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RESUMO

GUEDES, Marcella Rodrigues. Efeitos da suplementagdo de probioticos sobre a
adiposidade corporal, perfil lipidico, pressao arterial e fungdo vascular em individuos
com hipertensdo e sobrepeso ou obesidade submetidos a restri¢dao energética. 2023. 145
f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A hipertensdo arterial (HA) frequentemente se associa a outros fatores de risco
para doengas cardiovasculares como obesidade e dislipidemia. Nos ultimos anos,
evidéncias crescentes tém sugerido um papel da disbiose intestinal na patogénese dessas
desordens. Entretanto, ensaios clinicos avaliando os efeitos da suplementacdo de
probidticos sobre esses desfechos apresentam resultados inconsistentes devido a ampla
heterogeneidade dos desenhos de estudo. Sendo assim, o presente estudo objetivou
avaliar em individuos com hipertensdo e sobrepeso ou obesidade, submetidos a restricao
energética, os efeitos da suplementacdo de probidticos sobre a adiposidade corporal, o
perfil lipidico, a pressdo arterial (PA) e a fun¢@o vascular. Foi realizado um ensaio clinico
randomizado, controlado, paralelo e duplo-cego, com duracdo de 12 semanas. Foram
incluidos 66 individuos com idade entre 40 e 65 anos; ambos os sexos; indice de massa
corporal > 25,0 e < 40,0 kg/m? e diagnodstico de HA. Foram excluidos individuos
tabagistas; em uso de probidticos, prebidticos, simbidticos e antibidticos; e com
diagnostico de diabetes, doenga renal cronica ou insuficiéncia hepatica. Os participantes
foram alocados em 2 grupos: grupo com suplementa¢do de 9 cepas de probidticos em
capsulas (3x10'° UFC/dia) ou grupo controle (capsulas placebo). Os 2 grupos seguiram
uma dieta hipocaldrica e foram submetidos a avaliagdo antropométrica, de composi¢ao
corporal (bioimpedancia elétrica), da ingestdo alimentar, laboratorial, PA, reatividade
microvascular cutinea e rigidez arterial, no inicio e ap6s 12 semanas de intervencdo. A
avaliacdo laboratorial incluiu perfil lipidico e concentragdo sérica de moléculas de adesao
e adiponectina. A reatividade microvascular cutdnea foi avaliada por Laser Speckel
Contrast Imaging (PeriCam PSI-NR) e a rigidez arterial foi avaliada através da
velocidade de onda de pulso (Mobil-O-Graph). Apos 12 semanas de intervencao, foi
observado no grupo probioticos: a) reducdo do indice de adiposidade corporal, dos
perimetros de cintura, quadril e pescogo, e da razdo cintura-estatura (p < 0,05); b) reducao
do colesterol total e triglicerideos (p < 0,05); ¢) aumento do pico de perfusdo durante o
periodo de hiperemia reativa pds-oclusiva (HRPO), tanto quando avaliado em unidade
arbitraria de perfusao como quando avaliado em condutancia vascular cutanea (p <0,05),
e aumento significativo da condutancia vascular cutanea, ao comparar o periodo de HRPO
com o periodo basal (p < 0,05). No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos em nenhum dos parametros avaliados. Dessa forma, conclui-se que no presente
estudo, apds o periodo 12 semanas de suplementacao com multiplas cepas de probiodticos
associada a restricdo energética em individuos com hipertensao e sobrepeso ou obesidade,
ndo foi encontrado efeito significativo sobre a adiposidade corporal, o perfil lipidico, a
pressdo arterial e a funcdo vascular.

Palavras-chave: hipertensdo arterial; obesidade; fun¢do vascular; microbiota intestinal;
probidticos.



