos fisioldégicos e a comprovacao de
seus possiveis efeitos prebidticos, tanto em revisdes publicadas em revistas
cientificas (Fuentes-Zaragoza et al., 2011; Slavin, 2013), como em publicacées
direcionadas para determinado pais, como a Austrdlia (Landon et al., 2012).
Entretanto, ainda ndo ha protocolos padronizados para determinar o tipo de teste a
ser realizado para comprovar atividade prebiotica; isso leva a uma grande variedade
de condi¢bes, tais como: tamanho da amostra; duracdo do estudo, dose do
componente em avaliacdo e método de coletar as amostras fecais e quantificar a
microbiota, condi¢cdes que interferem na comparacao dos resultados (Brownawell et
al., 2012; Slavin, 2013).

Um breve levantamento realizado na base de dados PubMed, em marco de
2015, sem restricdo de ano de publicacdo, com as palavras chave “resistant starch”
e “microbiota”, revelou 10 revisdes e reduzido numero de estudos biolégicos, sendo
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17 de intervencdo em animais, variando entre camundongos, ratos e porcos, e
somente 2 em humanos saudaveis e um em homens obesos.

Rodriguez-Cabezas et al. (2010) avaliaram a combinacao de FOS e AR em
ratos, relatando efeitos prebidticos adicionais na combinacao dos dois componentes,
com aumento de Lactobacillus e Bifidobacterium nos conteudos cecais e colénicos.

Martinez et al. (2010) compararam os efeitos do consumo de AR2 (amido de
milho de alto teor de amilose) e AR4 (amido de trigo modificado), veiculados através
de biscoitos tipo “cracker”, durante 3 semanas, por voluntarios saudaveis, e
verificaram efeitos diferentes sobre a microbiota intestinal humana, avaliado através
de pirosequenciamento da regiao do 16S, sugerindo influéncia da estrutura quimica
do AR e sua “acessibilidade” pelas bactérias.

Walker et al. (2011) avaliaram o efeito de dietas controladas sobre a microbiota
de 14 voluntarios com sobrepeso, durante 3 semanas: dieta controle; dieta rica em
ARS; e dieta rica em farelo de trigo. No nivel de filo, ndo houve nenhum efeito
significante sobre as propor¢cées de Bacteroidetes (21,5%), Firmicutes (70,6%) e
Actinobacteria (4,9%) ou Proteobacteria (3%). Eubacterium rectale (bactéria
\produtora de butirato) e Ruminococcus bromii, do filo Firmicutes, tiveram aumento
de proporcao no grupo que consumiu ARS3, mas nao foi verificada alteracdo em
Bifidobacterium.

Bird et al. (2010) argumentam, a partir de dados epidemiolégicos que mostram
alto consumo de AR e niveis elevados de butirato fecal em popula¢gées com baixo
risco de doencas do intestino grosso, que o papel prebidtico do AR nao estaria no
conceito formalmente aceito, mas em sua capacidade de estimular bactérias
capazes de produzir AGCC, principalmente butirato, e seu consequente beneficio
para o hospedeiro, sendo que seu consumo deveria ser estimulado pelas politicas
publicas de saude. Em uma revisao recente sobre o papel dos prebibdticos com um
foco nos aspectos ecoldgicos e funcionais da microbiota relevantes ao hospedeiro,
os autores concluem que o conceito de prebidtico precisa ser revisado e
especialmente ampliado para poder preservar e fortalecer sua relevancia como
abordagem terapéutica e nutricional (Bindels et al., 2015)

A farinha de banana verde, que é rica em AR, ainda nao foi estudada no que se

refere as alteragdes na microbiota fecal.
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1.2 FARINHA DE BANANA VERDE (FBV)

O Brasil € o quinto maior produtor mundial de banana, com 6,9 milhdes de
toneladas por ano (FAO, 2014), porém exporta somente 130 mil toneladas por ano
(Lima et al., 2012). Do total produzido no pais, aproximadamente 30% sao perdidos
somente na fase pés-colheita, as maiores perdas no Norte e Nordeste. A principal
causa dessa perda € a falta de cuidados na comercializacdo, incluindo desde a
caréncia de embalagens até a ma conservacao das estradas, além de problemas na
cadeia do frio (Almeida, 2012). Assim, apesar de ser um grande produtor mundial do
fruto, o Brasil apresenta um indice de desperdicio bastante elevado, o que abre
caminho para tecnologias e processos que ampliem sua utilizagao.

A composicdao das bananas em relacdo ao tipo de amido sofre grande
alteracado durante o amadurecimento. Quando verde, grande parte do amido se
encontra na forma de amido resistente, porém ao longo do amadurecimento este é
hidrolisado em acucares sollveis, de modo que, para produzir uma farinha de alto
teor de amido resistente, é importante avaliar o adequado estadio de maturacao dos
frutos (Zhang et al., 2005).

Englyst et al. (1992) analisaram amostras de farinha de banana e encontraram
57% de amido resistente, enquanto Faisant et al. (1995) relataram ter encontrado
54,2% de amido resistente em farinha de banana verde.

Tribess et al. (2009) utilizou bananas Musa cavendish da variedade Nanicéo,
verdes, as quais foram submetidas a um pré-tratamento com acido citrico para evitar
0 escurecimento enzimatico e, posteriormente, sofreram processo de secagem em
bandejas, obtendo produto final com conteido médio de amido resistente de 51,0 +
7,3%.

De acordo com a RDC n? 263 que aprovou o Regulamento Técnico para
produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos, farinhas s&o os produtos obtidos de
partes comestiveis de uma ou mais espécies de cereais, leguminosas, frutos,
sementes, tubérculos e rizomas, por moagem e/ou outros processos tecnoldgicos
considerados seguros para producao de alimentos (Brasil, 2005).

Nos diversos estudos sobre farinha de banana verde (FBV) realizados nos
ultimos anos com o objetivo de caracterizacdo e/ou aplicagdo em produtos
alimenticios, o processo normalmente empregado foi a secagem em bandejas ou em
estufa com circulacao de ar forcado. As temperaturas empregadas variaram de 50°C
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a 70°C e os tempos de 3 a 24 horas (Muyonga et al., 2001; Juarez-Garcia et al.,
2006; Rodriguez-Ambriz et al., 2008; Agama-Acevedo et al., 2009; Borges et al.,
2009; Ovando-Martinez et al., 2009; Choo; Aziz, 2010). Mota et al. (2000)
empregaram o processo de liofilizagcdo e Pacheco-Delahaye et al. (2008), além da
liofilizacdo e da secagem em bandejas, estudaram os processos em tambor rotativo
e micro-ondas. Entretanto nenhum dos autores avaliou o teor de AR. Somente
Tribess et al. (2009) e Ormenese (2010) avaliaram o efeito da secagem no teor de
AR da FBV produzida, visando ajustar o processo para a maior conservacao.

Assim, embora o processo de producao de FBV, com alto conteudo de AR ja
esteja sedimentado, inclusive com processo de patente depositada (USP, 2007),
cabe salientar que o grupo da FCF/USP, em conjunto com a POLI/USP e
FZEA/USP, dentro das atividades do CEPID FoRC esta aperfeicoando o processo e
otimizando cada vez mais a producdo da FBV (Rayo et al., 2015), bem como

desenvolvendo produtos com a aplicacao da FBV.

1.2.1 Avaliacgées fisiologicas da FBV

O grupo do Laboratério de Quimica, Bioquimica e Biologia Molecular de
Alimentos (LQBBMA), do Depto de Alimentos e Nutrigdo Experimental- FCF, USP,
vem desenvolvendo estudos in vivo e in vitro de avaliagdes de produtos derivados
de banana verde.

Cardenette (2006) avaliou dois produtos: massa de banana verde (MBV) — um
produto de banana verde cozida com casca, que conservou essencialmente o teor
de fibra alimentar e parte do amido resistente da fruta in natura, e o amido de
banana verde (ABV) - amido isolado da banana verde, o qual conservou e
concentrou o teor de amido resistente da fruta in natura. Ambos os produtos foram
considerados fontes de carboidratos ndo disponiveis e apresentaram alta
fermentabilidade, sinalizada pelo aumento de producao de AGCC e diminuicao de
pH na fermentacao colbnica in vitro e in vivo (Menezes et al., 2010).

O consumo de MBV e ABV foi avaliado também em estudos de curta duracao
com ratos, nos quais foi verificado que afetaram a glicemia pés-prandial e causaram

menor secrecao de insulina em ilhotas pancreaticas, indicando potencial para
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utilizagdo em alimentos destinados a diminuicéo do risco de ocorréncia de DCNT,
como a diabetes tipo 2 (Dan et al, 2015).

Dan (2007) avaliou o efeito trofico, decorrente da fermentag@o de carboidratos
nao disponiveis da banana verde, no intestino grosso de ratos adultos. Foram
avaliados ABV e MBV, em estudo de média duracdo (28 dias), divididos em 3
grupos: Controle, 5% de AR (GRUPO MBV) e 10% de AR (GRUPO ABV). Néao
houve diferenca no consumo de racdo. Houve queda do pH cecal, devido a
producado de acidos graxos de cadeia curta pela fermentacdo. A analise histoldgica
do tecido cecal evidenciou que tanto a fermentacdo da racdo com ABV como da
racdo com MBV exerceram efeito tréfico no intestino grosso destes animais (p<0,01).
Os resultados obtidos indicaram que os carboidratos nao disponiveis presentes na
banana verde exercem efeito positivo sobre a fisiologia dos animais, apontando a
possibilidade de utilizacao dessa matéria prima na elaboracao de alimentos voltados
para a diminuigédo do risco de determinadas DCNT.

