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Resumo: Os frutanos do tipo inulina (FTI) sdo frequentemente utilizados na elaboracio de
produtos sem gluten devido ao seu potencial de melhorar as caracteristicas fisicas, e a
composi¢ao nutricional dos produtos, € pelos seus potenciais efeitos benéficos a saude das
pessoas com doenca celiaca. Assim, este estudo pioneiro tem como objetivo avaliar o efeito
da ingestdo de produtos sem gluten enriquecidos com FTI sobre a microbiota intestinal e
parametros metabolicos em pacientes celiacos, por meio de um ensaio clinico triplo-cego,
controlado e aleatorizado. Serdo recrutados 80 voluntarios, entre 18 ¢ 40 anos, de ambos os
sexos, portadores de doenga celiaca. Os voluntarios deverdo ingerir diariamente uma por¢ao
de pao sem gluten enriquecido com 4g da mistura de inulina e oligofrutose (Orafti-Synergy1)
¢ um saché contendo 4g da mistura de inulina e oligofrutose, totalizando o consumo de 8g de
FTI/ dia, ou o alimento controle (pao e saché sem a adicdo de FTI) durante o periodo de 90
dias. Orientagdo nutricional sera realizada visando a manutengao do padrao alimentar durante
todo o periodo de estudo. Ao inicio e ao final do periodo de intervengdo serdo realizadas
coletas de sangue e de fezes, além de avaliacdo antropométrica e do consumo alimentar. Os
grupos serdo comparados ao inicio e final da intervencao quanto a composi¢ao da microbiota
fecal, produ¢do de acidos graxos de cadeia curta, parametros metabdlicos relacionados a
fome, saciedade, inflamacao, imunomodulacdo, glicemia e perfil lipidico. Os resultados deste
projeto permitirdo avaliar o potencial de produtos sem gliten enriquecidos com FTI como
nova estratégia terapéutica da dieta isenta de gliten para promover a nutricao e a saude das
pessoas com doenga celiaca.

Palavras-chave: Piao sem gluten; doenga celiaca; frutanos do tipo inulina; prebiotico;

microbiota.



1. Introducao
1.1 Dieta sem gluten

Sabe-se que a caracteristica essencial para uma dieta saudavel ¢ ser variada e
balanceada. No entanto, algumas situagoes clinicas requerem dietas adaptadas, como € o caso
das desordens relacionadas ao gluten, como alergia ao trigo, sensibilidade ndo celiaca ao
gluten ou ao trigo, ¢ a doenga celiaca (DC) (Brouns et al. 2019; Cabanillas, 2019). Na doenca
celiaca inicia-se uma resposta imune, pela ingestdo do gliten, causando inflamagdo da
mucosa, atrofia das vilosidades do intestino delgado e aumento da permeabilidade intestinal.
E possivel que as pessoas tenham distirbios gastrointestinais, fadiga e anemia, além de
aumento dos riscos de osteoporose, doencgas autoimunes e cancer. (Tye-Din, et al., 2010).
Essas doencas ndo tem cura, e apresentam como uUnico tratamento cientificamente
comprovado, a dieta isenta de gluten por toda a vida.

Glaten ¢ um complexo de proteinas de armazenamento composto pelas prolaminas
especificas encontrada nos cereais trigo (gliadinas), centeio (secalinas), cevada (hordeinas), e
aveia (aveninas — incluida apenas em alguns paises), combinadas as gluteninas (Biesiekierski,
2017). A ingestao de gluten para pessoas com DC ¢ tao grave que produtos o contendo devem
ter os rotulos advertidos conforme exigéncia das Leis n°. 8.543 (Brasil, 2006%) e n°. 10.674
(Brasil, 2006b).

A dieta sem gluten ¢ composta por alimentos naturalmente isentos de gluten, tais
como frutas, vegetais, leguminosas, carnes, leite e derivados, pseudocereais e alguns cereais
(como arroz, milho, milheto, sorgo entre outros), além de produtos desenvolvidos com
ingredientes substitutos da farinha de trigo e de outras fontes de gluten (Capriles et al. 2021),
cujo teor de gluten seja inferior a 20 ppm (Codex Alimentarius 2015).

O tratamento requer a orientagdo de profissional especializado para que os pacientes e
seus familiares possam fazer as escolhas alimentares adequadas por meio da selecdo de
alimentos sem gluten, realizem a leitura atenta dos rétulos dos alimentos e fiquem atentos
para evitar a contaminagdo cruzada entre alimentos que ndo contem com aqueles que contém
gluten (Marasco et al., 2020).

Nas ultimas décadas, houve um expressivo crescimento no nimero de seguidores da
dieta sem gluten, em parte devido ao aumento da prevaléncia e conscientizagdo sobre os

distarbios relacionados ao gluten, mas principalmente devido a crenca generalizada de que



essa dieta ¢ mais saudavel e indicada para a perda de peso (Capriles et al., 2021). No entanto,
até o momento, nenhum efeito benéfico da ingestao da dieta sem gluten foi demonstrado em
individuos saudaveis (El Khoury et al. 2018; Brouns et al., 2019).

