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RESUMO

Introducao: Inimeros fatores contribuem para o aumento da obesidade em todo o
mundo. Recentemente, a microbiota intestinal ganhou destaque devido ao seu poder de
predispor ou inibir o ganho de peso. Alguns nutrientes s&o capazes de alterar a
composi¢cao da microbiota intestinal, 0 que pode trazer efeitos benéficos ou maléficos,
como a obesidade. O aminodacido L-glutamina, além de suas inumeras funcoes
organicas e imunoldgicas, é conhecido por desempenhar importante papel no trofismo
intestinal. O objetivo do presente estudo foi investigar alteracbes na composicdo da
microbiota intestinal de individuos com sobrepeso ou obesidade apés suplementacao
oral com L-glutamina.

Métodos: Voluntarios com sobrepeso ou obesidade foram selecionados para ingerir
30g de L-glutamina (GLN) por via oral ao dia, por um periodo de quatorze dias. O grupo
controle recebeu L-alanina (ALA) no mesmo tempo e proporcdo. Amostras de sangue e
fezes foram coletadas para andlises. Para classificacdo taxondmica das bactérias
intestinais, foi realizado sequenciamento do gene 16S RNA ribossomal. Andlises de
bioinformatica foram conduzidas com base no banco de dados RDP (Ribosomal
Database Project). Para andlise dos dados, estratégias estatisticas variadas foram
utilizadas.

Resultados: Apds quatorze dias de suplementagao, os participantes do grupo GLN
exibiram diferencas significativas nos filos Actinobacteria e Firmicutes e nos géneros
Dialister, Dorea, Pseudobutyrivibrio e Veillonella, comparados com o grupo ALA. A
razdo F / B (Firmicutes / Bacteroidetes), um bom biomarcador para a obesidade,
reduziu de 0,85 para 0,57 no grupo GLN e ao contrario, aumentou de 0,91 para 1,12 no
grupo ALA.

Conclusao: A suplementagdo oral do aminoacido L-glutamina, em humanos com
sobrepeso e obesidade, por um periodo de quatorze dias, promove alteracdes na

composi¢cao da microbiota intestinal similares as promovidas pela perda de peso.

Palavras chave: Microbiota intestinal, glutamina, actinobacteria, sobrepeso, obesidade.
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ABSTRACT

Introduction: Several factors contribute to the increase of obesity worldwide. Recently,
the gut microbiota gained prominence due to its power to predispose or inhibit weight
gain. Some nutrients are able to change the composition of the gut microbiota, what can
bring beneficial or harmful effects, such as obesity. The amino acid L-glutamine, in
addition to its numerous organic and immune functions, is known to play an important
role in intestinal tropism. The aim of this study was to investigate changes in the
composition of the gut microbiota of overweight or obese adults after oral
supplementation with L-glutamine.

Methods: Overweight or obese subjects were selected to orally ingest 30g of L-
glutamine (GLN) daily for a period of fourteen days. The control group received L-
alanine (ALA) in the same period and proportion. Blood and feces were collected for
analysis. The 16S rRNA gene sequence was performed for taxonomic classification of
intestinal bacteria. Bioinformatics analysis was conducted based on RDP (Ribosomal
Database Project). For data analysis, varied statistical strategies were used.
Results: After fourteen days of supplementation, participants in the GLN group showed
significant differences in the Firmicutes and Actinobacteria phyla and Dialister, Dorea,
Pseudobutyrivibrio and Veillonella genera, compared with the ALA group. The F/ B
(Firmicutes / Bacteroidetes) ratio, a good biomarker for obesity, decreased from 0.85 to
0.57 in GLN group and, as opposed, increased from 0.91 to 1.12 in the ALA group.
Conclusion: Oral supplementation with the amino acid L-glutamine in overweight and
obese humans, for a period of fourteen days, alters the composition of the gut

microbiota in a similar way to weight loss.

Keywords: Microbiota, glutamine, actinobacteria, overweight, obesity.
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A obesidade € um grave problema de saude publica que afeta milhdes de
individuos em todo o mundo (1). Esta patologia altera a diversidade da microbiota
intestinal e a forma como os individuos extraem a energia a partir de nutrientes e
armazenam estas calorias no tecido adiposo (2). Nota-se que quando uma populacao é
submetida ao mesmo estresse nutricional, alguns individuos sdo menos suscetiveis ao
ganho de peso e a hiperglicemia, sugerindo que outros mecanismos, que nao estao
diretamente relacionados ao genoma humano, podem estar envolvidos na pandemia da
obesidade (8). Pesquisas recentes demonstram que a obesidade pode estar
relacionada com um desequilibrio na microbiota intestinal. Este € um campo de
pesquisa em franco crescimento e ao longo dos Ultimos anos, a investigacdo do link
entre a microbiota intestinal e a obesidade tornou-se destaque na comunidade
académica (4). Estudos do grupo conduzido por Jeffrey Gordon em 2004 e nos anos
seguintes foram os primeiros a expor que alteragdes na composicdo da microbiota
intestinal estdo associadas com a obesidade, ao demonstrarem que existem diferengas
taxonémicas no filo das bactérias intestinais entre magros e obesos (5-7). Ainda é muito
pouco conhecido como a composi¢cdo da microbiota intestinal pode ser alterada pela
dieta ou por outros fatores, porém sua influéncia no estado de saude ou doenca tem
sido mais aceita a medida que os esforgcos nesta area de pesquisa vao se fortalecendo
(8).

O papel fundamental da microbiota era esquecido, mas agora foi revelado com
um forte impacto na saude e bem estar. Existem dez vezes mais células bacterianas do
que humanas no corpo (9). Comunidades bacterianas especializadas habitam a pele,
mucosa e trato gastrointestinal, em uma relagdo de simbiose com intensas
contribuicées para o desenvolvimento, metabolismo e imunidade do hospedeiro (10).
Recentemente, a microbiota intestinal ganhou reconhecimento como um verdadeiro
6rgao, dado seu potencial metabdlico, sua habilidade de interagir com outros tecidos,
incluindo células imunes e neurais e ainda mais, sua receptividade ao transplante (11).
Estudos sugerem que ao transferir a microbiota intestinal de animais obesos para
animais germ-free, ha uma alteragdo na microbiota intestinal, com concomitante

alteracbes no gasto energético, ingestdo e absorcao (4), o que resulta na transferéncia



19

de caracteristicas associadas a sindrome metabdlica, do doador para o destinatario (12,
13).

O intestino humano abriga uma complexa comunidade de microrganismos, em
sua maioria bactérias anaerdbias. A grande maioria das bactérias pertencem a quatro
principais filos: Bacteroidetes (compreende os géneros gram-negativos Bacteroides,
Prevotella, entre outros), Firmicutes (compreende os géneros gram-positivos
Clostridium,  Eubacterium,  Ruminococcus, Faecalibacterium, entre  outros),
Actinobacteria (compreende o género gram-positivo Bifidobacterium) e Proteobacteria
(compreende o género Enterobacteriaceae com Escherichia coli como o representante
mais predominante). Esses correspondem a mais de 90% de toda a comunidade
bacteriana (8, 12, 13).