A resposta glicémica ap6s a ingestao de MBV e ABV foi avaliada em estudo
clinico de curta duragao com voluntarios saudaveis, e foi verificado que as areas sob
as curvas glicémicas produzidas apds a ingestao tanto da MBV como do ABV foram
significativamente diferentes em relacdo a ingestdao de pao branco. Os resultados
mostraram que tanto MBV quanto ABV ndao aumentam a resposta glicémica pos-
prandial (Menezes et al., 2010).

Santos (2010) elaborou uma barra de cereais com FBV e avaliou-a in vivo € in
vitro quanto as propriedades funcionais comparando-a com uma barra de cereal
controle, sem FBV. As barras de FBV apresentaram maior fermentabilidade e
produgcao de AGCC in vitro do que a barra de cereal controle. O ensaio clinico agudo
da barra de cereal com FBV, com voluntarios saudaveis, visando avaliar a resposta
glicémica, revelou um produto de baixo indice glicémico e baixa carga glicémica
comparada com o padrao (pao).

A FBYV foi avaliada por Dan (2011) quanto a resposta glicémica, funcionamento
intestinal, horménios gastrintestinais relacionados a saciedade e capacidade
antioxidante no plasma e urina em voluntarios saudaveis e eutréficos, em um ensaio
de curta duracdo: caracterizado pela ingestdo de uma unica refeicdo (refeicao
controle -RC ou refeicdo com FBV - RF conforme o grupo experimental) e realizacao
das avaliagdes descritas anteriormente e um ensaio de média duragcdo (14 dias)
caracterizado pela ingestao diaria de 8 g de FBV concomitante com a dieta usual
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dos voluntarios. Em relacdo ao funcionamento intestinal, foi observado nos dois
ensaios 0 aumento significante da frequéncia de evacuacoées, sem 0 acréscimo de
relatos de desconforto abdominal, que incluem flatuléncia, dor e distensédo
abdominal. A avaliagdo dos horménios gastrintestinais relacionados a saciedade
apresentou variacao pos-prandial positiva apds a ingestao diaria de FBV, além de
menor resposta glicémica (Dan, 2011).

Alguns produtos alimenticios como biscoitos (Fasolin et al., 2007), massas
(Agama-Acevedo et al., 2009), barras de cereais (Santos, 2010), e noodles (Choo;
Aziz, 2010) foram fabricados utilizando-se FBV como ingrediente. A comercializagcao
de FBV ja esta ocorrendo em casas de produtos naturais e em sites da internet, ndo
apenas no Brasil (http://verdenutri.com.br/; http://www.natue.com.br/), mas também
no exterior (http://www.bananaflour.com/; www.bananaflour.com.au). Até 0 momento
ndao ha legislacdo especifica para padrdo de identidade e qualidade da FBV
disponivel no Brasil, no Canada, na Australia ou nos Estados Unidos, entre outros.
Entretanto, FBV comercial ja foi utilizada, sem a avaliagdo do contetdo de AR
presente, em ensaio clinico com voluntarios portadores de sindrome metabdlica
(Tavares da Silva et al., 2014).
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1.3 JUSTIFICATIVA

O aumento continuo da incidéncia de DCNT (OPAS, 2012; WHO, 2014)
estimulou o estabelecimento de diretrizes e orientagdes em relagdo a dieta usual.
Com o objetivo de reduzir estas ocorréncias, surge a oportunidade para o
desenvolvimento de alimentos que tenham potencial para contribuir com a reducéao
de riscos dessas doengas. Neste sentido alimentos e ingredientes funcionais, com
alto teor de carboidratos nao disponiveis, como o amido resistente, tém
demonstrado potencial promissor (Lajolo; Menezes, 2006; EFSA, 2011).

Estudos in vitro de fermentacdo da farinha de banana verde (FBV) tém
apresentado sua alta fermentabilidade e consequente capacidade de producao de
acidos graxos de cadeia curta (Menezes et al., 2010), o que também foi verificado
em estudos com ratos (Dan, 2007; Dan et al, in press). Estes compostos, resultantes
da fermentacao do AR, tém sido associados a varias propriedades benéficas para a
saude intestinal (Topping; Clifton, 2001), bem como efeitos sistémicos no
metabolismo de glicose e lipidios (Bird et al., 2010; Robertson, 2012).

Ensaios clinicos de curta e média duracao realizados em voluntarios saudaveis
mostraram respostas positivas em relagao ao controle de fome/saciedade e melhoria
do funcionamento intestinal, indicando que a FBV possui atributos positivos visando
a diminuicao de riscos para as DCNT (Dan, 2011; Menezes et al., 2010). No entanto,
ainda ha efeitos decorrentes da fermentacdo que precisam ser avaliados e
esclarecidos.

Assim, é importante conhecer o impacto nutricional do uso prolongado de FBV
sobre o funcionamento intestinal e o potencial de estimular mudang¢as na microbiota
intestinal. Porém é importante que esse consumo seja viavel em termos de
quantidade e frequéncia, para ser condizente com a realidade.

Adicionalmente, a comercializacao e utilizacdao da FBV, tanto para aplicacao
em produtos como para a realizacdo de ensaios clinicos (Tavares da Silva et al.,

2014), reforca a necessidade de estabelecer seu padrao de identidade e qualidade.
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2. OBJETIVOS

Investigar o efeito da ingestdo regular e descontinuada de FBV sobre a
microbiota intestinal em voluntarios saudaveis, bem como as interacbes com
horménios relacionados a fome e saciedade, funcionamento intestinal e homeostase
da glicose.

Realizar levantamento das FBV disponiveis no mercado e seu contetudo de
amido resistente, para correlacionar com a FBV produzida in house;
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3. CAPITULOS

Os resultados obtidos estdo descritos a seguir, em 4 capitulos, os quais

respondem as duas principais questdes desta tese.

() A avaliacdo dos efeitos do consumo regular e descontinuado de FBV por
voluntarios saudaveis:

Esta avaliacao foi obtida por ensaios clinicos, que incluiam outros grupos, além
da FBV, conforme especificado na Figura 1. Os resultados destes ensaios clinicos
estdo apresentados em trés capitulos:

3.1 Impacto de farinha de banana verde sobre a saciedade, fome e

homeostase da glicose (Ensaio C).

3.2 Modulacao de horménios gastrintestinais apds estudo intervencional duplo

cego com carboidratos nao disponiveis (Ensaio D).

3.3 A composicao da microbiota intestinal influencia a resposta a intervengao

com amido resistente (Ensaios A e B).

Voluntarios recrutados
{n=54) (A)
| } }
Grupos FBY e Controle Grupo Inulina Outro ensaio
(n=32) (n=11) (n=11)

L J L A

Avaliacies de Avaliacdo deSaciedadee GTT Avaliagdode
Funcionamento intestinal, {n=11/grupo) IC) hU':mDHI_US )
perfil lipidico e microbiota AvaliacBode hormonios gastrintestinais

{n= 16/grupa) (B) gastrintestinais (11/grupa) (D) [n=11}( D)

Figura 1. Desenho dos ensaios clinicos

(I) Caracterizagdo das farinhas de banana verde disponiveis no mercado em
relacdo com a FBV produzida in house:

3.4 Farinhas de banana verde disponiveis no mercado brasileiro: valores
inesperados?

Capitulos
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4.CONCLUSOES

Foi possivel observar que a ingestao de carboidratos nao disponiveis, como a
farinha de banana verde, mesmo de maneira regular e descontinuada, por
voluntarios saudaveis, pode:

- melhorar os niveis plasmaticos de horménios gastrintestinais, com reducao da
grelina, insulina e elevacao de PYY;

- reduzir a ingestao energética em 14% em refeicdes subsequentes;

- reduzir a fome e elevar a saciedade;

- proporcionar impacto positivo sobre a homeostase da glicose ao promover redugcao
na secrecao plasmatica de insulina no jejum;

- reduzir indicadores de resisténcia a insulina, como o HOMA2-RIl e QUICKI,
sinalizando uma maior sensibilidade a insulina;

- contribuir com a melhora do funcionamento intestinal;

- promover a modulagdo do microbioma intestinal e o seu efeito no enterotipo
individual pode definir o resultado de uma intervencao.

E importante que a farinha de banana verde disponivel no mercado brasileiro
tenha um padrao de qualidade estabelecido, e possa garantir esses beneficios ao

ser consumida.

Conclusbes



169

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os conhecimentos sobre os beneficios do consumo intermitente de farinha de
banana verde (FBV) para o individuo saudavel, despertam interesse para a
avaliagdo do consumo de FBV por individuos com alteragdes metabdlicas, por

exemplo glicose e perfil lipidico alterados.
As interacdes da FBV com a microbiota e a producdo de acidos graxos de

cadeira curta trazem subsidios para investigar os mecanismos de agao, por exemplo
em modelos com knock out de receptores de acidos graxos.