Um levantamento recente, realizado a partir de estudos publicados nos Ultimos dez
anos em diferentes paises, mostrou que os pdes sem gliten atualmente disponiveis no
mercado sdo caracterizados como produtos de baixa qualidade nutricional, sendo elaborados
majoritariamente com matérias primas refinadas, sem enriquecimento nutricional, e
caracterizados por apresentarem menor teor de proteina, maior teor de gordura, e alto indice
glicémico, em relagdo aos produtos similares com gluten (Aguiar et al., 2021). Desse modo, a
ingestdo frequente de produtos com este perfil nutricional poderia ocasionar um desequilibrio
na homeostase energética e um consequente excesso de peso. Assim, ¢ muito importante
melhorar as caracteristicas nutricionais de paes sem glaten, produto consumido diariamente
por 93% dos celiacos brasileiros, de acordo com a pesquisa realizada por Alencar et al

(2021).

1.2 Influéncia da ingestdo da dieta sem gluten na microbiota intestinal

Em um estudo controlado, realizado em individuos saudéaveis que ingeriram uma dieta
sem glaten durante um més, foi observado uma redugdo nas populagoes de bactérias benéficas
como Bifidobactérias e Lactobacillus e concomitante aumento da populacdao de bactérias
potencialmente patogénicas como Enterobacterias e E. coli. A dieta sem gluten pareceu ser
responsavel por uma redu¢do da carga bacteriana benéfica no limen do intestino grosso, o que
determinou uma diminui¢do na sintese de citocinas pro-inflamatorias e regulatorias, afetando
ndo somente a composicao, mas a fungdo imunologica da microbiota intestinal (De Palma et
al., 2009).

A reducdo na ingestdo de fibras alimentares, associadas a dieta sem gliten poderia
explicar as alteragcdes observadas na microbiota (Sanz, 2010), uma vez que esses compostos
dietéticos constituem uma das principais fontes de energia para a microbiota intestinal.
Quando a ingestao de fibras ¢ limitada, como nos produtos da dieta sem gluten, as espécies
microbianas competem por substratos e os patégenos oportunistas que podem se multiplicar.
Deste modo, a dieta sem gluten é capaz de influenciar a composi¢do da microbiota e sua
funcdo imunologica (Melini and Melini, 2019). No que se refere a microbiota intestinal de
pacientes celiacos, € possivel observar o aumento de bacteroides spp. ¢ a diminuigdo de

Bifidobacterium spp., demonstrando prevaléncia de disbiose (Polo, et al., 2020).



Por isso a adigdo de probiodticos, prebidticos, simbidticos ou poOs-bidticos sdo
estratégias alimentares que permitem melhorar a composi¢do dos alimentos que integram a
dieta sem gluten (Polo et al., 2020), e assim verificar os efeitos da ingestdo destes produtos na
microbiota intestinal do hospedeiro. Compreender esse mecanismo permite aos profissionais
da saude um cuidado e tratamento individualizado e assertivo para restaurar a simbiose e a

saude do individuo (Flandroy et al., 2018) que necessita ou escolhe aderir a dieta sem gluten.

1.3 Pdo sem gluten enriquecido com frutanos do tipo inulina

Dentre os produtos sem gliten, o pao continua sendo o mais investigado em todo o
mundo e apesar do expressivo crescimento do mercado de produtos sem gluten individuos
relatam dificuldade de acesso e insatisfagdo com sua qualidade sensorial e nutricional (Aguiar
et al. 2023; Alencar et al., 2021).

A crescente demanda por alimentos com propriedades funcionais estimula o
desenvolvimento de varios PSG enriquecidos com ingredientes bioativos e, nesse sentido,
realizar pesquisas nesse ambito ¢ de suma importancia para contribuir com a ciéncia e, por
conseguinte, com a saude da populacao.

Os frutanos do tipo inulina (FTI) s@o carboidratos de reserva de frutas e vegetais,
constituidos por multiplas unidades de frutose ligadas por ligagcdes B-(2-1) frutose, frutose.
Sao designados como fibras e prebidticos. Os FTI atendem os atributos de fibra alimentar
sendo “componentes da célula vegetal comestivel; carboidratos (oligossacarideos e
polissacarideos); resisténcia a hidrolise por enzimas alimentares humanas (mamiferos);
resisténcia a absor¢do no intestino delgado; hidrolise e fermentacdo (parcial ou total) pelas
bactérias no intestino grosso” (Roberfroid, 2007).

Define-se prebidticos como sendo “um substrato que ¢ utilizado seletivamente por
microrganismos do hospedeiro conferindo um beneficio a saude" (Gibson et al., 2017).
Devido a sua configura¢do quimica, ndo sdo digeridos no trato gastrointestinal (TGI) humano
e sdo utilizados como substrato preferencial para fermentacao e estimulam o crescimento de
bifidobactérias, bactérias promotoras da saude (Drabinska 2016; Roberfroid, 2007).

Os FTI sdo encontrados em alimentos, como banana, alho, cebola, arroz, centeio,
cevada, trigo, e em especial, na raiz da chicoéria, principal fonte de extragdo para o uso em
escala industrial (Morreale et al., 2019; Pimentel et al., 2012; contado, 2009). A produgao
comercial de FTI ocorre por meio da extracdo das raizes de chicodria, utilizando-se agua

quente, separacao e secagem (Pimentel et al., 2012; Roberfroid, 2005).



Ao que se refere a nomenclatura dos FTI, oligofrutose e frutooligossacarideos sdo
usados para nomear pequenos oligdmeros de inulina com GP max. < 9. Para a identificar os
oligbmeros e os polimeros, sdo utilizados os termos inulina ou inulina de cadeia longa ou de
alto peso molecular (Roberfroid, 2007). A classificacao de acordo com grau de polimerizagao
(GP), se apresenta como: oligofrutose (GP variando de 2 a 8, GP médio de 4), inulina padrao
(GP de 10-60, GP médio de 12), inulina de alto peso molecular (GP médio de 25), e inulina
enriquecida com oligofrutose (Capriles et.al, 2021).