Ao nascer, 0os seres humanos sao praticamente livres de micro-organismos. O
estabelecimento de uma microbiota estavel é moldado durante o primeiro ano de vida
(14), e depende da via do parto (vaginal ou cesariana), alimentacao na primeira infancia
e 0 desmame, que sao fatores fundamentais que impactam a diversidade e riqueza da
microbiota intestinal, com profundo impacto na saude (15-17). A concentragao fecal de
Bifidobacterias ¢ maior em criangas com peso normal do que em criangas com
tendéncia a obesidade, o que mostra que determinadas composi¢cées da microbiota
intestinal podem preceder o ganho de peso (18, 19). O processo de colonizagéo
bacteriana continua na vida adulta, formando uma microbiota intestinal complexa,
relativamente estavel e peculiar a cada individuo. Esta microbiota e seus metabdlitos
fornecem uma enorme diversidade de genes e fungbes metabdlicas, capazes de
aumentar a extracdo de energia, modular o sistema imunolégico e alterar o

metabolismo lipidico (20).

A microbiota intestinal e a influéncia da dieta

A microbiota intestinal € um fantastico reservatério de enzimas que permite a
degradacao de nutrientes e sua utilizagdo. A maioria das bactérias intestinais obtém
energia a partir da fermentagéo de substratos néo digeriveis, tais como os carboidratos
complexos (fibra dietética) (12). As escolhas alimentares impactam fortemente a

composicao bacteriana e consequentemente suas fungdes (11). Este impacto ja foi
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demonstrado por estudos comparativos de criancas na Europa com a Africa Rural e dos
Estados Unidos com Bangladesh, ao sugerirem que a composicao das bactérias
intestinais & diferente em paises desenvolvidos, quando comparados com paises em
desenvolvimento, principalmente pelas diferengcas alimentares encontradas nestes
locais (21, 22).

O grande desafio dos estudos nesta area € identificar membros especificos da
microbiota intestinal que sejam mais relevantes em desempenhar um papel causador
e/ou inibidor da obesidade, além de determinar quais nutrientes podem influenciar
beneficamente a composi¢cdo microbiana (23, 24).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse em estudos com aminoacidos, que
estdo diretamente ligados a saude e/ou doenca dos seres humanos e outros animais.
Pesquisas na area de nutricdo mostram que a suplementacdo com determinados
aminoacidos é capaz de modular a expressao génica, melhorar o crescimento do
intestino delgado e musculo esquelético e reduzir a adiposidade corporal (25). Um
aminoacido que se destaca por seu potencial funcional € a L-glutamina, que além de
ser precursora de um numero consideravel de vias metabdlicas, ainda contribui com
uma parcela nutricionalmente importante para geracdo de energia intestinal. A
glutamina desempenha um papel fisiolégico no intestino, porém, sua sintese endoégena

exerce fungéo ainda ndo totalmente caracterizada na mucosa intestinal (26).

Glutamina

A glutamina (C5H10N203) é um aminoacido que pode ser sintetizada por todos
os tecidos do organismo. Possui caracteristica hidrofilica, sendo facilmente hidrolisada
por &cidos ou bases (27). E classificada como um aminoacido ndo essencial, uma vez
que pode ser sintetizada pelo organismo a partir de outros aminoacidos. Entretanto,
esta classificacdo tem sido questionada, pois em situagdes criticas, tais como cirurgias,
traumas e exercicios fisicos exaustivos, a sintese de glutamina ndo supre a demanda
exigida pelo organismo, tornando-a um aminoacido condicionalmente essencial (28,
29). A glutamina a o amino&cido livre mais abundante no plasma e no tecido muscular,
sendo também encontrada em concentragdes relativamente elevadas em outros

diversos tecidos corporais (30). Quantitativamente, o principal tecido de sintese,
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estoque e liberacdo de glutamina é o tecido muscular esquelético (31). Algumas das
fungbes mais importantes que envolvem a glutamina s&o a proliferagdao e
desenvolvimento de células, em especial do sistema imune, o balanco acido-basico, o
transporte da aménia entre os tecidos e a doacao de carbono para a gliconeogénese
(32). Além disto, este aminoacido também é eficaz na protecdo de células do epitélio
intestinal (enterdcitos) (33).

A glutamina é amplamente disponivel como suplemento. Ha evidencias que sua
adicao via enteral ou parenteral sdo benéficas para manter a integridade intestinal (26,
34, 35). E comum ser administrada por via oral em doses altas durante tratamentos de
quimio e radioterapia (36, 37).

Um estudo intervencionista, realizado com 24 adultos com ou sem diabetes
mellitus, mostrou que a suplementacao de L-glutamina foi associada com o aumento da
toleréncia a glicose (38). Outra intervencdo dietética, com suplemento de L-glutamina,
reduziu em cinquenta por cento o deposito de gordura central de ratos alimentados com
uma dieta rica em gorduras e melhorou a sensibilidade a insulina nestes animais (39).
Entretanto, ainda nao foi investigado se a suplementagdo com L-glutamina altera o
perfil bacteriano da microbiota intestinal. Estudos s&o necessarios para melhorar a
compreensao do papel da microbiota intestinal na homeostase energética e esclarecer
como a sua manipulacdo pode ser alvo para a intervengao nutricional e farmacoldgica

no tratamento da obesidade.
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2- OBJETIVOS
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O objetivo do estudo é investigar se ha alteracdo na composi¢cao da microbiota
intestinal, de individuos com sobrepeso e obesidade, ap6s a suplementacao oral com L-
glutamina por um periodo de quatorze dias.
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Abstract

Objective: The goal of the present study was to determine whether an oral supplementation with
L-glutamine modifies gut microbiota composition in overweight and obese adults.

Methods: Thirty three overweight and obese adults were randomly assigned to either orally
ingest 30g of L-alanine (ALA group-control) or 30g of L-glutamine (GLN group) daily for a
period of fourteen days. We analyzed the gut microbiota composition with new generation
sequencing techniques and bioinformatics analysis.

Results: After fourteen days of ingestion, subjects in the GLN group exhibited statistically
significant difference in Firmicutes and Actinobacteria phyla compared with those in the ALA
group. The F/B (Firmicutes/Bacteroidetes) ratio, a good biomarker for obesity, decreased in the
GLN group from 0.85 to 0.57, while increased from 0.91 to 1.12 in the ALA group. At the genus
level, Dialister, Dorea, Pseudobutyrivibrio and Veillonella, belonging to the Firmicutes phylum,
had statistically significant reduction.

Conclusion: Oral supplementation with L-glutamine promotes beneficial changes in the
composition of the gut microbiota in overweight and obese humans, which resembled the weight

loss programs already seen in the literature.

Keywords: Microbiota, glutamine, actinobacteria, overweight, obesity.

Introduction

Obesity is a serious public health problem that affects millions of individuals worldwide (1).
This condition alters the diversity of the gut microbiota and consequently how individuals extract
energy from nutrients and store these calories in adipose tissue (2). It is well known that gut
microbiota plays an important role in modulating digestive, endocrine, and immune systems (3).
For a healthy individual, the microorganisms that reside in the gut assist the capture of energy
from food through the fermentation of non-digestible food components. Moreover, they provide

protective effects on the intestinal epithelium and the immune system (4). However, an imbalance
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of these microbial communities can lead to negative consequences including intestinal
inflammation, allergies, infection, cancer, gastrointestinal disorders and obesity (5, 6).

Studies suggest that the transplantation of gut microbiota from obese to nonobese germ-free
mice, yields changes in expenditure, intake and absorption of energy (6, 7), resulting in the
transfer of metabolic syndrome-associated features from the donor to the recipient (5, 8). Over
the last few years, researchers have extensively investigated the link between gut microbiota and
obesity (6, 9-12). While the details of this relationship are still unclear, recent research in this
area demonstrate the existence of an interaction between microbiota and diet (11). For example, it
is known that the amino acid L-glutamine plays a physiological role in the gut and contributes to
a nutritionally important portion of intestinal energy generation (13, 14). However, so far there
has been no thorough investigation of the effects of L-glutamine on the gut microbiota.