Consideragdes finais
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Abstract

Context: The bowel function is a widely evaluated parameter in interventional
and longitudinal studies, since it is associated with good health maintenance. The
evaluation of intestinal function has been performed by many questionnaires,
however there are few options validated in Portuguese.

Objective: The aim of this work was to translate and validate the
Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS) questionnaire to Portuguese (Brazil).

Method: Translation and cultural adaptation were performed according to a
previously established methodology, followed by reliability calculations.

Results: The final translated GSRS questionnaire showed an adequate value
of overall reliability of Cronbach’s alpha of 0.83, and its domains were classified from
acceptable to adequate. The overall test-retest reliability by ICC was 0.84,
considered excellent. Conclusion: The GSRS was translated and validated in
Portuguese (Brazil), with appropriate internal consistency and reliability and is
available to be used in assessments of bowel function.

Headings: cultural adaptation; intestinal function; questionnaire; translation;
validation

Resumo

Contexto: O funcionamento intestinal € um dos parametros amplamente
avaliado em estudos intervencionais e longitudinais, pois esta associado a
manutengdo da saude. A avaliagcao do funcionamento intestinal tem sido realizada
através de propostas de diferentes questionarios, mas sao poucas as alternativas
validadas em portugués.

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi traduzir e validar para a lingua
portuguesa (Brasil) o questionario Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS).

Métodos: A traducdo e adaptacao cultural foram realizadas de acordo com
metodologia previamente estabelecida, seguida dos calculos de confiabilidade. A
aplicagdo do questionario GSRS traduzido apresentou valor adequado de
confiabilidade geral alfa de Cronbach de 0,83, com dominios classificados de
aceitavel a adequado; o teste-reteste geral apresentou coeficiente de correlacdo
intraclasse (CCl) de 0,84, considerado excelente.

Conclusao: O GSRS foi traduzido e validado para Portugués (Brasil),
apresentando confiabilidade e reprodutibilidade apropriadas, e esta disponivel para
ser utilizado em avaliagdes de funcionamento intestinal.

Descritores: adaptacdo cultural; funcionamento intestinal; questionario;
tradugao; validagao.
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Introducao

A saude intestinal é amplamente avaliada em estudos intervencionais e
longitudinais, pois esta associada a manutengcdo da saude global e bem estar do
individuo, nao se limitando a digestao de alimentos e absorcao de nutrientes.

Disturbios gastrintestinais sdo bastante comuns, tanto em criangas como em
adultos (1), e muitas vezes nao apresentam razao estrutural ou bioquimica para se
manifestarem (2). Segundo Tahan et al. (3), a constipacdo infantil é altamente
prevalente no Brasil e envolve principalmente a retencdo fecal, que incorre em
complicacbes como escape fecal, dor abdominal e anorexia, os quais podem
desencadear problemas psicossociais; dessa forma é preciso diferenciar entre a Cl
funcional ou fisiolégica e um questionario sobre funcionamento intestinal pode
contribuir tanto no diagnéstico como na avaliagao do tratamento.

Todas essas alteracbes afetam negativamente a qualidade de vida dos
pacientes, que reportam diversos sintomas. Além disso, ha fatores subestimados
como o impacto econdmico devido aos gastos e grau de absenteismo (4, 5). Nos
Estados Unidos, entre 2006-2011, houve aumento de 41,5% de pessoas relatando
constipacao que procuraram o servigco de emergéncia, elevando esse gasto nacional
em mais 120% no periodo, o que representou US $1,622,624,341 em 2011 (6).

Entre os parametros estudados para determinar o funcionamento intestinal
adequado estdo a consisténcia das fezes, a frequéncia de evacuacao e 0s
desconfortos intestinais que eventualmente possam ocorrer (2, 7). No entanto a
maior parte dos instrumentos existentes é utilizada principalmente como critério
diagnostico de doencas como sindrome de refluxo, sindrome de intestino irritavel,
incontinéncia fecal, diarreia, constipacdo intestinal (Cl), entre outras. Entre as
opcOes disponiveis, estdo validadas para o portugués os questionarios Bowel

Disease Questionnaire (BDS) (8) e Bowel Function in the Community (9) cada um é

constituido por aproximadamente 70 questdes e referem-se a sintomas de doencgas
e habitos gastrintestinais manifestados no periodo relativo ao ano anterior.

Em funcdo do longo periodo avaliado, a aplicacdo desses instrumentos em
estudos de intervencdo de curta duracdo ndo € adequada. Nesse sentido, o
Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS) (10) é o instrumento mais indicado,

pois se refere ao periodo da Ultima semana, além de demandar curto tempo de
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preenchimento e apresentar questdes de facil entendimento sobre sintomas
gastrintestinais.

Originalmente o GSRS foi desenvolvido na Suécia para avaliar pacientes com
sintomas de sindrome do intestino irritdvel e doenca de Ulcera péptica (10).
Posteriormente foi bem documentada sua confiabilidade e validade para outros
disturbios no mesmo pais (11), bem como sua aplicabilidade para a populagdo em
geral (12).

O GSRS foi traduzido e validado para o inglés (13), alemao, hungaro, italiano,
polonés, espanhol e africaner (14), e vem sendo amplamente utilizado para avaliar
funcionamento intestinal em estudos intervencionais (15; 16; 17; 18), em estudos
longitudinais (19; 20) e avaliacdes de sintomas gastrintestinais em criangas celiacas
(21).

Diante da pouca disponibilidade de instrumentos no Brasil que permita a
avaliacao do funcionamento gastrintestinal, relativo a periodo recente, e de forma
facil e autoaplicavel, o objetivo deste trabalho foi traduzir e validar o questionario

GSRS para a lingua portuguesa (Brasil).

Métodos

Instrumentos utilizados

Gastrointestinal Symptom Rating Scale

O questionario GSRS ¢é autoaplicavel e apresenta 15 questdes, divididas em 5
dominios que abrangem o sistema gastrintestinal: diarreia, constipacao, dor
abdominal, refluxo e indigestdao. As respostas do questionario estdo dispostas de
acordo com a escala Likert em 7 pontos, no qual “1” indica auséncia e “7” maior
frequéncia ou intensidade dos sintomas (13). Esta ferramenta foi originalmente
validada quanto as suas questdes e escalas de avaliagao (validade de constructo e
validade de critério) (10, 12)

36 item Short-Form Health Survey
O questionario geral de qualidade de vida SF-36 é autoaplicavel, apresenta
36questoes dividdas em 8 dominios, o0s quais também ser analisados

individualmente ou de forma agrupada, em Componentes Fisicos e/ou Componentes
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Mentais. O SF-36 foi validado para o portugués (22) e tem sido utilizado em outros

estudos de validacao (14).

Processo de traducéo

A traducao e adaptacao cultural do questionario GSRS (10, 13) foi realizada em
5 etapas, de acordo com metodologia previamente desenvolvida (23). As etapas de
traducao, sintese e retrotraducao foram realizadas conforme descrito na Figura 1. O
questionario original e as versdes criadas na etapa de traducdo e retrotraducao
foram avaliadas por um tradutor juramentado fluente em inglés, com o portugués
como lingua nativa; todos os profissionais envolvidos eram da area da saude. A
versao pré-final do questionéario foi elaborada por este tradutor apdés comparacao
das versoes e adaptacao cultural de determinadas terminologias, e consolidada por
equipe multiprofissional. Para facilitar a aplicacao foi reservado um espaco abaixo de
cada pergunta para a indicacao da resposta e para possiveis comentarios. O pré-
teste com esta versao foi respondida por 20 voluntérios, de ambos os géneros, para

avaliagcao do entendimento das questodes.

Fluxograma de valida¢io de questiondrio

Traducao > Sintese > Retrotraducdo > Comité de revisao> Pré-teste > Teste >

» Realizagdo » Solugédo » Retrotraducio » Revisio de todas as P Aplicagio de » Aplicagdo
de duas de para 0 idioma versées para eliminar pré-teste, para do teste
traducdes discrepancia original do discrepancias e avaliar o final e
independent s questionario, por  produzir versdo pré-final  entendimento reteste
es dois tradutores das questdes
> que possuam » Realizagd

Sintese e como lingua nativa » Realizagdo de ¢} das

transformaca o mesmo idioma ajustes analises

0 em uma do questionario estruturais, caso

unica versao original necessario

Adaptado do método desenvolvido por Beaton et al. (2000).
Figura 1. Fluxograma de traducdo e adaptacdo cultural de questionario do
Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS) para a lingua portuguesa (Brasil)

Voluntarios
Participaram 155 voluntarios, de ambos os géneros (72 % mulheres), entre 18 e
60 anos, moradores das regides Norte (31 %), Sudeste (53 %) e Sul (16 %) do
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Brasil. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP), sob parecer
CEP/FCF/194, CAAE 0042.0.018.000-11. Todos os voluntarios assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido permitindo participacdo e divulgacdo dos

resultados.