Considerando seus diferentes graus de polimerizagdo, os FTI podem apresentar
diferentes propriedades fisico-quimicas de acordo com o GP, o que determina diferentes
aplica¢des em alimentos (Franck, 2002; Roberfroid, 2007). Assim, os FTI de cadeia curta sdo
mais solaveis e mais doces que a inulina de cadeia longa e podem ser usados como substitutos
do agucar em produtos com baixo teor caldrico. Enquanto a inulina apresenta menor
solubilidade, maior viscosidade e por isso pode ser utilizada como substituto de gordura
(Drabinska 2016), sem comprometer sabor ou textura de produtos tais como bebidas lacteas,
queijos, iogurtes, cremes, molhos e sobremesas lacteas, por promover textura suave e
cremosa; além de produtos carneos com baixo teor de gordura; bem como para incrementar o
teor de fibra de snacks e cereais matinais extrusados e de produtos de panificacdo (Drabinska
2016; Roberfroid, 2007).

Para atender as necessidades nutricionais e promover a saude dos pacientes celiacos, a
suplementagdo da dieta sem gliten com suplementos bioticos tem grande potencial como
importante intervengao nutricional visando a homeostase da microbiota intestinal, o que pode
trazer inimeros beneficios relacionados ao sistema intestinal, imunoldgico, dsseo entre
outros. Recentes revisdes de literatura t€m demonstrado que apesar da rigorosa adesdo a dieta
isenta de glaten, os pacientes com doenga celiaca apresentam disbiose intestinal (Marasco et
al. 2020; Polo et al. 2020; Krupa-Kozak and Drabinska 2022).

Estudo de suplementagdo com prebidticos (mistura de inulina e oligofrutose - Orafti-
Synergy1) demonstrou o efeito bifidogénico e o potencial para aumentar a absor¢do de célcio
e ferro em criancas celiacas (Drabinska et al., 2018a, b, 2019). At¢ o momento, ndo foi
encontrada nenhuma publicagdo relatando a intervencdo nutricional com produtos
enriquecidos com FTI em pacientes celiacos; o que pretendemos realizar de modo pioneiro no
presente estudo. Para tanto, serdo utilizados o pdo sem gluten enriquecido com 8% de FTI
(Orafti-Synergyl) desenvolvido em estudos prévios de otimizacdo da composicdo e

aceitabilidade pelo nosso grupo de pesquisa (Capriles & Aréas 2010, 2013).



A inulina e a oligofrutose sdo as fibras que contribuem com o aumento da viscosidade
do bolo alimentar no estdbmago e no intestino delgado, diminuindo a resposta glicémica pds-
prandial (AACC, 2001).

Capriles e Aréas (2013) foram pioneiros em adicionar elevada quantidade de FTI em
PSG, obtendo produtos enriquecidos com 4g da mistura de inulina e oligofrutose (Orafti-
Synergyl) na por¢do de 50% de PSG. Em estudo subsequente, Muniz (2016) mostrou que ¢
possivel adicionar até 30% de inulina de alto grau de polimerizagdo (DP> 23), combinada a
131,6% de agua (base farinha) sem alterar de forma significativa as propriedades fisicas e a
aceitabilidade de PSG, obtendo produto enriquecido com 4g FTI/ por¢do. Nos dois estudos foi
possivel triplicar o teor de fibra em relacdo ao produto controle, melhorar as propriedades
fisicas e a aceitabilidade dos PSG, bem como prolongar a maciez e vida de prateleira dos
paes.

Até o momento, nenhum estudo avaliou o potencial prebidtico de produtos sem gliten

enriquecidos com FTI, quer seja em estudos in vitro, in vivo ou ensaios clinicos.



2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da ingestao de produtos sem gluten enriquecidos com frutanos do tipo

inulina sobre a microbiota intestinal € parametros metabolicos em pacientes celiacos.

2.2 Objetivos especificos

. Verificar a ocorréncia de disbiose intestinal em celiacos brasileiros adultos.

. Analisar o perfil lipidico, metabdlico, inflamatério e imunoldgico de celiacos
brasileiros adultos.

. Avaliar o efeito da ingestdo de produtos sem gliten enriquecidos com FTI sobre a
microbiota intestinal e reversao da disbiose.

. Avaliar o efeito da ingestdo de produtos sem gluten enriquecidos com FTI sobre o
perfil metabdlico, inflamatério e imunomodulacdo dos voluntarios portadores de
doenga celiaca.

. Verificar a influéncia da ingestdo de produtos sem gliten enriquecidos com FTI nos

parametros de composi¢ao corporal, ingestdo alimentar, fome e saciedade.

3. Materiais e métodos
3.1 Produtos sem gluten enriquecidos com frutanos do tipo inulina

A intervencao consiste na ingestdo didria, por 90 dias, de 50g de PSG enriquecido com
4g FTI no desjejum, pela manha e consumo de 1 saché com 4g de FTI pela tarde, totalizando
o consumo diario de 8g FTI. Os paes, possuem curta vida de prateleira. Assim, sera realizado
um teste prévio para definicdo das condigdes de ultracongelamento e armazenamento
refrigerado por até 3 meses, com o intuito de definir a vida de prateleira com base em
métodos instrumentais e sensoriais de avaliacdo da qualidade de paes. Esses resultados
permitirdo definir a frequéncia de entrega das amostras para os voluntarios, e as orientagdes
de como realizar o descongelamento para consumo.