ABSTRACT

GUEDES, Marcella Rodrigues. Effects of probiotic supplementation on body adiposity,
lipid profile, blood pressure and vascular function in individuals with hypertension and
overweight or obesity submitted to energy restriction. 2023. 145 f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Hypertension often clusters with other cardiovascular risk factors such as obesity, and
dyslipidemia. Recently, a growing body of evidence has suggested a role of gut dysbiosis
in the pathogenesis of these disorders. However, clinical trials evaluating the effects of
probiotic supplementation on these outcomes present inconsistent results, probably due
to the wide heterogeneity in trial designs. Therefore, the present study aimed to evaluate
in individuals with hypertension and overweight or obesity, submitted to energy
restriction, the effects of probiotics supplementation on body adiposity, lipid profile,
blood pressure (BP) and vascular function. A randomized, controlled, parallel and double-
blind clinical trial was conducted with supplementation of multiple probiotic strains for
12 weeks. Were included 66 individuals aged between 40 and 65 years; of both sexes;
with body mass index > 25.0 and < 40.0 kg/m? and diagnosis of hypertension. Were
excluded smokers and individuals using probiotics, prebiotics, symbiotics and antibiotics;
and diagnosed with diabetes, chronic kidney disease or liver failure. Participants were
allocated into 2 groups: group with supplementation of 9 probiotic strains in capsules
(3x10'® CFU/day) or control group (placebo capsules). Both groups followed a
hypocaloric diet and were submitted to the following evaluations anthropometric, body
composition (bioelectrical impedance analysis), laboratorial, dietary intake, BP,
cutaneous microvascular reactivity and arterial stiffness, at baseline and after 12 weeks
of intervention. Laboratory evaluation included lipid profile and serum concentration of
adhesion molecules and adiponectin. Cutaneous microvascular reactivity was evaluated
by the Laser Speckel Contrast Imaging technique (PeriCam PSI-NR) and arterial stiffness
was evaluated by pulse wave velocity (PWV) (Mobil-O-Graph). After 12 weeks of
intervention, it was observed in the probiotic group: a) reduction in body adiposity index,
circumferences of waist, hip and neck, and waist-to-height ratio (p < 0.05); b) reduction
of total cholesterol and triglycerides (p < 0.05); c) increase in peak perfusion during the
post-occlusive reactive hyperemia (PORH) period, both when evaluated in arbitrary
perfusion unit and when evaluated in cutaneous vascular conductance (p < 0.05), and
significant increase in cutaneous vascular conductance, when comparing the PORH
period with the basal period (p < 0.05). However, there was no significant difference
between groups in any of the parameters evaluated in the study. In conclusion, in the
present study, after the 12-week period of supplementation with multiple strains of
probiotics associated with energy restriction in individuals with hypertension and
overweight or obesity, no significant effect was found on body adiposity, lipid profile,
blood pressure and vascular function.

Keywords: hypertension; obesity; vascular function; gastrointestinal microbiome;
probiotics.
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INTRODUCAO

A hipertensdo arterial (HA) consiste em uma doenca cronica nao transmissivel,
caracterizada por elevacao sustentada da pressao arterial (PA) (OPARIL et al., 2018;
BARROSO et al., 2021). Apresenta alta prevaléncia em todo o mundo e ¢ considerada o
principal fator de risco modificavel para as doengas cardiovasculares (DCVs), maior causa de
mortalidade global (KANNEL, 1961; NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2021).
Dentre os fatores etioldgicos, destaca-se a obesidade como responsavel por uma parcela
significativa dos casos de hipertensdao. O ganho de peso corporal estd diretamente associado
com o aumento da PA, enquanto a perda ponderal reduz os niveis pressoricos mesmo antes do
peso ideal ser alcancado (HALL et al., 2021; KOENEM et al., 2021).

Um crescente conjunto de evidéncias sugere que a disbiose intestinal esta associada
tanto com a presenga de hipertensdo arterial, quanto com a ocorréncia de obesidade,
dislipidemia, diabetes tipo 2 e DCVs (TANG et al., 2027; AVERY et al., 2021; LOUCA et al.,
2021). Alguns mecanismos envolvidos na patogénese dessas desordens tém sido postulados,
como a ativagdo da cascata pro-inflamatoria induzida pela translocacao dos lipopolissacarideos
(LPS) pela barreira intestinal, levando a alteragdes metabdlicas e ganho de peso (STEPHENS
etal., 2018; YANG et al., 2020; NESCI et al., 2023). Outro mecanismo se refere ao N-6xido de
trimetilamina (TMAOQ), metabolito produzido a partir de nutrientes dietéticos pela microbiota
intestinal. Estudos demonstram um papel do TMAO na disfun¢ao endotelial, na elevacao da PA
e no desenvolvimento da aterosclerose, além de estar associado a maior risco de eventos
cardiovasculares e mortalidade (GRYLLS et al., 2021; LI et al., 2022; CANYELLES et al.,
2023).