Consequently, interventional studies are needed to improve the understanding of the role of
gut microbiota in energy homeostasis and hence, decipher how its manipulation can be targeted
for nutritional and pharmacological intervention in the treatment of obesity. Therefore, the aim of
this study was to investigate whether oral supplementation with L-glutamine alters the

composition of the gut microbiota of overweight and obese human adults.

Methods

All procedures were approved by the Ethics Committee of the College of Medical Sciences at
State University of Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brazil, and was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki (1964). All participants provided written consent

prior to their enrollment.

Study Design

The study was conducted at the State Hospital of Sumare, in Sumare, Sdo Paulo, Brazil. All
volunteers were employees in the hospital and were randomly recruited under the following
criteria: age between 20 and 60 years and body mass index (BMI) > 25.0 kg/m”. The exclusion
criteria included renal or thyroid disease, hormonal problems, pregnancy, use of antidepressant,
laxative or anorectic drugs and/or use of antibiotics within two months prior to enrollment.

In this double-blind, 14-day study, participants were randomly divided into two groups:
Glutamine (GLN) (N=21) and Alanine (ALA) (N=12). They received a kit containing small
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packs with 15g of amino acid (GLN or ALA) each, with varying artificial flavors, to be diluted in
200 ml of water at the time of intake. They were instructed to take two packs per day, totaling
30g of amino acid per day. All volunteers were instructed to maintain their diets and physical

activities as usual.

Clinical Measurements and Biochemical Analysis

Overnight fasted volunteers came to the hospital in the morning on 2 separate days, baseline
(day 0) and 14™ day, for blood sample collection and body measurements. Body weight and
height were measured using a Filizola scale with an anthropometer (PL 200 model). The Body
Mass Index (BMI) was calculated dividing weight by height squared (kg/m2) and waist
circumference was measured in centimeters.

The blood samples from the volunteers were collected into tubes, which were then placed on
ice and immediately centrifuged at 1500 rpm for 15 min at 18°C using a Centrifuge
BiofugeStratos (Hereaus, DijkstraVereenigde, Lelystad, Netherlands). Glucose concentration
was determined by the glucose oxidase method and serum insulin was determined using the
Human Insulin ELISA kit (EMD Millipore Ezhi-14K) from Millipore®, St. Charles, Missouri,
United States. The HOMA-IR test (Homeostasis Model Assessment) was calculated to determine
insulin resistance.

A 24-hour food record was documented before and after the supplementation, together with
the food diary of three consecutive days half way into the study. Dietary data were computed

using Dietpro Nutrition ® 4.0 software.

Gut Microbiota Analysis (New generation Sequencing)

To assess gut microbiota, samples of approximately 5 g of feces were collected from all
participants at baseline and after the 14-day treatment, using sterile stool containers and gloves.
All samples were stored in sterile tubes at -80 °C until use. Total bacterial DNA was extracted
from the fecal samples using the QIAamp DNA Stool Mini kit (QIAGEN, GmbH, Germany)
according to the manufacturer's protocol. DNA concentration and quality in the extracts were
determined by agarose gel electrophoresis and with a NanoDrop 1000 spectrophotometer

(Thermo Scientific, Waltham, MA).



30

Twenty-two primers were designed to sequence the V3 region of the 16S rRNA gene, using
the Forward 338 F and Reverse 533 R positions. The primers were used to amplify the DNA
sequence using Platinum Taq High Fidelity PCR. The preparation of the genomic sample was
made with Nextera XT kit, and the sequencing was run on [lluminaMiSeq® platform. The
experiment was designed to obtain overlapping fragments paired end 250 base pairs and
generated an output of 5 Gb. To determine which organism the sequence originated, we used
rdp_classifier Software and database RDP (Ribosomal Database Project) and adopt the

percentage of similarity of 80%.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the statistical software R (www.r-project.com) and

SAS (SAS Institute Inc.) while the data were processed using Excel software. Continuous
variables were expressed as the mean and standard deviation. Comparisons for continuous
variables between the groups were performed with Student t-test for parameters with a normal
distribution, which was tested with the Anderson-Darling normality test. If the normality was not
satisfied, comparisons between groups were made with the Wilcoxon Mann—Whitney test. In
addition, we performed an advanced statistical procedure proposed by Aban, Cutter and Mavinga
(2008) (15).We considered the counts of bacteria at each time point, baseline and 140 day, as two
random samples and specified the null hypothesis Hy as: the mean count of bacteria is the same in
both time periods. The counts were modeled by Negative Binomial distributions to deal with
overdispersion. Then, the likelihood under the null and alternative hypothesis was computed and
a generalized likelihood ratio test (GLRT) was performed for GLN and ALA groups separately.

A P <0.05 was considered significant.

Results

A total of 33 patients with a mean age of 38.5 (23-59) years were enrolled in the study. Both
ALA and GLN groups were comparable in all clinical and laboratory characteristics at baseline
and at the end of study (Table 1). There were no significant differences in body weight, BMI,
WC, fasting glucose, insulin and HOMA-IR between the groups. Furthermore, Kcal, lipids,

proteins and carbohydrates consumption did not differ statistically between groups (Table 2).
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Table 1

Subjects Metabolic Characterization

ALA GROUP GLN GROUP P
Before After Before After
Height (m) 1.62 +0.07 1.59 £0.06 0.15
Weight (kg) 78.3 +16.0 784 +£15.66 86.7+15.17 86.66 = 15.25 0.59
BMI (kg/m2) 29.3 +4.38 29.4 +£4.25 34.45 +591 34.42 +5.95 0.57
WC(cm) 90.2 +9.2 88 +7.8 96.9 +11.87 94.8 +11.62 0.84

Fasting glucose (mg /dl)  84.12+7.95 84.82+£8.98  79.63 £9.1 83.94+£1047 0.11
Insulin (mU/1) 1.51+2.21 2.51 £3.56 244 +£2.0 2.75+£3.11 0.40
HOMA-IR 2.24 +1.59 2.26 £2.08 2.33+1.32 2.61 £1.40 0.36

ALA: alanine (n=12); GLN: glutamine (n=21); BMI: body mass index; WC: waist circumference.
Data are expressed as mean = SD. P-value from unpaired Student t-test under normality and Wilcoxon Mann-

Whitney test otherwise.

Table 2
Daily dietary macronutrient intakes in ALA and GLN groups
ALA GLN GROUP P
GROUP

Kcal 1520 +£409.3 1756 +482.5 0.24
CHO 549 +9.6 50.5 +8.1 0.28
(%)

LIP (%) 30.6 £6.7 34.8 +£10.7 0.28

PTN (%) 19.8 £18.5 199 +9.6 0.98

ALA: alanine (n=12); GLN: glutamine (n=21); Kcal: kilocalories; CHO: carbohydrate; LIP: lipids; PTN: proteins;
Data are expressed as mean = SD. P-value from unpaired Student t-test under normality and Wilcoxon Mann-

Whitney test otherwise.

Gut Microbiota Composition

Twelve phyla and 210 genera were observed in the gut microbiota of most volunteers. Certain
groups of dominant bacteria were detected, mainly Bacteroidetes and Firmicutes phyla, and
Alistipes, Bacteroides, Megasphaera, Prevotella, Phascolarctobacterium and Succinivibrio
genera.