Serdo utilizadas as formulagdes enriquecidas com 8% da mistura de inulina e

oligofrutose (Orafti-Synergyl), que € uma combinacdo de FTI fisiologicamente mais ativos



que as fragdes individuais (Roberfroid, 2007), e pelo histdérico de intervengdo em criangas
com doenga celiaca.

A inulina combinada com oligofrutose (Orafti-Synergyl) comercializada no Brasil,
sera fornecida pela empresa Bené S.A. Os demais ingredientes para produgdo dos PSG serdo

adquiridos no mercado local.

3.2 Ensaio clinico

Ensaio clinico triplo-cego (voluntarios, equipe de campo, e responsavel pela andlise dos
dados), controlado e aleatorizado, recrutara 80 voluntarios. O calculo amostral foi obtido de
acordo com Hulley (2015). Para a obten¢ao do calculo amostral, considerou-se: utilizagao do
teste T de Student; n como sendo o tamanho da amostra; alfa de 0,05; beta de 0,8; 6mega de
17,74; o tamanho do efeito esperado como sendo 0,4472, tem-se aproximadamente 80
pacientes (n=79,7252). Para a inclusdo do estudo, os participantes devem ter entre 18 e 40
anos, de ambos os sexos biologicos, portadores de doenca celiaca em tratamento com dieta
isenta de gluten ha pelo menos 1 ano. Os participantes serdo recrutados por meio de redes
sociais, além da divulgagao nos grupos virtuais de ambulatorios de gastroenterologia das
universidades paulistas, além das associacdes de celiacos. Ainda, como critério de inclusdo,
os voluntarios devem possuir o habito de consumir algum tipo de PSG no desjejum, pela
manha e realizar lanche da tarde. Como critério de exclusdo, ndo serdo aceitos no estudo
voluntarios que apresentem alguma doenca metabolica adicional, gestantes e lactantes, que
estejam em tratamento médico e/ou medicamentoso, que facam uso de probioticos,
prebioticos, simbioticos, reguladores intestinais ou qualquer outro tipo de suplemento.

Os voluntarios comparecerdo a um laboratorio clinico do campus Baixada Santista ou
do campus Sao Paulo da UNIFESP em quatro momentos do estudo. No dia 1, sera realizada
anamnese, recordatorio alimentar de 24h (R24h dia anterior), ¢ avaliagdo de medidas
antropométricas (peso, estatura, circunferéncia da cintura, dobras cutaneas e bioimpedancia),
e aplicagdo do questionario de sintomas gastrointestinais. Os voluntarios serdao acompanhados
de modo remoto para a aplicagdo de um R24h, referente ao final de semana, para totalizar
trés avaliacdes na semana anterior a coleta de amostra de fezes, sendo o ultimo referente a
véspera do dia da coleta da amostra. Os voluntarios serdo instruidos a realizar coleta de
amostra de fezes (dia 7). Para isso, todos receberdo um kit coletor de fezes (Coloff) e serdao

instruidos sobre como realizar a coleta. No dia 7 os voluntarios devem retornar ao laboratério



em jejum, na parte da manhd para coleta de sangue, entrega da amostra de fezes e nova
anamnese para aplicacdo de R24h e retirada dos paes e barrinhas de cereal.

Os voluntarios serao alocados por randomizacao simples em dois grupos, intervengao
e controle, mantendo paridade entre nimero de homens e mulheres, e idade média do grupo,
tempo de diagnostico da doenga celiaca e de tratamento com a dieta isenta de gliten de modo
a manter os grupos com caracteristicas homogéneas.

Todos os participantes estardo em tratamento, que € a dieta isenta de gluten. O grupo
placebo recebera um pao sem gliten (sem adi¢ao de FTI) e saché contendo maltodextrina. E o
grupo intervencao receberd o pao sem gluten acrescido de FTI e saché contendo FTI. Assim,
o placebo se faz necessario para identificar se as mudangas ocorridas no organismo do grupo
intervencgdo sao decorrentes dos frutanos (fibra alimentar inulina e oligofrutose), garantindo a
validade ¢ a confiabilidade dos resultados. Serao orientados aos voluntarios substitui¢oes de
consumo de alguns alimentos padrdo por estes produtos oferecidos. As recomendagdes de
armazenamento € consumo serdo oferecidas juntamente com a entrega dos paes e dos sachés.
Sera entregue também aos voluntarios um novo kit de coleta de fezes, a ser coletado no dia
49, novos formularios para preenchimento de didrio alimentar, a serem preenchidos nos dias
46 e 48. No dia 50, os voluntarios retornam ao laboratério na parte da manha e em jejum,
trazendo a amostra de fezes e diarios alimentares. Sera realizada nova coleta de sangue e
medidas antropométricas. No dia 95, os voluntarios retornam ao laboratério na parte da
manha e em jejum, trazendo a amostra de fezes coletadas no dia 94 e diarios alimentares.
Serd realizada nova coleta de sangue e medidas antropométricas. Durante os 90 dias, havera
contato semanal com os voluntarios para duvidas, relatos e conferéncia do protocolo de
ingestdo de paes. Caso o tratamento se mostre eficaz ao final do estudo, 0 mesmo tratamento
sera disponibilizado ao grupo controle. Apds a finalizagdo do estudo, os mesmos
procedimentos aplicados ao grupo cujo resultado foi mais efetivo, serd disponibilizado para