Nesse contexto, houve um aumento na realizacdo de pesquisas direcionadas para
intervengdes na composi¢ao da microbiota intestinal, como o uso de probioticos. Nos ultimos
anos, foram publicados varios ensaios clinicos randomizados (ECRs) avaliando os efeitos da
suplementagdo de probidticos sobre a adiposidade corporal, o perfil lipidico e a PA. No entanto,
ainda ndo existe consisténcia na literatura. Embora alguns estudos tenham observado melhora
nesses desfechos, outros ndo encontraram beneficios (KHALESI et al., 2014; CHO et al., 2015;
PARK et al., 2015; RAYGAN et al., 2018; WANG et al., 2018; YAN et al., 2019; LEWIS-
MIKHAEL et al., 2020; LIM et al., 2020). Vale destacar que os desenhos de estudo disponiveis

atualmente sdo amplamente heterogéneos, contribuindo para os resultados controversos. Além
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disso, até 0 momento, poucos ensaios clinicos avaliaram o efeito dos probioticos sobre a fungao
vascular. Ressalta-se também que ha caréncia de estudos que investiguem se os probidticos
podem potencializar os efeitos da restricao calorica em individuos com alta complexidade de
alteragdes metabodlicas, inflamatorias e vasculares, como individuos com hipertensao e excesso

de adiposidade corporal.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Hipertensao arterial

As DCVs representam a principal causa de mortalidade global (FOROUZANFAR et al.,
2016; VISSEREN et al., 2022). Em 2019, foram responsaveis por aproximadamente 18,6
milhdes de mortes em todo o mundo, e estima-se que até 2030 sejam responsaveis por mais de
22,2 milhdes de mortes (ROTH et al., 2020).

A HA constitui o principal fator de risco modificavel para as DCVs, contribuindo para
a mortalidade precoce. Existe uma associa¢do independente, linear e continua entre valores de
PA e a mortalidade cardiovascular (CV) (KANNEL, 1961; WILLIAMS et al., 2018;
BARROSO et al., 2021). Além disso, apresenta impacto significativo nos custos médicos e
socioecondmicos, decorrentes das complica¢des em orgdos-alvo (BARROSO et al., 2021). Por
definicdo, a HA consiste em uma doenga cronica nao transmissivel, caracterizada por elevagao
sustentada da PA (OPARIL et al., 2018; BARROSO et al., 2021).

Apresenta epidemiologia alarmante com elevada prevaléncia em todo o mundo. Em
2019 foi estimado que a HA afetava em todo o mundo 1,28 bilhdo de individuos com idade
entre 30 -79 anos, correspondendo a uma prevaléncia padronizada por idade de 34% em homens
e 32% em mulheres (NCD RISK FACTOR COLLABORATION, 2021). No Brasil, segundo os
dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doengas Cronicas por Inquérito
Telefonico publicados em 2021, a frequéncia de diagndstico de HA foi de 26,3%, sendo 27,1%
entre mulheres e 25,4% entre homens. Em ambos os sexos, a frequéncia foi maior conforme o

aumento da idade e a redug@o do nivel de escolaridade (BRASIL, 2021).
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Etiologia