Figure 1 displays the relative proportions of the most relevant phyla at baseline and the 14"
day for ALA and GLN groups. After ALA treatment we observed a decreasing trend of the

Bacteroidetes phylum and an increasing trend in the relative proportion of Firmicutes and
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Actinobacteria phyla (Figure 1A). In contrast, there was an increasing trend in the relative
proportion of the Bacteroidetes phylum and a reduction of Firmicutes and Actinobacteria phyla
after 14 days of GLN treatment (Figure 1B). The proportion of Proteobacteria slightly increased
in both groups. These trends in the relative proportions were close, but did not reach statistical

significance, perhaps due to the reduced number of subjects.

Figure 1

Gut Microbiota Profile
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Data were collected before and after 14 days of supplementation with ALA: alanine (n=12) or GLN: glutamine
(n=21); Relative percentage of major phyla found in the gut microbiota of subjects in ALA Group (Figure A) and in
the GLN Group (Figure B) at Baseline and 14th-Day. Major phyla found were Actinobacteria (black), Bacteroidetes

(red), Firmicutes (green), Proteobacteria (blue), and others (cyan).

However, when we analyzed the comparison between the differences in phylum abundance
(14" day minus baseline) of ALA and GLN groups, we observed that Actinobacteria and

Firmicutes statistically differed between groups, most likely due to the steep decrease of these
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phyla in the GLN group. There were no significant differences between groups for the
Acidobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria/ Chloroplast, Fusobacteria, Lentisphaerae,

Proteobacteria, Synergistetes, TM7, Tenericutes and Verrucomicrobia phyla (Table 3).

Table 3

Fecal microbiota composition at phylum level in ALA and GLN treated subjects

Mean difference (14"™-day — baseline)

Phylum ALA group GLN group P
Acidobacteria 0+£2.08 -0.71 £2.65 0.34
Actinobacteria 65.66 + 1020.5 -165309 £ 3400.1 0.01*
Bacteroidetes -34679.66 £ 126210.5  -33471.47 +86117.4 0.51
Cyanobacteria/Chloroplast -2.66 £ 6.86 0.38 £5.28 0.32
Firmicutes -13238.75 £33010.3  -74831.19 £ 100202.6 0.01*
Fusobacteria -84.08 £285.0 -3.23 £7.05 0.27
Lentisphaerae -65.41 £214.9 -12.80 £ 133.46 0.50
Proteobacteria 3479.58 £ 12029.5 -3151.95 £12020.5 0.12
Synergistetes -30.66 £97.56 -155 +466.6 0.75
™7 7.41 £12.57 -3.52 £12.69 0.38
Tenericutes 11.91 £42.23 047 +1.24 0.08
Verrucomicrobia -1.58 £25.81 2.28 £76.01 0.58

Data were collected before and after 14 days of supplementation with ALA: alanine (n=12) or GLN: glutamine
(n=21). Data are expressed as mean + SD. Student t-test was used for Firmicutes phylum (normal distribution) and

Wilcoxon Mann—Whitney tests were used for the other phyla. * P <0.05.

Table 4 shows a comparison between the difference in the most important genera expression
(14thday minus baseline) of ALA and GLN treatments. There were no significant differences
between groups for the Bifidobacterium, Alistipes, Bacteroides, Barnesiella, Parabacteroides,
Prevotella, Blautia, Clostridium XIVa, Faecalibacterium, Lachnospiraceaincertaesedis,
Megasphaera, Phascolarctobacterium, Roseburia, Ruminococcus, GemmigerandSuccinivibrio
genera. However, differences of Dialister, Dorea, Pseudobutyrivibrio and Veillonella genera
statistically differed between groups. Moreover, all genera belonging to the Firmicutes phylum,
showed a decreasing trend in the GLN group, while only 4 of them showed a decreasing trend in

the ALA group.
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The results obtained using the GLRT with Negative Binomial distributions showed that only
the mean counts of Actinobacteria and Firmicutes at the 14" day were significantly different from
those of their baseline (p-values 0.006 and 0.002 respectively) for the GLN group. On the other
hand, no significant difference was found, except for the Lentisphaerae phylum (p-value 0.043)
for the ALA group. These conclusions support the previous results in the sense that, the mean
counts of the GLN group that statistically differ (GLRT) from baseline to the 14" day, induce the
significant differences between the groups found by the t and Wilcoxon tests.

We found significant differences by using the GLRT in the abundance of Alistipes (p-
value 0.02), Bacteroides (p-value 0.00) and Prevotella (p-value 0.00) genera, for the Bacteoidetes
phylum, and of Blautia (p-value 0.02), Dialister (p-value 0.01), Dorea (p-value 0.003),
Faecalibacterium (p-value 0.002), Lachnospiraceaincertaesedis (p-value 0.01),
Phascolarctobacterium (p-value 0.02), Roseburia (p-value 0.04) and Ruminococcus (p-value
0.001) genera that belong to the Firmicutes phylum, after GLN treatment. Thereby, these results
corroborated the findings of the reduction on the entire Firmicutes phylum.

On the other hand, only Bacteroides (p-value 0.00), Faecalibacterium (p-value 0.01) and
Pseudobutyrivibrio (p-value 0.01) were significantly different after ALA treatment, but these

differences were not enough to statistically alter the composition of any phylum.

Table 4

Fecal microbiota composition at genus level in ALA and GLN treated subjects

Mean difference (14‘h-day — baseline)

Genus ALA group GLN group P

(A) Bifidobacterium -60.66 +483.4 -715.47 £2124.3 0.29
(B) Alistipes -2510.41 £2644.9 -5980.95 £ 12273.4 0.54
(B) Bacteroides -17979.33 +£45051.7 -19079.42 +45773.4 0.98
(B) Barnesiella -1185.33 £4295.2 -21.42 £ 867.4 0.42
(B) Parabacteroides -1390.08 £ 4604.4 -1785.66 £7924.2 0.83
(B) Prevotella -13513.16 £ 67303.7 11435.33 + 66240.5 0.98
(F) Blautia 49 £2573.1 -2073.19 £6131.1 0.42
(F) Clostridium X1Va -1136.91 £2177.8 -742.95 £ 7146.7 0.99
(F) Dialister 2.91 +£69.28 -1390.71 £ 2579.5 0.03%*
(F) Dorea 517.91 £ 1657.0 -1845.85 £4480.2 0.05%*
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(F) Faecalibacterium -3078.91 £11534.9 -10716.80 +21398.7 0.36
(F)Lachnospiracea_incertae_sedis -1608.16 +3591.8 -5392.04 £ 12101.1 0.89
(F) Megasphaera 4051.33 £ 14804.6 -198.04 + 853.8 0.17
(F) Phascolarctobacterium 3747.41 £ 11990.8 -1144.71 £ 2861.7 0.26
(F) Pseudobutyrivibrio 10.91 £17.85 -5.85 £16.78 0.007*
(F) Roseburia 725.58 £2953.7 -2896.95 £ 6880.9 0.08
(F) Ruminococcus -409.91 +1280.3 -1851.61 £7181.1 0.60
(F) Veillonella 66.41 +150.48 -106.23 +447.5 0.03*
(P) Gemmiger 203.5 £ 3461.1 -1462.04 £ 9319.2 0.44
(P) Succinivibrio 2930.83 £10125.3 -11.76 £119.7 0.62

Data were collected before and after 14 days of supplementation with ALA: alanine (n=12) or GLN: glutamine
(n=21); A: Actinobacteria; B: Bacteroidetes; F: Firmicutes; P: Proteobacteria. Data are expressed as mean * SD. P-

value from Wilcoxon Mann—Whitney test. * P <0.05.