0S outros grupos

3.3 Coleta de soro/ plasma

Um profissional de enfermagem, biomédico ou farmacéutico clinico realizara a coleta
das amostras de sangue por puncao venosa do brago (15mL), no laboratério da Profa. Daniela
Caetano Gongalves, Rua Silva Jardim, 136. Apos a coleta em tubos com a tampa amarela
apropriados, com o nome de cada paciente e a data da coleta, o material serd embalado e

colocado em cooler de transporte para ser levado ao laboratério das andlises clinicas.
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Entregue o material a equipe, tais amostras serdo armazenadas a -20°C para analises
posteriores. As amostras serdo centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, o
soro/plasma serd armazenado em microtubos plésticos e estocado em freezer a —80°C para
posterior analise. O ideal ¢ que os exames sejam feitos apds a coleta, se ndo for possivel, o
material, ja centrifugado, serd refrigerado e analisado assim que possivel. O material sera
analisado no setor de bioquimica. As concentragdes séricas de glicose, colesterol total,
lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de alta densidade (HDL) e triacilglicerol
serdo quantificadas, utilizando-se kits comerciais (Glicose liquiform ref. 133, TTriglicérides
Liquiformref. 87, HDL LE ref. 98, LDL Liquiform ref. 111). Apds as andlises, o residuo sera
etiquetado e armazenado em sacos brancos e serd descartado como residuo do tipo A pelo

responsavel técnico do laboratoério.

3.4 Avaliagdo do conteudo plasmatico de hormoénios metabolicos e biomarcadores

inflamatorios e de imunomodulagdo

A afericdo do conteudo plasmatico de hormdnios e biomarcadores de inflamacao
(Amilina, Peptideo-C, Grelina, GIP, GLP-1, Glucagon, IL-6, Insulina, Leptina, MCP-1, PP,
PYY, TNF-alfa, IL1B e IL6) sera realizada em trés momentos (inicio do estudo, 45 e 90 dias
apds ingestdo dos produtos). Serd feita incubagdo da amostra de soro com mistura de
microesferas MagPlex® cobertas com diferentes anticorpos por 2 horas; detec¢do dos
antigenos-alvo ligados as microesferas com uma mistura de anticorpos de captura biotinilados
e incubagdo por 1 hora; seguido de incubagdo com streptavidina marcada com phycoerithrin
por 30 minutos. As microesferas serdo, entdo, identificadas por meio da phycoerithrin usando
se o instrumento Luminex® MAGPIX (Life Technologies). Apds a leitura do aparelho, os
valores de cada hormodnio e adipocina serdo analisados no software Analyst 5.1 e,

posteriormente, relativizados pela concentracdo de proteina total.

As andlises referentes a imunomodulacdo envolvem linfécitos, macréfagos, neutrofilos,

células T CD4+, células TCD8+ e células B.

3.6 Analises e/ou procedimentos de biomarcadores da imunomodulagado

3.6.1 Procedimento de estimulagdo in vitro de sangue total com lipopolissacarideos (LPS)
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Com resultados comparados a amostra controle com Solu¢do Salina (PBS) de acordo com o
método de Abbasi. ef al (2013). A estimulagdo in vitro sera utilizada como um procedimento
preparatério para induzir a ativacdo das células imunes presentes no sangue total recém-
coletado. O objetivo ¢é verificar a capacidade funcional dessas células, observando se
apresentam maior ou menor responsividade ao estimulo. Para a realizacdo do procedimento,
serdo coletados 5 mL de sangue total, obtidos por pun¢do venosa, em tubo estéril com
anticoagulante. E essencial que o sangue seja fresco, ndo tenha sido congelado previamente e
seja manipulado imediatamente ap6s a coleta. Durante o transporte até o local de
processamento, o material sera mantido sob resfriamento leve, entre 4 °C e 10 °C, evitando
variagdes bruscas de temperatura. Logo apds a chegada ao laboratério, o sangue sera
fracionado em aliquotas e exposto ao lipopolissacarideo (LPS). O LPS atua como um agente
estimulador do sistema imune inato, desencadeando a producao de mediadores inflamatorios e
permitindo avaliar o grau de ativacdo ou responsividade das células presentes no sangue do
participante. Apo6s o periodo de incubacdo previamente definido no protocolo laboratorial, as
amostras estimuladas serdo entdo processadas conforme os métodos analiticos especificos do
estudo. A estimulacdo com LPS, portanto, ndo constitui uma analise independente, mas um
passo preparatério fundamental para gerar o material bioldgico necessario as avaliagdes

subsequentes.
3.6.2 Isolamento de neutrofilos

Serdo realizados apds a incubagdo, onde serd transferido 5 mL de sangue em tubos falcon
contendo 3 mL de Histopack 1077 e 3 mL de Histopack 1119 que seré centrifugado por 30 min
a 400 G. Apos a centrifugacdo serdo separados o plasma e os neutrofilos. O plasma serd
armazenado em tubos Eppendorf de 2000 puL e congelado a -80°C para andlise posterior,
enquanto os neutréfilos serdo transferidos para outro tubo falcon 15 mL onde sera acrescentado
5 mL de PBS e centrifugado a 400 G por 10 min, sobrenadante serd descartado e as células
serdo ressuspendidas com 1 mL (PBS) para purificar as células e contadas com a ajuda de um