Propriedades psicométricas e analise estatistica

As propriedades psicométricas da versao Brasileira do questionario GSRS foram
avaliadas utilizando o programa Statistica 10, através dos seguintes testes:

- A consisténcia interna da versao definitiva do questionario (respondido por 155
voluntarios) foi calculada através do alfa de Cronbach, que avalia a extensdao em que
um conjunto de itens estd relacionado, dentro de um mesmo dominio de medida
(24). O valor de alfa de Cronbach pode ser classificado como excelente (> 0,90),
adequado (entre 0,70 e 0,90) e aceitavel (> 0,60) (25).

- A reprodutibilidade (estabilidade teste-reteste) foi avaliada a partir do reteste
aplicado em 100 voluntarios, ap6s duas semanas, periodo necessario para que 0s
voluntarios ndo lembrassem as perguntas ja respondidas, garantindo a releitura com
atencao ao questionario, e suficiente para que nao houvesse grandes mudancgas nos
seus habitos (26). O calculo foi realizado através do coeficiente de correlagao
intraclasse (CCl), que mediu a estabilidade de uma pontuacdo apdés a mesma
ferramenta ser aplicada duas vezes, nos mesmos individuos em semelhantes
condigbes (27). Foi considerada correlagao satisfatéria quando 0,40 < CCl < 0,75 e
excelente quando CCI = 0,75 (28).

Durante o reteste, os voluntarios responderam o questionario GSRS juntamente
com o questionario geral de avaliacao de qualidade de vida SF-36 para o teste de
validade de critério, que avalia como uma medida de um questionario é capaz de
relacionar-se com outro critério ja considerado padrao (27). O calculo foi realizado
através da correlacdo de Spearman, a qual pode ser classificada como fraca (<0,30),
moderada (entre 0,30 e 0,60) e forte (>0,60) (14).
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Resultados

Os procedimentos de tradugdo, adaptacao cultural e validacao do questionario
GSRS neste estudo foram realizados em etapas, de forma ordenada, apresentando
resultados satisfatérios.

Em funcado do pequeno numero de questbes, as quais sao colocadas de forma
objetiva no questionario em inglés, o processo de traducdo e retrotraducao nao
apresentou discordancias, ou necessidade de mudangas significativas no
vocabulario a fim de ndo comprometer o entendimento. Na fase de pré-teste o
questionario nao apresentou dificuldade de compreensado ao ser respondido pelos
voluntarios, tanto em relacado as perguntas como em relagao as escalas, assim nao
houve a necessidade de realizar ajustes estruturais ou de linguagem para a fase
final de teste.

Na etapa de revisdo de todas as versdes o comité discutiu o objetivo do GSRS e
sua estrutura, a abrangéncia das perguntas e a nomenclatura mais adequada, para
tornar a leitura do questionario clara e acessivel a todos.

O Questionario de Sintomas Gastrintestinais GSRS (Gastrointestinal Symptom
Rating Scale) traduzido para a lingua portuguesa esta apresentado no Anexo, e 0
tempo para preenchimento variou entre 5 e 10 minutos.

O valor de consisténcia interna geral da versao final do questionario, expressa
pelo alfa de Cronbach, foi 0,83, considerado adequada (25) e seus dominios
variaram de aceitavel (0,65 - para dor abdominal) a adequado (0,79 - para sindrome
de diarreia), valores apresentados na Tabela 1, e consistentes com validagdes
prévias do GSRS em outros idiomas, para os 5 dominios (13, 14).

A reprodutibilidade geral da versado brasileira do GSRS foi 0,84, considerada
excelente, assim como o dominio sindrome do refluxo; os outros 4 dominios
apresentaram valores menores, mas ainda compativeis com os obtidos em
validacoes do GSRS em outros idiomas (13, 14) (Tabela 1).

A validade de critério apresentou correlacdo negativa entre o dominio
Componente Mental do questionario SF-36 e 4 dominios do GSRS: correlagao
moderada com Dor Abdominal (0,30) e Sindrome do Refluxo (0,32), e correlacédo
fraca com Sindrome da Diarreia (0,16) e Sindrome da Constipacéao (0,17). Este teste
sugeriu que quanto menos intensos os sintomas avaliados pelo GSRS, maior seria a

qualidade de vida avaliada pelo SF-36. Os dominios do questionario GSRS em seis
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idiomas (14) também demonstraram correlacdo negativa com o SF-36, sendo
significativa e mais destacada para o dominio dor abdominal, variando de 0,36 a
0,45.

Tabela 1. Consisténcia interna avaliada pelo alfa de Cronbach e reprodutibilidade
avaliada pelo CCIl dos dominios da versao brasileira do questionario Gastrointestinal

Symptom Rating Scale, e valores obtidos nas validacdes para outros idiomas'*?

Dominios Portugués Sul
do GSRS (Brasil)  Africano' Alemao' Hingaro' taliano' olonés' Espanhol' Inglés®
Dor
abdominal 0,65 0,60 0,43 0,59 0,65 0,49 0,45 0,62
Sindrome
do refluxo 0,72 0,61 0,72 0,73 0,84 0,49 0,67 0,61
Sindrome

Afade 93

Cronbach indigestdo 0,69 0,76 0,79 0,74 0,74 0,73 0,78 0,70
Sindrome
da diarreia 0,79 0,75 0,84 0,79 0,72 0,78 0,82 0,83
Sindrome
da
constipagéo 0,67 0,82 0,81 0,79 0,76 0,87 0,75 0,80
Dor
abdominal 0,71 0,55 0,36 0,57 ND 0,45 0,48 0,51
Sindrome
do refluxo 0,75 0,37 0,66 0,59 ND 0,61 0,62 0,42
Sindrome
da

cal indigestado 0,55 0,46 0,61 0,75 ND 0,71 0,75 0,50
Sindrome
da diarreia 0,55 0,56 0,67 0,70 ND 0,63 0,38 0,53
Sindrome
da
constipagéo 0,64 0,71 0,60 0,72 ND 0,72 0,72 0,60

1Adaptado de Kulich et al, 2008 (7) ; 2 adaptado de Revicki et al, 1988 (6). CCl - coeficiente de correlagao

intraclasse ND-nao disponivel.
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Discussao

Para diagnostico de constipacao intestinal (Cl) e outros problemas
gastrintestinais ja ha varios instrumentos disponiveis, porém para a avaliacao geral
do funcionamento intestinal a tarefa nao é simples, uma vez que se trata de uma
somatéria de sintomas e percepgoes.

De acordo com Bovenschen et al. (2006) (29) o desenvolvimento de ferramentas
para avaliar os sintomas gastrintestinais foi bastante expressivo nas Uultimas
décadas, e a confiangca nos dados obtidos em pesquisas indica a importancia de se
utilizar instrumentos validados. Alguns questionarios, no entanto, ndo passaram por
um processo de validagcdo, o que deve incluir uma compreensao correta da
terminologia por parte dos voluntérios, dessa forma é importante incluir definicdes
inequivocas (29). A fim de evitar inadequacdo das respostas decorrente da ma
compreensao da pergunta, na versdo em portugués (Brasill do GSRS foram
mantidos exemplos, sinbnimos e definicdes, seguindo modelo adotado (12).

O processo de adaptacao cultural é indicado quando o instrumento é utilizado
em diferentes paises, idiomas ou épocas, para a reducao do risco de introducao de
viés na sua aplicacdo. Nao ha um protocolo de adaptacao de um instrumento para
utiliza-lo em outro ambiente cultural, entretanto ha um consenso de que é totalmente
inapropriado traduzir literalmente um questionario e utiliza-lo em outro contexto
linguistico (30). Neste trabalho durante a tradugdo e retrotraducao utilizou-se
terminologia com abrangéncia em todo o territério brasileiro, evitando a
regionalizagao.

De acordo com Kulich et al. (2008) (13), o GSRS é um dos mais estabelecidos,
validados, sensiveis e confidveis questionarios entre os instrumentos disponiveis
para avaliagdo do funcionamento e de sintomas gastrintestinais em estudos e
avaliacoes clinicas, uma vez que apresenta caracteristicas psicométricas muito
boas. O GSRS foi um dos 65 questionarios selecionados para avaliagdo de doenga
do refluxo gastroesofagico e, apesar de ser considerado um questionario genérico,
foi considerado de grande utilidade por ser autoaplicavel e confiavel, além de
passivel de ser utilizado em estudos entre diferentes paises, uma vez que é validado
em diversos idiomas (31). Esses e outros estudos corroboram a importancia de
validar esse instrumento para ser utilizado na populacéao brasileira (14; 16; 17; 18;
19; 20).
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Os resultados referentes as propriedades psicométricas do GSRS traduzido para
0 portugués sdo semelhantes as encontradas em investigacées prévias como nas
validacOes realizadas por Revicki et al. (1998) (12) na versao americana do GSRS, e
por Kulich et al. (2008) (13) nas versdes “Afrikaan”, hudngara, italiana, alema,
espanhola e polonesa, como demonstrado na Tabela 1.