Discussion

In the present study, the supplementation with L-glutamine was able to alter the gut
microbiota of overweight and obese individuals. Ley et al. observed that the gut microbiota of
obese mice had a significantly higher proportion of Firmicutes and lower proportion of
Bacteroidetes when compared to lean controls (16). Similar results were observed in human (17,
18) and animal (16, 19-21) studies. A higher Firmicutes/Bacteroidetes ratio (F/B ratio) is
considered a good biomarker for obesity (19). In fact, Turnbaugh et al. observed a reduction of
F/B ratio in obese animals after weight loss (19). Here, GLN supplementation decreased the
abundance of Firmicutes phylum and reduced F/B ratio from 0.85 to 0.57, while it increased from
0.91 to 1.12 in the ALA group. Nevertheless, we did not observe a reduction on body weight and
WC in the GLN group, suggesting that microbiota alteration occurs before metabolic changes. In
addition, this finding suggests that oral ingestion of L-glutamine has similar effects on gut
microbiota as weight loss.

It is interesting to note that in our study there was no significant difference in Bacteroidetes
between groups. This may be due to a similar reduction of Bacteroidetes abundance in both ALA
and GLN groups. However, the increase in proportion of Bacteroidetes (43% to 52%) after GLN
treatment observed in Figure 1 occurs because, even though the total number of bacteria in both

groups decreased, the number of Firmicutes in the GLN group decreased more sharply.
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The significant reduction on Firmicutes and Actinobacteria phyla observed by using the t and
Wilcoxon tests was reinforced with the generalized likelihood ratio test with Negative Binomial
distributions. All significantly different genera of bacteria observed in our study belong to the
Firmicutes phylum. Graessler et al. showed that Dialister genus decreased after bariatric surgery
in obese patients (22). Here, we observed a similar result with GLN supplementation. Increased
levels of Veillonella genus are associated with self-limiting colitis and Crohn's disease (23, 24).
This genus decreased significantly after GLN treatment, suggesting that glutamine plays an anti-
inflammatory and trophic protection role in the gut. We also observed a reduction of Dorea and
Pseudobutyrivibrio genera, but both have only recently been described as part of the microbiota
and their importance to host physiology is not well known (25). Nevertheless, we see that the
largest decreasing differences at the genus level did not statistically differ from GLN to ALA
groups due to the large variability between individuals, but these contributed the most for the
difference found in the overall phylum.

Increased abundance of Prevotella genus has been described as a shield against inflammation
and non-infectious diseases of the colon (26). After GLN supplementation, but not after ALA,
Prevotella genus had a tendency to increase, suggesting the protective effect of glutamine on the
gut. Moreover, this aminoacid was also associated with a reduction of proinflammatory cytokines
TNF-a and IL-6, increased glucose tolerance, improved insulin sensitivity and reduced central fat
deposit (27, 28).

We did not observe differences in body weight, WC, serum glucose and insulin levels
between ALA and GLN groups, which was expected from the experimental design due to its
short duration. Therefore, we consider that additional research with a longer period of
intervention is needed to possibly induce metabolic changes.

In conclusion, our study demonstrated that oral supplementation with L-glutamine for
fourteen days induced significant changes in the gut microbiota composition in overweight and
obese subjects. The finding that L-glutamine promotes changes in the gut microbiota composition
provides support for the importance of some nutrients in modulating the intestinal bacterial

profile. These changes resembled the weight loss programs established in the literature.
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Os resultados do presente estudo demonstram que a suplementacao oral com L-
glutamina altera a composicao da microbiota intestinal de individuos com sobrepeso ou
obesidade de forma diferente da observada no grupo suplementado com L-alanina.
Para o grupo GLN, houve aumento do filo Bacteroidetes de 43,1% para 52,3% e
reducao do filo Firmicutes de 36,8% para 30,1%, com consequente reducao da razao F
/ B (Firmicutes / Bacteroidetes) de 0,85 para 0,57. Do outro lado, no grupo ALA, houve
reducao do filo Bacteroidetes de 41,1% para 37,0% e aumento do filo Firmicutes de
37,7% para 41,6%.

A razdo F / B pode ser considerada um bom biomarcador para a obesidade. A
reducao desta razdo no grupo GLN foi dada principalmente pelo aumento dos géneros
Bacteroides e Prevotella (filo Bacteroidetes) e redugdo dos géneros
Phascolarctobacterium e Megasphaera (Filo Firmicutes) (Anexos 4 e 5). Turnbaugh e
colaboradores observaram a mesma reducédo da razdo F / B em animais obesos, em
associacao com a redugao no peso corporal (6). O mesmo nao aconteceu com o grupo
ALA, que teve a razdo F / B aumentada de 0,91 para 1,12 apds a suplementacao.
Estes dados sugerem que a suplementacédo oral com L-glutamina e a reducao de peso
corporal possuem efeito semelhante na microbiota intestinal.

Resultados similares foram observados em estudos com sujeitos humanos. Doze
voluntarios obesos foram divididos para receber dois tipos de dietas restritas por um
ano: restrita em gorduras ou restrita em carboidratos. A microbiota intestinal foi
analisada por sequenciamento do gene 16S rRNA. Antes de iniciar a restricdo dietética,
0s voluntarios obesos apresentavam menos Bacteroidetes e mais Firmicutes do que os
controles com peso normal. Apés o periodo de um ano de restricdo dietética, a
proporcdo de Bacteroidetes nos sujeitos obesos aumentou de 3% para 18% em
resposta a restricdo energética (40). Gordon e colaboradores propuseram uma
composi¢cao padrdo da microbiota intestinal associada a obesidade. Eles observaram
que a microbiota intestinal de obesos tinha uma proporgéo significativamente maior dos
membros do filo Firmicutes para os membros do filo Bacteroidetes (razao F / B), quando
comparados aos controles magros (5). Zhang e colaboradores demonstraram que a
proporcdo de Firmicutes foi significativamente reduzida apds a cirurgia de bypass

gastrico, acompanhado da perda peso (41). Turnbaugh et al. (2006) demonstraram que



41

transferir a microbiota intestinal de camundongos obesos ob/ob para camundongos
germ-free, resultou em um aumento significante da gordura corporal, quando
comparado com a transferéncia da microbiota intestinal de camundongos com peso
normal para camundongos germ-free. Foi notado nos camundongos ob/ob e nos
camundongos germ-free que receberam sua microbiota, uma maior propor¢cao dos
membros Firmicutes e menor proporcédo de Bacteroidetes do que os camundongos com
peso normal ou 0s que receberam a microbiota destes. Os autores concluiram que a
microbiota dos camundongos obesos tinham maior capacidade de aproveitar energia da
dieta (6).

Estes resultados estdo em desacordo com dois outros estudos mais recentes. O
primeiro, comparou a microbiota intestinal de vinte e trés sujeitos obesos e quatorze
nao obesos através do método de FISH (fluorescence in situ hybridization) e qRT-PCR
(PCR quantitativo em tempo real). Nao foi encontrada nenhuma diferenca significativa
em Bacteroidetes e nenhuma correlacdo com IMC, mesmo ap6s quatro semanas de
restricdo cal6rica (42). O segundo estudo, que utilizou o método de gRT-PCR ,
encontrou uma propor¢cdo de Bacteroidetes de 23% em sujeitos com peso normal
(n=30), 47% nos sujeitos com sobrepeso (n=35) e 45% em sujeitos obesos (N=33) (18).
Este resultado contradiz os primeiros estudos conduzidos pelo grupo de Gordon (40).

Estas diferengas nas observacdes provavelmente foram ocasionadas pelas
diferengas metodoldgicas empregadas. Enquanto Ley et al. (2006) utilizaram o método
de sequenciamento do gene 16S rRNA, Duncan et al. (2008) e Schwiertz et al. (2010)
utilizaram FISH e gRT-PCR respectivamente. Os métodos de FISH e gRT-PCR
necessitam de probes e primers, que vdo determinar qual bactéria sera o alvo. E
possivel que algumas bactérias do grupo de interesse ndo sejam detectadas por falhas
no método. Espera-se que o método de sequenciamento do gene 16S rRNA detecte
qualquer linhagem de bactéria contida nas regides conservadas do gene 16S rRNA
(13).