microscopio optico e a camara de Neubauer.
3.6.3 Ensaio de fagocitose

Sera utilizada para avaliar a capacidade das células do sistema imunologico, como macrofagos
e neutrofilos, de engolfar e digerir particulas estranhas, como bactérias. sera utilizado o kit
CytoSelect™ 96-Well Phagocytosis Assay (E. coli Substrate), que permite quantificar a
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fagocitose de E. coli pelas células. As células isoladas sdo incubadas com particulas de E. coli
marcadas, presentes no kit. As células fagocitam as particulas durante o periodo de incubagao,
geralmente de 1 a 2 horas a 37°C. Apds a incubagdao, um leitor de microplacas avaliara a

absorbancia, indicando o nimero de particulas fagocitadas.
3.6.4 Ensaio de produgdo de peroxido de hidrogénio

Essa técnica sera utilizada para medir a capacidade das células imunes de gerar espécies
reativas de oxigénio, a producdo de perdxido € uma parte critica da resposta oxidativa, que
contribui para a destruigdo de microrganismos fagocitados, ou seja, avalia a eficicia da
resposta imune inata das células analisadas. O kit CytoSelect™ 96-Well Phagocytosis Assay

(E. coli Substrate) serd novamente empregado para essa analise.

3.7 Analise de biomarcador da inflamagdo
3.7.1 Proteina C-reativa (PCR)

Com o objetivo de complementar a avaliacdo do estado inflamatério dos participantes, a
dosagem do marcador inflamatério da proteina C-reativa (PCR) foi inserida e serd realizada

com o Kit Proteina C—Reativa (PCR) — Labtest.

3.5 Avaliagdo de dcidos graxos de cadeia curta fecais e de composi¢do da microbiota

intestinal

Os participantes serdo instruidos a coletar de 20 a 30 g de amostra fecal diretamente em
frasco estéril de acordo com procedimentos técnicos pré-estabelecidos (Carli 2008) e, em
seguida, manté-los refrigerados a 4°C por até 12 horas. Entregue o material a equipe, tais
amostras serdo armazenadas a -20°C para andlises posteriores. A analise de acidos graxos de
cadeia curta serd realizada em parceria com a Profa. Dra. Elizabeth A. F. S. Torres da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao Paulo (USP), e a composi¢dao da
microbiota intestinal empregando o sequenciamento do gene 16S rRNA sera realizada em
parceria com o Prof. Dr. Christian Hoffman, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

USP.
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A quantificagdo dos acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato) das
fezes sera realizada de acordo com o método proposto Zhao et al. (2005), utilizando acido
cloridrico para obteng¢do do sobrenadante. As fracdes lipidicas dos tecidos, bem como a
dosagem de AGCC das fezes serdo analisados por cromatografia gasosa (GC), acoplada a um
ionizador de chama (FID) (VARIAN GC 3900).

O perfil de acidos graxos sera identificado por comparag¢do do tempo de retengdo na
chama i6nica, usando um padrdao conhecido de ésteres metilicos (FAME) (Supelco, 37
componentes, Sigma Aldrich) para os tecidos, e um padrdo conhecido de mistura de AGCC
livres (Volatil free Acid mix, Sigma-Aldrich) para as fezes.

Serao feitas diluicdes para obtengdo das solugdes padroes. Uma aliquota de cada
amostra sera injetada com auxilio de seringa em sistema Sprites no cromatdgrafo em fase
gasosa (Shimadzu GC-2014 Scientific Instruments-Inc-Japan), a 145° C a ser realizado em
parceria com a Profa. Dra. Elizabeth Aparecida Ferraz da Silva Torres, na Faculdade de
Saude Publica da USP. Cada 4cido graxo presente serd identificado e quantificado por
comparag¢do com os tempos de retencao e concentracdes dos AGCC nas solugdes padroes. Os
calculos serdo feitos pelo microcomputador acoplado ao sistema de cromatografia gasosa
equipado com o software GCSolution® (Shimadzu GC-2014 Scientific Instruments-Inc-
Japan).

O sequenciamento do DNA extraido e amplificado sera realizado em um sequenciador
Illumina. As etapas sdo quebra da parede celular bacteriana, purificacio do DNA e
quantificagdo. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificagdo dos DNAs
extraidos serdo o 515F e o 806R com adicao de sequéncia de cddigo de barras (barcodes) e de
adaptadores para sequenciamento Illumina. A regido V4 do gene 16S rRNA sera utilizada
como alvo para identificar espécies bacterianas presentes nas amostras. Os produtos de PCR
serdo purificados e quantificados por fluorometria, seguido as analises de bioinformadtica e

posterior analise estatistica.

3.6 Avaliag¢do antropométrica e composi¢do corporal

As medidas antropométricas dos participantes serdo realizadas no laboratdrio clinico da
UNIFESP, nos campus Baixada Santista e/ou Sdo Paulo. Para garantir precisdo, os participantes
serdo orientados, conforme protocolo de preparo para a realizagdo das medidas. A massa
corporal (peso) serd obtida com uma balanga antropométrica calibrada, com precisao de 100

gramas, € a altura serd medida utilizando um estadidmetro, com precisdo de 0,01 metros,
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permitindo o cdlculo do indice de massa corporal (IMC) através da formula
(IMC=peso/altura?). As circunferéncias de punho, quadril, abdomen serdo realizadas utilizando
uma fita métrica ineldstica, com precisao de 0,1 cm. A composi¢ao corporal sera analisada por
meio do exame de bioimpedancia elétrica (BIA), utilizando um Analisador de Bioimpedancia
calibrado (Biodynamics Corporation, Shoreline, WA®). Este método estimara a massa de
gordura e a massa livre de gordura. Todos os participantes serdo orientados conforme protocolo
de preparo para realizacao do exame de bioimpedancia elétrica (BIA). O exame sera realizado
com o participante em posi¢do supina, com bracos e pernas afastados a 30-45 graus do tronco, e

eletrodos adesivos serdo aplicados no pulso e tornozelo direitos.