Assim como nas validacbes em outros idiomas, um dos valores mais elevados
de Alfa de Cronbach foi para o dominio Sindrome da Diarreia, que no GSRS versao
em portugués (Brasil) apresentou confiabilidade adequada (0,79). Paralelamente o
dominio Dor Abdominal foi o que apresentou menor valor de Alfa de Cronbach, 0,65,
semelhante ao encontrado nos outros estudos. Esse valor indica consisténcia
interna (Cl) aceitavel e apesar de baixo, € bastante superior aos encontrados nas
validacoes para a lingua Alema (0,43), Polonesa (0,49) e Espanhola (0,45) (13).
Baixos valores de Cl podem ser atribuidos a grande variacdo de sintomas, assim
como da pequena quantidade de itens para avaliacdo destes sintomas, que no caso
Dor Abdominal apresenta somente duas questées. Porém o principal fator que pode
ter interferido nos valores de Cl é o fato de que o questionario foi aplicado em
voluntarios saudaveis.

Na avaliacdo de reprodutibilidade, o0 GSRS apresentou excelente resultado no
geral (0,84), assim como seu dominio Sindrome do Refluxo (0,75), a qual teve
resultado de ICC superior as validagdes do GSRS em outros idiomas (13). Outro
dominio que se posicionou a frente das outras versbes de GSRS foi o de Dor
Abdominal (0,71), reprodutibilidade considerada satisfatéria. Os outros dominios
também apresentaram resultados satisfatorio, semelhante aos das outras validacoes
do GSRS.

Questionarios referentes a outros assuntos foram traduzidos para o portugués,
obtendo notas superiores a 0,66, consideradas satisfatorias para consisténcia
interna. Pereira et al. (2007) (32) encontraram alta consisténcia interna (>0,70) para
trés dos quatro dominios avaliadas (aspecto fisico, dor, sono) pelo questionario
HBQOL (Heartburn Specific Quality of Life Instrument). Carvalho et al. (2013) (33)
traduziram e validaram Male Body Dissatisfaction Scale (MBDS) para a lingua
portuguesa, e obtiveram consisténcia interna de 0,92. Da mesma forma que neste
trabalho, os nomes em inglés foram mantidos, a fim de ser facilmente identificado e
reconhecido pela comunidade cientifica.
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Na avaliacdo de validade de critério, estdo em destaque os componentes
mentais do SF-36 que apresentaram correlacdo moderada (p<0,05) com os
dominios do GSRS: Saude Mental e Vitalidade, sendo 0,37 e 0,34 em relagdo a Dor
Abdominal, 0,32 e 0,31em relacdo a Sindrome do Refluxo, respectivamente. Estes
valores sugerem que, mesmo nos voluntarios saudaveis, a presenca de sintomas de
dor abdominal e refluxo, causam incémodo e interferem negativamente no bem estar
do individuo. Em Revick et al. (1998) (12), o dominio Dor Abdominal foi o que
apresentou a correlagcdo mais forte (r=0,44; p<0,0001) com as escalas do SF-36,
principalmente com as de Dor Corporal e Vitalidade. No presente estudo, o Unico
item do Componente Fisico que apresentou correlagdo com os dominios do GSRS
foi o de Dor Corporal, variando de fraca a moderada em relagdo aos dominios Dor
Abdominal (0,32), Sindrome do Refluxo (0,25), Sindrome da Diarreia (0,16) e
Sindrome da Constipacao (0,26). Os itens Desempenho Fisico e Fungao fisica ndo
apresentaram correlacdo com nenhum dominio do GSRS, demonstrando que os
sintomas gastrintestinais relatados pelos voluntdrios saudaveis ndo causavam
nenhuma limitagéo fisica que impedisse o desenvolvimento das atividades diérias.

Outros questionarios referentes ao sistema gastrintestinal no Brasil utilizaram o
SF-36 para validagao, caso do FIQL (Fecal Incontinence Quality of Life) (34) e do
IBQD (Inflammatory Bowel Questionnaire Disease) (35) que apresentaram boa e
moderada correlagdo com o SF-36. No FIQL foi observado também que os
parametros de qualidade de vida de pacientes portadores de incontinéncia fecal sdo
inferiores em relacéo aos voluntarios sadios ou com constipacao intestinal (33).

A consolidacdo de uso do GSRS permite que este questionario esteja sendo
utilizado na validacdo de outros instrumentos, caso do Global Overall Symptom
(GOS) Scale, considerado um método simples para avaliar sintomas de dispepsia
em ensaios clinicos. Para auxiliar na validagdo do GOS, esta nova ferramenta foi
comparada com o GSRS, e também com o Overall Treatment Effect (OTE), o Quality
of Life in Reflux and Dyspepsia (QOLRAD) questionnaire e o Reflux Disease
Questionnaire (RDQ), por 2 e 28 dias (36).

Em estudo de revisdo referente a questionarios para avaliacdo de doenca de
refluxo gastroesofagico, foram levantados quatorze instrumentos utilizados para
avaliar tratamento aplicado aos pacientes, e 0 GRSR é o Unico apontado como
tendo a habilidade de discriminar tanto a severidade quanto a frequéncia de
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diferentes sintomas gastrintestinais. A maior parte avalia sintomas especificos como
refluxo, disfagia, regurgitacdo, dispepsia (31).

Todos os aspectos avaliados para a validacdo do questionario GSRS em
portugués (Brasil) apresentaram resultados adequados, de acordo com cada
parametro, indicando que o instrumento apresentou excelente reprodutibilidade e
consisténcia interna, de facil entendimento e rapido preenchimento por quem
responde as questbes, podendo ser utii em ensaios clinicos e atendimento

laboratorial para avaliagdes de sintomas gastrintestinais.
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Conclusao

O GSRS foi traduzido e validado para Portugués (Brasil), apresentando
confiabilidade adequada e reprodutibilidade excelente, e estd disponivel para ser
utilizado em avaliacao e pesquisas sobre funcionamento gastrintestinal.
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Apéndice B - Questionario semanal sobre funcionamento intestinal

Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS)
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Questionario semanal sobre funcionamento intestinal —

Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS)
Nome: Data:

Por favor, para cada questao dé uma nota de 1 a 7, conforme a escala abaixo:

Escala de resposta (em intensidade ou frequéncia):

1. Nenhum desconforto / nenhuma vez

. Desconforto minimo / raras vezes

. Desconforto leve / pouquissimas vezes

. Desconforto moderado / poucas vezes

. Desconforto moderadamente severo / algumas vezes
. Desconforto forte / muitas vezes

. Desconforto muito forte / muitissimas vezes

No ok~ wND

1. Vocé teve dores abdominais durante a semana passada?

(Dor se refere a todos os tipos de dores no estdmago ou de intestino/barriga).

Resposta: . Observacgéo:

2. Vocé sentiu azia durante a semana passada?

(Por azia queremos dizer uma dor em queimagéo ou desconforto em seu peito).

Resposta: . Observacgéo:

3. Vocé sentiu refluxo acido durante a semana passada?

(Por reflux 0 acido queremos dizer: regurgitacdo ou fluxo de fluido azedo ou amargo na boca).

Resposta: . Observacgéo:

4. Vocé sentiu dor de fome no estdbmago durante a semana passada?

(Esta sensacéo de estbmago vazio esta associada com a necessidade de comer entre as refeigdes).

Resposta: . Observacgéo:

5. Vocé sentiu nduseas durante a semana passada?

(Por nduseas queremos dizer uma sensagao de mal estar iminente - parece que vai vomitar).

Resposta: . Observacgéo:

6. Seu estdbmago ou barriga roncou durante a semana passada? (Ronco
refere-se a barulhos ou ruidos no estémago).

Resposta: . Observacgéo:

7. Vocé sentiu o seu estbmago cheio de ar durante a semana passada?

(Sentir o estdmago cheio de ar se refere ao inchago no estbmago ou barriga).

Resposta: . Observacgéo:

8. Vocé arrotou durante a semana passada?

(Arrotar refere-se a trazer ar ou gas através da boca).

Resposta: . Observacgéo:

9. Vocé eliminou gases ou teve flatuléncia durante a semana passada?

(Eliminar gases ou flatuléncia refere-se a liberagéo de ar ou gas a partir do intestino).

Resposta: . Observacgéo:

10.Vocé teve constipagdo/prisdo de ventre durante a semana passada?
(Constipagao refere-se a uma capacidade reduzida de defecar).

Resposta: . Observacgéo:

11.Vocé teve diarreia durante a semana passada?

(Diarreia refere-se a fezes moles ou liquidas frequentes).

Resposta: . Observacgéo:

12.Vocé teve/apresentou fezes moles durante a semana passada?
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(Se as fezes foram alternadamente duras e moles, essa questao refere-se apenas ao quanto vocé se sentiu

incomodado pelas fezes moles).
Resposta: . Observagao:
13.Vocé teve/apresentou fezes duras durante a semana passada?

(Se as fezes foram alternadamente duras e moles, essa questdo refere-se apenas ao quanto vocé se sentiu

incomodado pelas fezes duras).
Resposta: . Observagao:
14.Vocé sentiu uma necessidade urgente de evacuar durante a semana passada?
(Por necessidade urgente entenda-se necessidade de correr ao banheiro para defecar).
Resposta: . Observagao:

15.A0 ir ao banheiro durante a semana passada, vocé teve a sensagdo de ndo esvaziar completamente o
intestino? (A sensagéo de que depois de terminar uma defecagao, ainda ha mais fezes que precisam ser eliminadas).