Uma investigagéo recente, utilizou o método de sequenciamento do gene 16S
rRNA para avaliar alteracées na composi¢cdo da microbiota intestinal apdés uma dieta
rica em gorduras por trés meses em duas linhagens camundongos (germ-free e RELMB

knockout). As duas linhagens apresentaram reducdo de Bacteroidetes de 55% para
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13% e aumento de Firmicutes de 10% para 30%, Proteobactéria de 29% para 45% e
Actinobacteria de 3% para 8%. Os autores concluiram que a dieta, ao invés da
obesidade, altera a composicdo da microbiota intestinal (43). Resultados similares
também foram encontrados por Murphy et al. 2010, observando que as mudancas na
microbiota intestinal estavam relacionadas com dieta rica em gorduras, mais do que
relacionadas com a obesidade geneticamente induzida (44).

Nossos dados também mostraram que o numero absoluto de Bacteroidetes
diminuiu em ambos os grupos apos a suplementacao, porém o numero relativo, ou seja,
a porcentagem, aumentou no grupo GLN e reduziu no grupo ALA. Isto se deu porque,
em média, o numero total de bactérias encontradas na microbiota intestinal dos
individuos reduziu apds a suplementacdo em ambos os grupos (GLN: de 462865,2
desvio padréo 168562,2 para 317809,7 desvio padrdo 136460,2 e ALA: de 3308631
desvio padrao 174215,5 para 243343,4 desvio padrao 117161,2). Foi observado que o
numero de Firmicutes teve uma reducdo bem mais acentuada no grupo GLN, fazendo
com que a porcentagem do filo Bacteroidetes aumentasse em relacdo ao total de
bactérias intestinais.

Estudo que comparou a microbiota intestinal de criancas com dieta ocidental
moderna da Europa e criancas da Africa rural, observou que uma dieta essencialmente
vegetariana e rica em fibras, encontrada na populagdo da Africa rural, foi associado
com aumento de Bacteroidetes, especialmente Prevotella e Xylanibacter e redugéao de
Firmicutes e Enterobacteriaceae (Shigella e Escherichia). Os autores sugeriram que
estas alteragdes na microbiota intestinal sdo adaptativas a esta populagédo e permitem
sua sobrevivéncia, seja maximizando o consumo de energia a partir das fibras ou
protegendo-os contra inflamagdes e doengas do colon ndo-infecciosas. (21). Os nossos
resultados, demonstraram um aumento da propor¢cado de Bacteroidetes, especialmente
do género Prevotella, o que nos faz hipotetizar sobre o potencial anti-inflamatério e de
protecdo tréfica que a glutamina desempenhou em nossa amostra. Percebemos uma
relagédo inversa com o grupo ALA, fato que nos faz elucidar sobre a L-glutamina como
um potencial alvo terapéutico para as doencgas relacionadas ao intestino e microbiota
intestinal, inclusive a obesidade.



43

Os resultados também apontam que a composi¢cdo da microbiota intestinal é
particular a cada individuo, o que torna dificil definir um perfil intestinal padrdao para
todas as pessoas, como ja demonstrado por Turnbaugh et al. (24). Apesar das
tendéncias apresentadas, algumas pessoas pareceram ser resistentes as alteracdes na
microbiota (Anexos 6 e 7). Esta peculiaridade também pode ser verificada através dos
graficos de linha, que representam uma “foto” das altera¢cdes ocorridas na microbiota
intestinal de cada individuo (Anexos 9 - 12).

Uma espécie de bactéria, a Akkermansia muciniphila, identificada no trato
intestinal, tem sido estudada a fim de explorar sua relagdo com a saude humana. Um
estudo recente demonstrou que esta espécie desempenha papel importante na
integridade da mucosa intestinal e protege contra a obesidade e diabetes tipo 2 (45).
Em contradicdo, nossos resultados ndo demonstraram nenhuma diferenca do género
Akkermansia entre os grupos estudados, talvez por ter sido uma suplementacéo por um
curto periodo de tempo. Todos os géneros que apresentaram diferencas significativas
pertencem ao filo Firmicutes: Dialister, Dorea, Pseudobutyrivibrio e Veillonella.
Graessler et al. (46), revelaram uma forte tendéncia de reducéo do género Dialister em
pacientes obesos em pds operatorio de cirurgia bariatrica. Observamos resultados
semelhantes apés a suplementacdo de L-glutamina. O género Veillonella esta
associado com colites inflamatérias e doenga de Crohn (47). O grupo GLN apresentou
reducao deste género, o que pode estar relacionado com o papel anti-inflamatério que a
glutamina exerce no intestino. Acreditamos que mais estudos nesta area sé&o
necessarios para melhorar a compreensao e identificar o perfil de uma microbiota
intestinal saudavel, que seja capaz de prevenir doengas e melhorar a qualidade de vida
dos seres humanos.

Todas as variaveis antropométricas e bioquimicas analisadas (peso, IMC,
circunferéncia da cintura, glicemia de jejum, insulinemia e HOMA-IR) ndo demonstraram
diferencas entre os grupos. Tal fato ja era esperado devido ao curto periodo de tempo
do tratamento (14 dias). Mesmo em estudos com maior periodo de tempo, é dificil obter
diferencas estatisticamente significantes neste tipo de varidveis, principalmente em
sujeitos humanos. Outro dado interessante, que correspondeu as expectativas, foi a

grande variagdo do consumo caldrico e da distribuigdo de macro-nutrientes entre os
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individuos e entre os préprios sujeitos ao longo dos dias analisados. E do conhecimento
popular, que cada ser humano tem suas preferéncias e habitos alimentares e, além
disto, o padrao alimentar modifica-se constantemente ao longo dos dias, principalmente
comparando dias de finais de semana, dias de trabalho e dias de folga. Aqui, 0 objetivo
nao foi padronizar a alimentacdo dos participantes, visto que esta € uma estratégia
extremamente complicada quando tratamos de sujeitos humanos, mas sim, que estes
participantes mantivessem seus habitos normais, com as variagbes no consumo ao
longo dos dias ja esperadas nesta populacdo. O que torna os dados da pesquisa mais
fiéis € que ambos os grupos apresentaram comportamentos semelhantes nas analises
dos cardapios, o que nos faz sugerir que as alteragcdes encontradas na microbiota
intestinal sdo mesmo resultados da suplementacdo realizada, e ndo das variagdes

alimentares (Anexo 8).
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5- CONSIDERACOES FINAIS




46

O achado que a suplementacdo com L-glutamina promove alteracbes na
composi¢cao da microbiota intestinal fornece suporte para o conceito mais geral de que
alguns nutrientes s&o capazes de modular a composicao bacteriana do intestino e
assim, podem contribuir para o controle de peso corporal. Portanto, a microbiota
intestinal deve ser considerada como um fator contribuinte para a fisiopatologia da
obesidade, e a sua manipulacdo através de determinados nutrientes, como por
exemplo, a glutamina, deve ser considerada como coadjuvante no tratamento desta
doenga.

Obviamente, entre os individuos estudados deve haver diferencas na dieta e estilo
de vida, o que pode influenciar as diferengas nas microbiotas intestinais encontradas.
Além disto, na literatura, as abordagens usadas para caracterizar a microbiota intestinal
varia muito entre os trabalhos publicados, e isto explica, em parte, porque as
observacdes encontradas da microbiota na obesidade ou na perda de peso divergem
bastante.

O desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento génico, permitiram
uma proliferacao rapida dos trabalhos de investigacdo sobre a microbiota intestinal. Em
grande escala, fornecem uma visdo mais aprofundada sobre as comunidades
microbianas que normalmente habitam o intestino humano e ajudam a definir uma
composi¢cdo da microbiota intestinal que tras beneficios a saude ou que apresenta
potencial maléfico.

Este estudo tem limitacées. O N foi reduzido devido as varias faltas e desisténcias
nos dias dos exames e incluiu pessoas de um unico hospital. Outras pesquisas com um
maior periodo de intervencdo devem ser conduzidas a fim de esclarecer como a
manipulagcdo da microbiota intestinal pode prevenir o ganho de peso ou facilitar o
emagrecimento. Apesar disto, este trabalho contribui com importantes dados que
ajudam a identificar um perfil de composicédo da microbiota intestinal saudavel, o que
pode se Util para a prevengao de doencas e trazer melhorias para qualidade de vida da
humanidade.
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6- CONCLUSAO
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A suplementacao via oral do amino&cido L-glutamina, em adultos com sobrepeso
ou obesidade, por um periodo de quatorze dias, alterou a composicdo da microbiota

intestinal de forma semelhante a programas de emagrecimento ja vistos na literatura.
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Pelo presente instrumento declaramos que foi aprovada pela Comissdo de Ensino e
Pesquisa do Hospital Estadual Sumaré o desenvolvimento do projeto de mestrado intitulado
“EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO COM L-GLUTAMINA NA COMPOSICAO DA MICROBIOTA
INTESTINAL DE INDIVIDUOS SOBREPESOS E OBESOS.” sob responsabilidade de
ALESSANDRA Z. Z. DE SOUZA, porém sendo autorizado o inicio da pesquisa nesta instituicdo a
partir da aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa — UNICAMP.

Na oportunidade, renovamos nossos lagos de elevada estima e consideragdo.

Sumaré, 24 de janeiro de 2013.

Cordialmente,

A

Dra. June Barreiros Freire.
Coord.| Centro de Ensino e Pesquisa
Hospital Estadual Sumaré.
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP  “QRGravaf o™
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO COM L-GLUTAMINA NA COMPOSICAQO DA
MICROBIOTA INTESTINAL DE INDIVIDUOS SOBREPESO E OBESOS

Pesquisador: Alessandra Zanin Zambom de Souza

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 08838812.3.0000.5404

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Aplicadas - FCA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 187.779
Data da Relatoria: 25/01/2013

Apresentacao do Projeto:

A pesquisadora esclarece que a obesidade é considerada um problema de sadde publica e uma epidemia
mundial. Como conseqliéncia algumas doengas metabdlicas, associadas a obesidade, como resisténcia a
insulina, hipertensao e dislipidemias, levam a um risco aumentado de morbidade e mortalidade. Estudos
recentes mostram que outros fatores, além da genética e do meio ambiente, podem influenciar o fenétipo da
obesidade. Evidéncias demonstraram que a composigao da microbiota intestinal pode ser diferente em
humanos magros e cbesos, com um aumento relative do filo Firmicutes e uma possivel redugéo dos filos
Bacteroidetes e Protecbactérias. Assim, especulou-se se a microbiota intestinal pode participar na
fisiopatologia da obesidade, resultando em um fenétipo semelhante & Sindrome Metabélica. Em estudos
experimentais, este fendtipo foi revertido com intervengdes que alteraram a composi¢éo da microbiota
intestinal, causando consequente perda de gordura corporal, melhora da resisténcia a insulina e tolerancia a
glicose, e menor inflamagao subclinica. A suplementagao de glutamina por via oral em reduziu em 50% o
depédsito de gordura central de ratos alimentados com uma dieta rica em gorduras e melhorou a
sensibilidade & insulina nestes animais. Eniretanto, ainda n&o foi investigado se a suplementagdo com
glutamina altera a composi¢ao da microbiota intestinal, induzindo a perda de peso e melhora da
sensibilidade 3 insulina. Metodologia: Os voluntarios receberdo suplementacao de 30 gramas de glutamina
por via oral, uma vez ao dia durante um periodo de 14 dias. O grupo controle recebera suplementagao de
alanina na mesma proporgao eno
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UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fem.unicamp.br
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mesmo periodo. Além disso, os grupos serdo orientados a manterem suas dietas e atividades fisicas. Os

pardmetros antropométricos e biquimicos, serao avaliados no inicio e no final do periodo de suplementagao.

Serdo utilizadas estratégias nutricionais como anamnese, recordatério 24h, diario alimentar de 3 dias, além
das medidas antropométricas (peso, altura, circunferéncia da cintura) e exames laboratoriais como glicemia
e insulina de jejum, para determinagdo da resisténcia & insulina através do teste de HOMA. Por fim, sera
realizada andlise da microbiota intestinal, através de sequenciamento genético, a partir do DNA extraido das
amostras de fezes coletadas. Os dados serdosubmetidos ao servidor do MG-RAST e comparadas por filo
prevaléncia.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Investigar se a suplementacéo oral com glutamina altera a composicao da microbiota
intestinal de individuos sobrepeso e obesos. Objetivo Secundario: Investigar se a possivel alteracdo da
composicao da microbiota intestinal apos a suplementacao oral com glutamina influencia o estado
nutricional de individuos sobrepeso e obesos.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

N&o h4 riscos significativos. Quanto a desconfortos, refere-se ao tempo despendido para os

procedimentos do estudo (anamnese, recordatério 24h, diario alimentar de 3 dias, medidas aniropométricas
e exames laboratoriais como glicemia e insulina de jejum). Em termos de beneficios diretos, ha a
possibilidade de alteragdo da microbiota intestinal e melhora do estado nutricional, com possivel
emagrecimento e melhora da sensibilidade a insulina.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa de Mestrado. O PLACEBO (suplementagao com alanina) sera dada a 20
individuos e suplementagdo com glutamina sera dada a 20 individuos, totalizando 40 individuos. Critério de
Inclusdo: Voluntarios adultos, com idade maior ou igual a vinte anos ou menor igual sessenta anos, com
diagnéstico nutricional de sobrepeso ou obesidade (IMC ¢ 25 e ;, 30 kg/m2 para sobrepeso e ¢, 30 kg/m2
para obesidade), tanto do sexo feminino como masculino. Critério de Exclusio: Serdo excluidas do estudo
individuos que relatarem insuficiéncia renal, bem como, os que facam uso de medicamentos
antidepressivos, anorexigenos e laxativos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Apresenta folha de rosto assinada pela pesquisadora principal e pelo responsavel da instituicao
proponente(FCA/Unicamp), além de carta de aprovagao pelo responsavel da coordenagao de pesquisa da
FCA/Unicamp. Ha autorizacdo do responsavel pelo local onde sera recrutados os sujeitos de pesquisa e
realizados os procedimentos do estudo(Hospital Estadual de Sumaré). O projeto de pesquisa gerado pela
Plataforma Brasil contém todos os itens preenchidos, incluindo cronograma atualizado. O TCLE foi revisto
com as consideragdes indicadas na relatoria,contendo o que foi anteriormente solicitado.
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Recomendagdes:

1.Lembramos que o TCLE deve ser elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou
por seu representante legal e uma arquivada pelo pesquisador (resolugao 196/96 CNS/MS, artigo 1V.2 ;d;,).
2.Se o TCLE tiver mais de uma pagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, e 0
pesquisador responsavel deverao rubricar todas as folhas desse documento, apondo suas assinaturas na
ultima péagina do referido termo (Carta Circular n®. 003/2011/CONEP/CNS).