A etiologia da HA ¢ multifatorial, envolvendo interagdo entre componentes genéticos,
epigenéticos, ambientais e sociais (OPARIL et al., 2018; BARROSO et al., 2021). Dentre esses
fatores, a obesidade destaca-se como responsavel por uma parcela significativa dos casos de
hipertensao, sobretudo a obesidade visceral, embora os mecanismos subjacentes ainda nao
sejam completamente compreendidos. Na obesidade, observa-se expansao e remodelamento do
tecido adiposo, com desequilibrio na secrecdo e agdo de adipocinas e citocinas, havendo
predominio de mediadores pro-inflamatdérios. Em conjunto, essas alteragdes contribuem para
o desencadeamento de desordens metabolicas, incluindo resisténcia a insulina e dislipidemia,
lipotoxicidade, inflamacao cronica, aumento da atividade do sistema nervoso simpatico e do
sistema renina-angiotensina, levando a disfun¢do endotelial, elevacdo da PA e rigidez arterial
(HALL et al., 2015, 2019, 2021; KOENEN et al., 2021).

A HA possui uma intima relagdo com a disfungdo endotelial. Em condi¢des normais, as
células endoteliais regulam o tonus vascular através da sintese de fatores vasodilatadores, como
oxido nitrico (NO) e prostaciclinas, dentre outros. Além disso, um endotélio saudavel possui
funcdo antioxidante, anti-inflamatdria e anti-trombdtica, contribuindo para a homeostase
vascular e controle da PA. Enquanto a disfungao endotelial € caracterizada pela diminuigdo da
biodisponibilidade de NO e aumento da liberacdo de mediadores vasoconstritores, como a
endotelina-1. Ocorre também aumento da producgao de fatores de crescimento, do inibidor do
ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e aumento da expressdao de moléculas de adesao, como
a molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1), a molécula de adesdo celular vascular 1
(VCAM-1) e a E-selectina. Essas alteragdes resultam em aumento da resisténcia vascular e da
PA, além de favorecerem um estado pro-inflamatorio, pro-aterogénico e pro-trombotico,
elevando o risco CV. No entanto, a HA, por sua vez, exerce um impacto negativo adicional
sobre o endotélio, agravando a disfuncdo e levando a perpetuacdo desse ciclo (OPARIL et al.,
2018; CICALESE et al., 2021; SAVOIA, 2022).

Outra alteragdo de fun¢do e estrutura vascular que contribui para a HA ¢ a rigidez
arterial. A rigidez promove um remodelamento interno de pequenas artérias, o0 que aumenta a
resisténcia vascular, a PA e, assim, a rigidez da artéria central, propiciando um ciclo de
retroalimentagdo. A métrica clinica considerada padrao-ouro para avaliar a rigidez arterial ¢ a
velocidade da onda de pulso (VOP). A VOP ¢ uma medida da velocidade com que a onda de

pressdo, gerada a cada sistole, viaja ao longo da arvore arterial. Uma VOP elevada aumenta as
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cargas pulsateis na microcircula¢do, promovendo danos e disfungdes em 6rgaos, como cérebro
e rins. Além disso, o aumento da VOP resulta em um retorno mais precoce da onda de pulso
refletida a aorta proximal, aumentando, assim, a pds-carga sobre o coragdo e¢ diminuindo a
pressao de perfusdo coronaria (BOUTOUYRIE et al.,, 2021; CICALESE et al., 2021;
HARRISON et al., 2021; COFFMAN et al., 2021; WILCOX, 2021). A sua importancia clinica
tem sido confirmada por diversos estudos que demonstram que a VOP ¢ forte preditora de
eventos cardiovasculares (MATTACE-RASO et al., 2006; VLACHOPOULOS et al., 2010;
STEFANADIS, 2010; BEN-SHLOMO et al., 2014).

Diagnostico

A HA ¢ diagnosticada na vigéncia de PA sistolica (PAS) > 140 mmHg e/ou PA diastélica
(PAD) > a 90 mmHg e pode ser classificada em trés estagios: estagio 1- PAS 140-159 mmHg
e/ou PAD 90-99 mmHg; estagio 2- PAS 160-179 mmHg e/ou 100-109 mmHg; estagio 3- PAS
> 180 mmHg e/ou PAD > 110 mmHg (BARROSO et al., 2021; MANCIA et al., 2023).