Resposta: . Observagao:
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Apéndice C - Questionario diario - Habito intestinal
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Questionario diario

Voluntario:

Habito intestinal

Data do recebimento:

Responda as perguntas abaixo diariamente.

Utilize a seguinte escala para responder as questbes 2 a 5:

0 —Nenhum (a)

1 — Fraco (a)

2 — Moderado (a) 3 —Forte

4 — Muito forte

202

22 feira

32 feira

42 feira

52feira | 62feira | sabado | domingo | 22 feira

32 feira 42 feira 52 feira

62 feira | Sabado

domingo

1. Hoje vocé comeu
sopa oferecida pelo ensaio
clinico? Qual sabor?

2. Vocé sentiu
colicas abdominais hoje?

3. Vocé
flatuléncia hoje?

teve

4. Vocé teve ruidos
abdominais (borborigmos)
hoje?

5. Vocé teve
distensao abdominal
(inchago) hoje?

6. Quantas vezes
vocé foi ao banheiro
(evacuar) hoje?

7. De acordo com as
figuras abaixo, qual foi a
aparéncia ou consisténcia
das suas fezes hoje?

Tipo 0l ® @

Tipo 03 -Formo de salsicha, mas

Pedacos separados,
duros como amendoim

com fendas na superficie

. Forma de salsicha,
Tipo 02

mas segmentfada

Tipo 04 ‘ Forma de salsicha ou

cobrg, lisae mole

- P & Pedacos moles,
“& w8 g5 contornos nitidos

Tipo 06 PRI

Tipo 05

Pedagos aerados,
contornos esgarcados

Aquosa,
sem pecas solidos
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Apéndice D - Instrucdes para o preenchimento do recordatério 24 h
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Instrucoes para o preenchimento do R24h

1. Pergunte ao voluntario o nome completo e escreva no cabecalho;

2. Assinale a alternativa se o R24h é antes ou apés a intervencgao;

3. Assinale qual o numero do R24h, sendo 1 = primeiro; 2 = segundo; 3 =
terceiro;

4. Anote no campo “Data de referéncia” a data do dia anterior;

5. Anote no campo “Dia da semana de referéncia” o dia da semana que equivale
ao dia anterior;

6. Pergunte ao voluntario se o dia dele foi tipico (comum) ou atipico (fora do
comum);

7. Para fazer a descrigdo do dia alimentar devem ser feitos questionamentos de
facil entendimento, como se segue:

a. Descrigdo dos alimentos consumidos. Nesta etapa anote todas as
informagdes fornecidas pelo voluntario sem interrompé-lo:

Por favor, descreva todos os alimentos e bebidas que vocé
consumiu ontem desde a hora que acordou até a hora que foi dormir;

b. Revisdo dos dados fornecidos e obtengcdo de dados mais precisos:

- Os alimentos consumidos nesta refeicao foram “X, Y e Z”, correto?
- Qual foi o horario em que vocé consumiu esses alimentos?

- Que refeigao foi essa? (Café da manha, lanche, almogo, jantar)

- Qual foi a quantidade que vocé comeu destes alimentos?

- Vocé consegue me informar a marca/receita deste alimento?

- Esta refeig&o foi feita aonde (casa, restaurante, etc.)

c. Descricdo de liquidos e doces consumidos durante o dia. E importante
nao esquecer este item, pois muitos individuos ndo consideram agua,
balas e chicletes como sendo alimentos.

- Vocé tomou agua ontem? Quanto?
- Vocé chupou alguma bala ou chiclete?
- Vocé consumiu algum outro tipo de alimento durante o dia?

8. Agradeca o voluntario e finalize a entrevista.
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Nome do voluntario:

Recordatorio: ( ) antes ( ) depois
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Data de
referéncia

(anterior)

Dia da
semana
de

referéncia

Dia
tipico
ou
atipico

Horario
da
refeicao

Local
da
refeicao

Refeicao

referente

Acompanhado/
Sozinho

Alimento/bebida

consumidos

Quantidade
(medida

caseira)

Marca/receita
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Apéndice E - Triagem de voluntarios para estudo clinico
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TRIAGEM DE VOLUNTARIOS PARA ESTUDO CLINICO

Nome completo:

E mail: Telefone:

Data de nascimento: Género:

Peso: Altura:

1. Vocé apresenta alguma das condi¢des abaixo?

a. Diabetes: Nao [ | Sim[_]

b. Hipertens&o: Nao [] Sim [_]

c. Colesterol alto: Nao [ ] Sim [_]

d. Doengas gastrintestinais Néo|:| Sim|:|
e. Outras:

2. Possui histérico familiar de:

a. Diabetes: Nao [ ] Sim []
Se sim, qual o grau de parentesco?
b. Hipertensao: Nao ] Sim ]

Se sim, qual o grau de parentesco?
c. Colesterol alto: Nao ] Sim ]

Se sim, qual o grau de parentesco?

3. Vocé possui alergia ou intolerancia a algum alimento? Nao Sim
Se sim, qual alimento? L] []
4. Vocé esta usando algum medicamento regularmente? Nao [_] Sim [_]

Se sim, para qual finalidade?

5. Quando foi a tltima vez que vocé fez uso de antibiéticos?
Ha menos de 1 més [_] Entre 1 e 3meses| | Ha mais de 3 meses[ |

6. Quando foi a ultima vez que vocé fez uso de medicamento laxativo?
Ha menosde 1 més[_] Entre 1 e3meses [ | Hamaisde3meses [ ] Nunca []

7. Vocé consome algum suplemento alimentar (vitaminas, minerais, etc.) regularmente?
Nao ] sim []

Se sim, qual?

8. Vocé consome alimentos probidticos ou ricos em fibra regularmente?

Nzo [] sim []

Se sim, quais?
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9. Vocé aceitaria consumir sopa 3 vezes por semana, durante 6 semanas? As 18 sopas sao
congeladas, sendo 9 de feijao com calabresa e 9 de legumes com carne.
Sim[_] Nao[ ] Motivo

10. Vocé possui 0 habito de consumir bebida alcodlica?
Nzo [ ] Sim [] Se sim, com que frequéncia?

11. Vocé é fumante?  Nao [_] sim []
Se sim, h4 quanto tempo?

12. Vocé pratica atividade fisica regularmente? Nzo [ ] Sim []
Se sim, com que frequéncia (quantos dias por semana)?
Qual a duracao diaria (em minutos ou horas)?

Para mulheres:
13. Vocé esta gravida? Nao [ ] Sim [ ]

14. Vocé estd amamentando? Nao |:| Sim |:|

L Sim L

15. Vocé realiza terapia hormonal? Nao
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Apéndice F - Publicag6es ao longo do doutorado
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Participacdo em trabalhos cientificos, com publicacdes realizadas ao
longo do doutorado

Publicacoes:

de Menezes EW, Giuntini EB, Dan MC, Sarda FAH, Lajolo FM. Codex dietary fibre
definition - Justification for inclusion of carbohydrates from 3 to 9 degrees of
polymerisation: Food Chem, 2013; 140, p. 581-5.

Disponivel em: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613002380

Giuntini EB, Sarda FAH, Lui MC, Tadini CC, Lajolo FM, Menezes EW.
Gastrointestinal hormones modulation after a double-blind interventional study with
unavailable carbohydrates: Food Research International.

Disponivel em: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996915001544

Rayo, LM, L Chaguri e Carvalho, FAH. Sarda, GC Dacanal, EW Menezes, and CC
Tadini. Production of instant green banana flour (Musa cavendishii, var. Nanicao) by
a pulsed-fluidized bed agglomeration: LWT - Food Science and Technology. 2015 .
Disponivel em:

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/'S0023643815002121

Sarda FAH, Giuntini EB. Carboidratos. In: Cozzolino, SMF; Cominetti, C. (Org.).
Bases bioquimicas e fisiol6gicas da nutricdo nas diferentes fases da vida, na saude
e na doencga. 1ed.Barueri: Manole, 2013, v. 1, p. 44-74.

Em processo de submissao:

Souza GS, Sarda FAH, Giuntini EB, Gumbrevivicus |, Menezes EW. Translation and
validation of a Brazilian version of the Gastrointestinal Symptom Rating Scale
(GSRS). Arquivos de Gastroenterologia.

Dan MC, Giselli HL, Sarda FAH, Giuntini EB, Belllo-Pérez LA, Carpinelli AR, Lajolo FM,

Menezes EW. Colonic fermentation of unavailable carbohydrates from unripe banana
and its influence over glycemic control. Plant Foods for Human Nutrition.