3.7 Analise dos sintomas gastrointestinais

O Gastrointestinal Symptom Rating Scale (GSRS) sera utilizado para avaliar sintomas
gastrointestinais especificos de pacientes com doenga celiaca. O questionario ¢ validado para a
populacao brasileira e amplamente utilizado como patient reported outcomes (PROs) para
pessoas com doenca celiaca. Este instrumento de avaliagdo € composto por 15 perguntas
divididas em 5 dominios sintomaticos: Refluxo, Dor abdominal, Indigestdo (dispepsia),
Diarreia e Constipagdo. Para o céalculo ¢ usada uma Escala Likert de 7 pontos (1 = sem
sintomas, 7 = sintomas intensos/frequentes). Essa ferramenta sera empregada para monitorar e

comparar os sintomas gastrointestinais dos participantes antes, durante e apos a intervengao,

(Canestaro et al., 2016; Souza et al., 2016).
3.8 Devolutiva dos resultados

Ao final do estudo, todos os participantes terdo acesso aos resultados finais da pesquisa

por meio do e-mail.

3.9 Pipelines utilizados para realizar a pesquisa

Pipeline de Metagenomica: I. analisar a composi¢do da microbiota intestinal e identificar
desequilibrios (disbiose) em pacientes celiacos. II. Comparar a microbiota intestinal antes e

depois da intervengdo com produtos sem gluten enriquecidos com FTI.
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Pipeline de Metabolomica: identificar e quantificar metabolitos presentes em amostras
biologicas (sangue), a fim de avaliar o perfil metabdlico. II. Avaliar as mudangas no perfil

metabolico antes e depois da intervengao com produtos sem gluten enriquecidos com FTI.

Pipeline de Anélise de Dados Lipidicos: avaliar o perfil lipidico, que pode incluir analise de

lipidios no sangue.

Pipeline de imunomodulacdo: a imunomodulacdo serd investigada por meio da resposta
inflamatoéria induzida em sangue total apos estimulo com LPS, permitindo avaliar a capacidade
funcional das células imunes frente ao desafio. O material obtido apds a incubagdo sera
utilizado para determinar o perfil de citocinas e demais mediadores relacionados a ativagdao do

sistema imune.

Pipeline de Analise de Dados de Composicao Corporal: avaliar as mudangas na composig¢ao

corporal dos participantes.

Pipeline de Anélise de Dados de Ingestdo Alimentar: avaliar os padrdes de ingestdo alimentar

dos voluntarios.

Pipeline de Analise de Dados de Satisfacao e Saciedade: avaliar os niveis de fome e saciedade

dos participantes.
3.10 Tratamento antes de realizar a pesquisa versus apos

Atualmente, o Unico tratamento seguro e cientificamente comprovado para a doenca
celiaca, ¢ a dieta isenta de gluten por toda a vida. Com isso € possivel evitar os sintomas e
complicacdes associadas a esta patologia. Assim, recrutaremos participantes que ja estdo
habituados a esta dieta ha pelo menos um ano. A principal alteracdo desta dieta ¢ a exclusdo do
consumo de cereais que contém gluten da alimentagdo, ou seja, trigo, centeio e cevada, € os
seus derivados como produtos de panificagdo e massas alimenticias. Dentre os produtos sem
glaten, o pao ¢ o mais consumido pelos celiacos brasileiros, em frequéncia diaria por 93% dos
participantes da pesquisa de Alencar et a/ (2021). Assim, o pao sem gluten ja faz parte dos
habitos de consumo desta populagdo. Portanto, nossa intervencdo nao provocara alteragdes no
tratamento. Iremos fornecer um pao sem gliten a ser consumido diariamente de manha, e um

saché contendo a mistura de inulina com oligofrutose a ser consumido diariamente a tarde.

3.14 Informagoes sobre o biorrepositorio e descarte de material
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A Resolugdo 441/11 Art. °1 item II afirma: “Art.: colecdo de material bioldgico
humano, coletado e armazenado ao longo da execu¢do de um projeto de pesquisa especifico,
conforme regulamento ou normas técnicas, ¢€ticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais”.
Dessa forma, o pesquisador responsavel por tal servico € a Profa. Dra. Vanessa Dias Capriles,

cujo enderego eletronico ¢ vanessa.capriles@unifesp.br, do Departamento de Biociéncias. O

endereco ¢ Edificio Mariangela Duarte, na Rua Silva Jardim, n® 136, em Santos - SP, CEP:
11015-020. O telefone ¢ (11) 3885-4255. As amostras de sangue e fezes serdo utilizadas apenas
para as andlises previstas no estudo. Apds seu processamento, todo o material sera inutilizado,
serdo acondicionadas em recipientes apropriados, identificados como residuo bioldgico e
descartado conforme normas de biosseguranca, como residuo biologico do Grupo A, por meio

dos procedimentos adotados pela instituicao (autoclavagem e posterior eliminac¢do segura).