Para diagnostico em ambulatorio, a aferigdo da PA deve ser realizada trés vezes, com
intervalo de um a dois minutos, utilizando dispositivo oscilométrico ou auscultatorio validado
e calibrado, em pelo menos duas ocasides diferentes e na auséncia de anti-hipertensivos.
Recomenda-se que na primeira consulta a medi¢do da PA seja realizada nos dois bragos. Uma
diferenca de PAS entre os bracos > 15 mmHg ¢ sugestiva de doenca ateromatosa e esta
associada a um risco CV aumentado. Se houver diferenca de valores de PA entre os bragos,
recomenda-se que as leituras subsequentes sejam realizadas no brago com medida mais alta.
Caso seja viavel logistica e economicamente, recomenda-se a confirmagdo do diagndstico por
meio de avaliacdo da PA fora do consultorio através da Monitorizagdo Ambulatorial da Pressao
Arterial (MAPA), da Monitorizagao Residencial da Pressdao Arterial (MRPA) ou da Automedida
da Pressdo Arterial (AMPA). Aliado ao diagnoéstico, recomenda-se também a investiga¢do de
causa secundaria, de lesdes de 6rgdo-alvo, de doengas associadas, além de avaliagdo do risco
CV (WILLIAMS et al., 2018; UNGER et al., 2020; BARROSO et al., 2021).

A hipertensdo raramente ocorre isoladamente, e muitas vezes ocorre concomitantemente
com outros fatores de risco CV, como dislipidemia e intolerancia a glicose. Essa associagdo de

fatores de risco metabolicos tem um efeito multiplicativo sobre o risco CV. Consequentemente,
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a quantificagdo do risco CV total € uma parte importante do processo de estratificagcao de risco

para pacientes com hipertensao (WILLIAMS et al., 2018).

Consequéncias

A hipertensdo ¢ o fator de risco mais comum e evitavel para DCVs, incluindo doenga
coronariana, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular encefalico, infarto agudo do miocardio,
fibrilagdo atrial e doenga arterial periférica, doenga renal cronica e comprometimento cognitivo.
Além disso, € o principal contribuinte isolado para a mortalidade por todas as causas ¢ para a
incapacidade em todo o mundo (OPARIL et al., 2018; HARRISON et al., 2021; COFFMAN et
al., 2021; WILCOX, 2021).

Ao tratar a HA, ¢ importante considerar o risco previsto de DCV aterosclerdtica, mais
do que apenas o nivel de PA (OPARIL et al., 2018). Apesar da PA periférica ser comumente
utilizada para diagnostico e acompanhamento, estudos recentes mostram que a PA central tem
melhor poder preditivo para eventos cardiovasculares futuros (PAUCA; O’ROURKE; KON,
2001; ROMAN et al., 2007; MCENIERY et al., 2014). Além disso, avangos tecnologicos
permitem que a pressdo aortica possa ser determinada por técnicas ndo invasivas, validadas,

como através da tonometria de aplanagdo da artéria radial (SCHULTZ et al., 2020).

Tratamento

O tratamento deve ser baseado em uma abordagem multiprofissional, com adocdo de
mudanca de estilo de vida (MEV) e utilizacdo de anti-hipertensivos. A estratégia farmacologica
depende do estagio da HA, do grau de risco CV e da presenca de doencgas associadas e leséo de
orgao-alvo (BARROSO et al., 2021; MANCIA et al., 2023). Diversos estudos tém mostrado a
importancia do cuidado multidisciplinar para otimizar a adesdo ao tratamento e o controle da
PA, bem como para reduzir fatores de risco e mortalidade CV (CARTER et al., 2009;
POTTHOFF; VONEND, 2017; BARROSO et al., 2021).
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As recomendacdes de MEV incluem adocdo de padrdo alimentar semelhante a dieta
DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension) — rico em graos integrais, frutas e vegetais,
com consumo moderado de oleaginosas e de laticinios desnatados, e baixa ingestdo de carne
vermelha e alimentos com alto teor de agucar e gordura. Adicionalmente, recomenda-se reducédo
daingestdo de sodio (até 2g/dia) e aumento do consumo de potassio, com substitui¢éo do cloreto
de sddio por cloreto de potassio, quando ndo houver restricdo. O peso corporal deve ser
controlado para manutencao de indice de massa corporal (IMC) < 25 kg/mz2, assim como deve
ser estimulada a realizacdo de atividade fisica moderada (pelo menos 150 minutos/semana).
Ressalta-se também a importancia da moderacdo do consumo de alcool, do manejo do estresse
e da cessacgdo do tabagismo (UNGER et al., 2020; BARROSO et al., 2021; MANCIA et al.,
2023).