Apéndice



211

Anexo A - Parecer CEP/FCF/194 - “Impacto da ingestédo de ingrediente funcional

sobre a saciedade e o funcionamento intestinal em voluntarios saudaveis”

Anexo



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIEENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica am Pasquisa - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO
Farecar CEPTFCFM 54
Prolocolo CEPFCFIS04
CAAE: D042.0,018.000-11

I - Identificagiio:

Projeto de Pesguisa: Impacts da ingestio de ingrediente
funcional sobre a saciedade e sadde
intestinal em voluntarios saudaveis.

| Pesquisador Responsavel. | Profa. Dra. Elizabete Wenzel de Menezes

Equipe: Fos-00utoranda Eliana Bismiche Gluntni,
s Doutoranda Fabiana A, Hoffmann Sarda e
Mestranda Gabriela Santos Souza

Liniverssdade de 580 Paulo

Instituicdo: Faculdade de Cibéncias Farmacéutcas darl

Il - Sumdirio Geral do Protocolo:

Trate-se de um projeto que engloba pesquisa de alunos de mesirado,
doutorado e pds-doutorado Anshqpuaudnﬂmdnﬁuqahmm'h
realizados quatro sub projetos envolvendo voluméros savddveis: “impacto da
ingestdo de ingredientz funcional sobre a resposta glicémica em
vOlUNANos saudsveis, i

ingredientes funcionais sobre a saciedade em volurtarios sauddveis e
Validagio de questiondrio para avaliacio de funcionamento mtestinal”.
Objativos do estudo:

Geral: Avaliar o impacio do consumo de refeictes adicionadas de frutanos, ou
farinha de banana wverde (FBV) efou nisina sobmé & fomesaciedade,
funcicnamento intestinal & perfil da mecrobiota, em voluntarios saudaveis.
Especificos:

- Elaborar prowitipos de refeighes (sopas prontas congeladas), em planta pilolo,
adicionadas de frutanos, FEV (fonte de amido resistenta) ou nisina;

- Avaliar o perfil quimico dos ingredentes efou das refeicbes (sopas);

- Avallar a resposta glicBmica das refeigies (s0pas) am ansaic de cuna
dura

-.h'glla:'u MIDWMWMW{M}Md&
frutanos, FBY ou nisina por seis sermanas (Irés vezes por semana) sobre &
fomed saciedade, funcionamento intestinal, Ha expirado & perfil da microbiota,

- Avaliar o perfil de farmantacio in vitro da fragiio ndio disponivel das refesgies
(sopas)

Para os estudos as refeigdes sarSo adicionadas de frutanos (Sinergy 1,
Beneo-Orafti™- Tienen, Baélgica), produlo comercial disponivel no mercado;
farinha de banana verde (FBV), fonte de amido resistents @ produsida em
planta piloto; ou nisina, bacteriocina disponived no mersado (Misaplin, Danisco).

Serdo elaborados proldlipos de sopas prontss congeledss, em duss
opeies de sabor (para consumo semanal). Os protdtipos serdo produzidos em
planta piloto, seguinde as Boas Praticas de Manufatura, pela Sadia S A Serfio

Ay Bl | eeu Breanea, it S0, Bioco 13 & - Oxdods Usiversitisis - CEF 05500-800 - Sio Peulo - 5P
Fotee: (10 ) JENNCED « Foere { Fan (1) 000 -36TT - el coplcifenp b
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
‘ Comité de Etica em Pesquisa - CEP

elaboradas as seguimes sopas: a) Contole;, b) Frutanoc - com os mesmos
ingredientes da sopa controle, serd adicionada de frutanos durante o processo
de fabricagio; c) FBV - sopa Controle adicionada de farinha de banana verde
(FBV) fonte; d) Bacteriocina - sopa Controle adicionada de nisina durante o
processo de fabricagBo. A adigBho de FBV deverd ocomer apos o
descongelamento e aguecimento da sopa. As sopas prontas, assim como a
FBV, serdo previamente submetidas a andlises quimicas especificas e
microbiologicas pelo Laboratorio Central da Sadia S.A.

-Mdﬁhﬂmh: APROVADO em reunifc de 28 de novembro de
2011,

Cabe ao pesquisador req:orﬁa\rd
» Comunicar ao CEP:
= A ocorréncia de efeitos colaterais e ou de reacbes no esperadas;
= Eventuais modificagbes no projeto aguardando a apreciacdo e aprovagao
:Iﬂ CEPR;
= A interrupcio do projeto;

* Rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —
TCLE, apondo sua assinatura na ditima pagina do referido termo. Da
mesma forma, 0 sujeito de pesquisa ou seu representante legal;

= Apresentar relatorio parcial em dez/12 e relatdrio ﬂnnl em dez/13.(modelo
do CEP)

S&0 Paulo, 28 de novembro de 2011.

CEP/FCF/USP

v, Prof. Lineu Prestes, n° 600, Bioco 13 A - Cicksds Univwrsitiria - CEP 0S506-500 - S50 Pawlo - 57
- Fone: (11) - 3091-3672 - Fene | Fax: {11) 3031-3677 - e-mail: cepichusp.or
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Universidade de Sao0 Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. Informagbes do Sujeito da Pesquisa

Nome:

Documento de dentidade n®: [Sexo: (M (F

Data de Mascimento: [ [

Endereco: [ N® | Complemento:

Bairro: | Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2. Titulo do Projeto de Pesquiza: "Impacto da ingestdo de ingrediente funcional sobre a
saciedade e sadde inte stinal em voluntarios saudaveis”

3. Duragio da Pesquisa: 3 meses

4. Nome do pesquisador responsavel: Profa Dra Elizabete Wenzel de Menezes

(f.‘-argn.f Fungao: docente | N* do Heqistro do Conselho Hegional:

Instituigdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/LISP

5. Voc2 esta sendo convidadol(a) a parficipar da Pesquisa “Impacto da ingestdo de
ingrediente funcional sobre o funcionamento intestinal em voluntarios saudaveis” de
responsabilidade da Profa Dra Elzabete Wenzel de Menezes com colaboracio da Dra Eliana
Bistriche Giuntini, pds-doutoranda da FCF/USP, Fabiana Andréa Hofmann Sarda, doutoranda e
Gabriela Santos Souza, mestrando, ambas do Programa de Pés-graduagio em Ciéncia dos
Alimentos da da FCR/USP.

Os carboidratos ndo disponiveis (gue ndo sio digeridos pelo organismoe humano) produzem
diversos efeitos benéficos ja comprovados em uma ou mais fungdes do organismo humano,
assim pode ser considerado um ingrediente funcional. Os carboidratos ndo disponiveis incluem
os frutanos e o amido resistente (presente na farinha de banana wverde - FBV) que sio
fermentados no intestino grosso e podem estimular a atividade e o crescimento de micro-
organismos benéficos, como as bifidobactérias e lactobacilos (bactérias do trato intestinal com
potencial benéfico a4 saldde humana), e tambem produzir o aumento da saciedade, regular a
liberagdo de insulina e de hormdnios gastrintestinais, entre outros beneficios. Oufro possivel
ingrediente funcional & a nisina, que é utilizada na conservagio de alimentos, cujo efeito sobre
o funcicnamento intestinal € desconhecido. O objetivo desta pesquisa € avaliar o impacto do
consumo regular de refeigbes (sopas prontas congeladas), adicionadas de frutanos, farinha de
banana verde ou nisina (substincia produzida por bacténas consideradas benéficas utilizadas
para conservar alimentos) sobre o funcionamento intestinal, hidrogénic (H.) expirado
(decomente da fermentagdo) e avaliagic da microbiota intestinal (tipos de micro-organisme
presentes no intestino), em pessoas saudaveis. A pesquisa tera a duragioc de 6 semanas e &
considerada de rizco minimo.

Vocé recebera 18 potes de sopas (2 sabores) gue deverdo ser consumidas 3 vezes por
semana, durante seis semanas. As sopas serio a base de came ou frango, adicionadas de
legumes e deverdo ser aquecidas de acordo com a instrugSes para consume, sendo levadas
diretamente do freezer ao micro-ondas. Durante o periodo da pesguisa, vocé devera
comparecer por duas vezes no Depto de Alimentos & Mutrgio Expenmental FCRUSP; em
cada dia vocd devera permanecer por até 7 h, onde sera realzado o Teste de Hidrogénio
expirado, descrito abaioo:
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Teste de Hidrogénio expirade: no primeiro dia e no dOlimo dia da pesquisa, vocé devera
comparecer 3 a 4 h apés o café da manha. Na sua chegada, vocé fara o teste que consiste em
assoprar em um pequenc aparelho, cujo bocal € descartavel. lsso seve para medir a produgao
de gases decorrentes da fermentagio intestinal. Em seguida uma das sopas sera servida. O
mesmo teste serd aplicado num total de seis vezes nos seguintes tempos: 0, 30, 60, 90, 120 e
180 minutos.

Durante o periodo da pesguisa sero também avaliados o funcionamento intestinal e a
microbiota, da seguinte forma:

Avalagio de funcionamento intestinal: vocé receberd um guestiondrio com perguntas sobre
habito intestinal, frequéncia, consisténcia das fezes e desconfortos. Esse guestionario devera
ser preenchido semanalmente durante todo o periodo do estudo (seis semanas).

Avaliagio da microbiota infestinal: no primeiro dia, ao final da terceira semana e no Gltime dia
de ensaio (ou dias proximos), vocg devera coletar amostras de fezes, em potes plasticos
esterilizados formecidos, que dever@o ser mantidos com gelo até entrega no laboratdrio. O
prazo enfre a coleta e entrega das amostras ndo devera ultrapassar 2 h.