4. Analise dos dados

A definicdo do tempo de armazenamento congelado dos pdes serd realizada pela
verificagdo da estabilidade das caracteristicas de textura instrumental e sensorial, com o
auxilio de testes de comparagdao de médias e da analise fatorial multipla, que sera realizada no
software XLSTAT (Addinsoft, USA). As variaveis de caracterizagdo dos grupos controle e
intervengdo no momento pré-intervengdo (baseline) serdo comparadas por teste ¢+ de Student
para variaveis continuas e por Qui-Quadrado (y’) para variaveis categoricas. Os efeitos da
intervencdo serdo avaliados pelo teste GLM (General Linear Model). Estes testes serdo
realizados no programa Statistica (Tibco Software Inc., USA).

Os efeitos da interven¢do na microbiota intestinal serdo avaliados por medidas de alfa
e beta diversidade, assim como para as possiveis mudangas em taxons presentes na microbiota
dos voluntarios. Beta diversidade serd medida usando distdncias Unifrac ponderada e nao
ponderada (Lozupone et al. 2010), seguida de testes de PERMANOVA para determinar
influencias globais na microbiota. Taxons serdo identificados e agrupados em Amplicon
Sequence Variantes (ASV). ASVs e medidas de alfa diversidade, como diversidade
filogenética de Faith, serdo analisadas por testes paramétricos € ndo paramétricos adequados, €
quando possivel por GLM para determinar o efeito da interven¢do em grupos especificos da
microbiota gastrointestinal. As analises bioinforméaticas serdo conduzidas usando o software

Qiime (Caporaso et al. 2010).
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4.1 Andalise dos eventos adversos

Sera realizado um plano de acompanhamento e de andlise de eventos adversos que
incluirdo o sistema de notacdo e os critérios de avaliagdo empregados. O sistema de notacao
sera o padrao, isto €, os eventos serdo classificados como I. leve: sintomas leves e transitorios
que ndo tenham interferéncia consideravel na qualidade de vida do paciente e que ndo
demandem atuagdo médica ou algum tratamento especifico; II. moderado: sintomas moderados
que afetem a qualidade de vida do paciente, pode ser necessario o médico, mas que o paciente
ndo sofra risco a satde severo, esses sintomas sdo trataveis e reversiveis; III. grave: sintomas
graves que apresentem risco severo a saude, ¢ necessario que o médico atue imediatamente,
caso contrario, pode haver complicacdo séria e danos permanentes ao paciente.

Os participantes deverdo fazer o registro alimentar e caso sintam algum sintoma
diferente - como I. leve: flatuléncias, aumento da frequéncia de evacuagdes, desconforto
abdominal leve e eructagdo; II. moderado: dor abdominal, diarreia, nausea, vOmitos
persistentes ¢ moderados; II1. grave: diarreia grave, desidratagdo, anafilaxia e outros - deverao
informar o pesquisador e/ou relatar ao proprio médico. Em caso de eventos adversos
moderados ou graves, o participante da pesquisa devera ser tratado com o médico e podera ser
retirado do estudo. Os dados relatados serdo analisados periodicamente ao longo do estudo e

havera controle de qualquer evento que tenha acontecido por meio de relatorios.

4.2 Critérios de encerramento ou suspensdo da pesquisa e andlises interinas
De modo antecipado, a pesquisa pode ser encerrada caso os resultados conclusivos
sejam encontrados antes do término planejado. Nao sdo esperados riscos para a pesquisa, mas,
para a seguranca dos participantes, haverd conferéncia dos relatorios de efeitos adversos
relatados, caso existam, para que, dessa forma, o tratamento possa ser considerado eficaz ou

nao.

5. Aspectos éticos

O protocolo experimental do projeto sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
UNIFESP e cadastrado na plataforma Brasil para aprovagdo da andlise sensorial e do ensaio
clinico. O estudo com seres humanos serd iniciado somente apds a obtengdo de parecer
favoravel. Os participantes voluntarios serdo convidados ao estudo com consentimento

informado através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O protocolo experimental
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sera cadastrado na plataforma REBEC de ensaios clinicos. Os voluntarios serdo informados a
respeito da composi¢do dos paes, evitando assim, que consumam algo que nao gostem ou que

tenham alergia (possiveis alergénicos: leite e ovo).

6. Resultados esperados

Verificar a viabilidade de produtos sem gluten como veiculos de compostos bioativos
prebidticos, considerando o impacto de sua ingestdo na microbiota intestinal e parametros
metabolicos e de imunomodulagdo. Este estudo pioneiro, podera auxiliar a elaboragdo de nova
estratégia terapéutica auxiliar a dieta isenta de glaten para promover a nutri¢do e a saude das
pessoas com doenga celiaca. O conhecimento gerado, auxiliard no delineamento de novos

estudos clinicos do nosso grupo de pesquisa, como de outros grupos que pesquisam este tema.

7. Financiamento

Este projeto ¢ financiado com a bolsa de doutorado direto da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo - FAPESP (processo 2023/09345-2) e estd vinculado ao
auxilio a pesquisa da FAPESP (processo 2021/06643-7), modalidade Jovem Pesquisadora Fase
2, de responsabilidade da orientadora. O projeto também ¢ financiado com a bolsa de

doutorado do Conselho Nacional Cientifico e Tecnologico - CNPq (processo 174209/2024-0).
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