3.No cronograma, observar que o inicio do estudo somente podera ser realizado apés aprovacao pelo CEP,
conforme compromisso do pesquisador com a resolugdo 196/96 CNS/MS (artigo IX.2 letra ¢a¢,).
4.Lembramos também que duvidas referentes aos procedimentos do estudo deverao ser encaminhadas
ao(s) pesquisador(es), sendo que o objetivo da divulgagao das formas de contato do CEP visam propiciar ao
sujeito de pesquisa a eventual possibilidade de esclarecimento de dividas ou reclamacdes e denlncias
referentes aos aspectos éticos do estudo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacces:
Néo ha pendéncias.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
N&o

CAMPINAS, 22 de Janeiro de 2013

Assinador por:
Carlos Eduardo Steiner
(Coordenador)

Endereco: Rua Tessadlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bario Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “EFEITOS DA
SUPLEMENTACAO COM L-GLUTAMINA NA COMPOSICAO DA MICROBIOTA
INTESTINAL DE INDIVIDUOS SOBREPESO E OBESOS”, que sera realizada no
Hospital Estadual Sumaré. O objetivo da pesquisa é investigar se a suplementacao oral
com glutamina influencia o estado nutricional de individuos sobrepeso e obesos e
também altera a composicao da microbiota intestinal destes individuos.

Para o cumprimento dos objetivos desta pesquisa os voluntérios serdo submetidos a
um questionario referente a avaliagao nutricional. Para realizar avaliagao nutricional, os
voluntarios serdo pesados, a altura sera aferida, bem como a circunferéncia da cintura
e do pulso. Também havera coleta de sangue, que sera realizada por profissionais do
Hospital Estadual Sumaré, para avaliar glicose e insulina de jejum. E coleta de fezes
para avaliar a composi¢cdo da microbiota intestinal. Estes exames serdo realizados duas
vezes, uma no inicio da pesquisa, antes da suplementagéao, e outra no fim da pesquisa.
Os voluntérios serdo divididos em dois grupos, que receberdo suplementacao de L-
Glutamina ou L-Alanina, que sera ingerida uma vez ao dia (30g/dia diluida em 250ml de
agua). Este procedimento podera causar algum desconforto ao voluntario e ndo ha

riscos previsiveis.

Alguns beneficios sdo esperados com a pesquisa, sendo eles: melhora do estado
nutricional, diminuicdo da massa adiposa, melhora da sensibilidade a insulina e dos
indicadores inflamatdrios e consequentemente da inflamacédo associada a obesidade.

Os voluntéarios terdo assisténcia e acompanhamento dos responsaveis pela pesquisa.
Serdao acompanhados diariamente através de encontros e contato telefénico. Caso vocé
tenha dadvidas ou necessite de maiores esclarecimentos sobre a pesquisa, pode nos
contatar (Alessandra Zanin Zambom de Souza, Fone: (19) 9148-0580, e-mail:
alessandrazz@hotmail.com); ou (Prof. Dra. Patricia de Oliveira Prada, Fone: (19) 3521-



mailto:alessandrazz@hotmail.com
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8026 ou e-mail: pprada@fcm.unicamp.br ou patricia.prada@fca.unicamp.br). Eventuais

duvidas, denuncias ou reclamacbes referentes aos aspectos éticos da pesquisa,
deverdo ser direcionadas ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP (Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 — CEP 13083-
887 Campinas - SP, Fone (019) 3521-8936 ou 3521-7187 e-mail:

cep@fcm.unicamp.br).

Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem sera remunerado por sua participacao.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serao
ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participagdo na
pesquisa.

Gostariamos de esclarecer que sua participacao é totalmente voluntaria, podendo vocé:
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualgquer momento sem que isto acarrete
qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacdes serao
utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serao tratadas com o mais absoluto
sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Assinatura do Voluntario (Favor rubricar todas as vias deste termo)

Assinatura do Pesquisador (Favor rubricar todas as vias deste termo)


mailto:pprada@fcm.unicamp.br
mailto:patricia.prada@fca.unicamp.br
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Comparacao entre as médias das diferencas valores relativos
ALA e GLN - nivel FILO
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Anexo 4. Grafico das médias das diferencas relativas (%) dos grupos ALA e GLN
por filo de bactérias encontradas na microbiota intestinal.
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Comparagéo entre as medias das diferengas valores relativos
ALA e GLN - nivel GENERO
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Anexo 5. Grafico das médias das diferengas relativas (%) dos grupos ALA e
GLN por género de bactérias encontradas na microbiota intestinal.
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Alteracoes individuais da microbiota intestinal — FILO
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Anexo 6. Graficos representativos das diferencas relativas (%) individuais por filo

de bactérias encontradas na microbiota intestinal. (A) representa as variacoes
individuais do grupo ALA e do grupo GLN para o filo Acidobactéria; (B) ALA e GLN, filo
Actinobacteria; (C) ALA e GLN, filo Bacteroidetes; (D) ALA e GLN, filo Cyanobacteria;
(E) ALA e GLN, filo Firmicutes; (F) ALA e GLN, filo Fusobacteria; (G) ALA e GLN, filo
Lentisphaerae; (H) ALA e GLN, filo Proteobacteria; (I) ALA e GLN, filo Synergistetes; (J)
ALA e GLN, filo TM7; (K) ALA e GLN, filo Tenericutes; (L) ALA e GLN, filo
Verrucomicrobia.
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Alteracoes individuais da microbiota intestinal
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Anexo 7. Gréficos representativos das diferencas relativas (%) individuais por

género de bactérias encontradas na microbiota intestinal. (A) representa as variacoes

individuais do grupo ALA e do grupo GLN para o género Alistipes; (B) ALA e GLN,

género Bacteroides; (C) ALA e GLN, género Megasphaera; (D) ALA e GLN, género

Phascolarctobacterium; (E) ALA e GLN, género Prevotella;

(F) ALA e GLN, género

Succinivibrio. Secionados apenas 0s géneros tais que ao menos um de seus valores

relativos de médias dos grupos ALA e GLN foram superiores a 1%.
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Consumo calodrico
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Anexo 8: Gréfico das médias da variavel Kcal por dia.
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Alteracoes na microbiota intestinal apdés a suplementacao

Grupo ALA - Nivel Filo
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Anexo 9. Gréficos representativos da contagem de bactérias intestinais em
numeros absolutos (nivel filo), antes e depois da suplementacdo no grupo ALA. Cada
individuo é representado por um grafico do A ao L.
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Alteracoes na microbiota intestinal apdés a suplementacao

Grupo GLN — Nivel Filo
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Anexo 10. Gréficos representativos da contagem de bactérias intestinais em
numeros absolutos (nivel filo), antes e depois da suplementacdo no grupo GLN. Cada
individuo é representado por um grafico do A ao U.
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Alteracoes na microbiota intestinal apdés a suplementacao

Grupo ALA - Nivel Género
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Anexo 11. Gréficos representativos da contagem de bactérias intestinais em

nuameros absolutos (nivel género), antes e depois da suplementacdo no grupo ALA.

Cada individuo é representado por um grafico do A ao L.
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ANEXO 12




Alteracoes na microbiota intestinal apés a suplementacao

Grupo GLN — Nivel Género
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Anexo 12. Gréficos representativos da contagem de bactérias intestinais em

numeros absolutos (nivel género), antes e depois da suplementacdo no grupo GLN.

Cada individuo é representado por um grafico do A ao U.