Serdo selecionados 160 sujeitos da pesquisa saudaveis, ambos os géneros, com idades entre
18 e 45 anos, que gostem de consumir sopa. Os participantes serdo divididos em quatro
grupos: controle, frutano, FEV e nisina para o consumo regular de sopas (3 vezes por semana/
& semanas).

Poderao participar pessoas em boas condigoes de salde, segundo relato sobre a auséncia de
diabetes, doengas renais e gastrintestinais, hipertirecidismo e sem diagnostico prévio de
diabetes mellitus, nem familiares portadores; as mulheres voluntarias ndo poderdo estar em
pericdo de gravidez, amamentagdo ou relatar terapia hormonal. As pessoas ndo poderdo estar
utiizande gualquer tipe de medicagic qgue afete digestio e absorgo de alimentos (antibidticos,
medicamentos para diarréia e constipagio intestinal) durante o pericdo do estudo. Para
participar € precizo ter fomo de micro-ondas.

Serdo adotados cuidados especiais (néo havera constrangimento ou sangdo: perda de bolsa,
demissao, etc.) para evitar que individuos subordinados cu diretamente ligados ao pesquisador
se sintam obrigados a participarem do estudo. 5

Mao poderio participar pessoas com sobrepeso/obesidade (Indice de Massa Corporal IMC = 25
kg'm®) e baixo peso (IMC = 18,6 kg/m®), relato de doenga, gravidez, ou fratamento de qualquer
espécie, com possiveis distirbios alimentares (anorexia, bulemia) ou problemas intestinais
{diarréia crinica, sindrome de colon imitado, doenga de Chron, retocolite ulcerativa).

A ingestio de alguns tipos de carboidralos pode eventualmente causar ligeiro desconforto
como gases efou colica intestinal, raramente diarréia. As refeigdes serao adicionadas de 8 g de
frutano ou farinha de banana verde, dose segura até mesmo para pessoas que apresentem
problemas gastrintestinais com qualquer alterago na alimentagdo. A quantidade de nisina
adicionada a sopa & a recomendada pelo Ministéric da Agricultura (4 mg).

O bom funcionamento intestinal pode evitar dor abdominal, gases, distensfo abdominal,
anorexia, cefaléia, entre outros sintomas, e reduzir o risco de doengas como apendicite, doenga
de Chron (doenga cronica inflamatdria, caracterizada pelo aparecimento de lesSes em qualquer
parte do trafo gastrintestinal que comproments a absorgio de nutrientes) & hemormdidas, entre
outras.

Vocé tem livre acesso, a gualquer tempo, as informagdes sobre os procedimentos e riscos
relacionados & pesquisa; e pode contar com o pesquisador para esclarecer eventuais dividas.
Yocé tem o direito de retirar seu consentimento a qualguer momento e de deixar de participar
do estudo sem qualquer prejuizo. Tedos os dados pessocais e material coletado serio
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confidenciais e de uso exclusivo para a pesquisa em questio; somente o sujeito da pesquisa
os pesquisadores poderdo ter acesso a estes dados. Caso surjam problemas decorrentes do
consumo, isso deve ssr comunicado imediatamente para as devidas providéncias e
encaminhamento ao Hospital Universitano/USP. Eventuais danos & salde decorrentes da
pesquisa serdo devidamente indenizados.

6. Contato em caso de dividas, intercomréncias clinicas ou reagoes adversas

Pesquisador Responsavel: Profa Dra Elizabete Wenzel de Menezes

Ende : Depto de Alimentos e Nutrigio Experimental da FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 14 05508-200 Sao Paulo - SP

Telefone: (011) 3091-3624 / 3812-7145 (res); e-mail: wenzeldei@usp.br

Peszquisadores colaboradores: Dra Eliana Bistriche Giuntini, tel (011) 3091-3624, e-mail:
elibii@usp br; Fabiana Andréa Hofmann Sarda, tel (011) 3091-3624, e-mail: fahsarda@usp br;
Gabriela Santos Souza, tel. (011) 3091-3624; e-mail: gssouza@usp.br.

7. Consentimento Pos-Esclarecido

Declaro que, apds convenientements esclarecido pelo pesguisador e ter entendido o gue me
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

S&o Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Elizabete Wenzel de Menezes
Ou responsavel legal

Para gualguer questdo, divida, esclarecimento ou reclamagio sobre aspectos éticos dessa
pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo — Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco
13A — Butantd — S30 Paulo — CEP 05508-900. Fone: 3091-3622, fone-fax: 3091-3677 — e-mail:

cepfcfi@usp br
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Anexo B - Parecer CEP/FCF/18/2012 - “Impacto de produto com ingrediente
funcional sobre o perfil de horménios gastrintestinais relacionados a saciedade em

voluntarios saudaveis”
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

_Faculdade de Ciinclas Farmacauticas
Comitd de Etloa e Pesgquies - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADD

' Parecer CEPIFCFME/2012
: Protocolo CEPYFCF/B0E
CAAE: 00E2.0.018.198-11

I = ldentificaglio:

Impacte de produte com ingrediente
funcional sobré o perfll de hormdnios
gasirinteatinais relacionados & saciedade

Dra. Ellana Bistriche Giuntini, Doutoranda
Fabiana A Hoffmann Sarda -

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — FCF-
uspisp

Il - Bumaric Geral do Protocolo:

_Alualmente, indmeros produtos prontos s8o nuiricienalmente aquilibrados,
dé Mmodo & aténder consumidones igis como idosos, pessoas que queram uma
refeicic leve e pratica ou que buscam o centrede de paso corporal. Dentre estes
alimentos, a sopa pode ser citads como uma refeicdo pratica, acessivel e da boa
aceitaido, embora Sej@ considerada de baixa saciedade. A adigio do
ingredantss funcionais 8 sopa pode propiciar maior saciedade que as recaitas
tradicionais, @ também contribwr para um funcionamento intestinal adeguada,
fatores astes que podem raduzir o risco de desemalvimanto de doengas. Esiudos
demonstram gque cearboidratos ri@o disponiveis como os frutamos  (fruto-
oligossacaridens, FOS) e o arhido resistente, que compbe a fibva alimentar, &
aficaz no comtrale da saciedade, da resistdncia & imsulina & dos fiveis
plasmaticos de ghcose,

Meste contexto, o presente irabalho tem por objetivo avaller o Impacto da
adigio de frstanos ou farinha de banana verde (FEV), a formulegdo de sopas,
sabre o perfil plasmatico de hormbnios gastrintestinais relacionados A saciedade
((imsulina, grelina, GLP-1 & PYY). Serfo selecionados 45 wvoluntdrios gque
consumirdo sopas praviaments formuladas & avaliados os niveis plasméticos dos
horménios & o grau de seciedade dos individuos, por perlodo de & semanas.
Espera-se obter um alimento funcional que proporcions maior saciedade, & bem-
SEIET 605 CONSLEMIdOras,

Os objetivos do presente estude sdo: avalier o impacto do consumo
regular de sopas prontas congeladas. -adicionadas de frutanas ou farinha de

Jige. Prod Liwe Proste, o 559, Wiess 11 4 - Okt | bvarsitiris - NP SU500-000 - Bis Mauks - 5P
s 0113 MRIESOTY - FormFun (K} BHH-56TT - o-mmail:
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Anexo C - Parecer CEP/HU/USP 1210/12 - “Impacto de produto com ingrediente
funcional sobre o perfil de horménios gastrintestinais relacionados a saciedade em

voluntarios saudaveis”
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JTT ST

Profa. Dra. Elizabere Wenzel de Menezes
Departamente de Alimentos e Mutrigio Experimental
Faculdade de Sadde Piblica

UNIVERSIDADE DE $A0 PAULD

REFERENTE: Projeto de Pesquisa “Impacto de produte com ingrediente funcional
sobre o perfil de horménios gastrintestinais relacicnados 4 saciedade em voluntirios
saudiveis” — Pesquisador(a) responsdvel: Profa, Dra. Elizabete Wenzel de Menezes —
Equipe de Trabalho: Eliana Bistriche Giuntini, Fabiana A, H. Sards - Registro CEP-
HU/USP: 1210712 — CAAE: 0069.0,018.198-11

Prezada Professora

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade
de S&0 Paulo, em reunifio ordindria realizada no dia 20 de julho de 2012, analisou o
Projete de Pesquisa acima citado, considerando-o como APROVAIND, bem como o
sel Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Lembramos que cabe ao pesquisador claborar @ apresentar o este Comité,
relatdrios anuais (parciais ou final, em fungiio da duragiio da pesquisa), de acordo com
a Resolugdo n® 196/96 do Conselho Nacional de Sadde, inciso IX.2, letra “¢”.

O primeiro relatirio estd previsto ]Jlrll,?. 20 de julho de 2013,

- ! If
Atenciosamentg |

A T

Dr. Mauricio Seckler
Coordenador do Comité de Etica em Pesquiva
Haspital Universitirio da USP

—

COMITE I ETICA BN PESOU S DO HOSPTTAL USIYERSITARID DA USP
wvenida Frefessor Lineu Presies, 268 — Cldade Uniersitirin - 05508008 5o Paglo - SF
Tebsr (111 399457 — Fanz {11) 3001 -04T0 - E-malls pogea ba wep by
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