Além disso, evidéncias mais recentes t€ém sugerido que a HA pode estar associada com
alteragcdes na microbiota intestinal ¢ que a sua modulagdo pode ser uma abordagem
complementar para auxiliar no manejo da PA (SUN et al., 2019; MURALITHARAN et al.,
2020; AVERY et al., 2021; HARRISON; COFFMAN; WILCOX, 2021).

1.2 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal consiste em um ecossistema complexo e heterogéneo, composto
por trilhdes de microrganismos, incluindo bactérias, fungos, virus, archae e protozoarios.
Enquanto o microbioma intestinal se refere ao genoma de todos os microorganismos que
abrigam o trato intestinal, contendo 100 vezes mais genes do que o genoma humano (TANG;
KITAI; HAZEN, 2017; ADAK; KHAN, 2019; AGUS; CLEMENT; SOKOL, 2021; VAN SON
et al., 2021; WILKINS; REIMER, 2021).

Existe uma relacao comensal entre as bactérias do intestino e o hospedeiro (VAN SON
et al., 2021). Em condi¢des normais, a microbiota intestinal desempenha um papel crucial em
diversas fungdes fisiologicas para manuteng¢do da homeostase, como defesa contra patdogenos,
fermentagdo de componentes dietéticos ndo digeridos, sintese de vitaminas, manutencao da
barreira intestinal, além de regulacdo do sistema imunologico (ADAK; KHAN, 2019;
ZUBCEVIC et al., 2019; AGUS; CLEMENT; SOKOL, 2021; KASPRZAK-DROZD et al.,
2021).
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Em individuos saudaveis, a composi¢cdo da microbiota intestinal é caracterizada por sua
abundancia, diversidade e riqueza. Composta predominantemente por dois principais filos,
Bacteroidetes e Firmicutes, que correspondem a aproximadamente 90% da microbiota intestinal
(ADAK; KHAN, 2019; VAN SON et al., 2021; WILKINS; REIMER, 2021).

Além da predisposicdo genética, diversos fatores ambientais interferem na composi¢ao
da microbiota, incluindo sedentarismo, tabagismo, envelhecimento, alguns medicamentos e
dieta (GOODRICH et al., 2014; ZHERNAKOVA et al.,, 2016; ADAK; KHAN, 2019;
MURALITHARAN et al., 2020, WEERSMA; ZHERNAKOVA; FU, 2020; KASPRZAK-
DROZD etal.,2021). Varios estudos demonstram que componentes dietéticos podem modular
a composicao e a fungdo da microbiota intestinal. Um padrao alimentar ocidental, caracterizado
por alta ingestdo de ultraprocessados, gordura saturada e agucar, tem sido associado a uma
microbiota desfavoravel. Enquanto uma maior ingestdo de fibras e a adesdo a um padrao
alimentar saudavel, como a dieta mediterranea, tém se associado a efeitos benéficos na
microbiota intestinal (CANI et al., 2007; ZHERNAKOVA et al., 2016; MARTINEZ; LEONE;
CHANG, 2017; SINGH et al., 2017; MICLOTTE; VAN DE WIELE, 2020).

No geral, a disbiose intestinal ¢ definida como alteragcdes na composi¢do da comunidade
microbiana em relagdo a encontrada em individuos saudéveis, e é caracterizada por redugao da
diversidade, perda de microrganismos benéficos e expansao de outros potencialmente nocivos.
Essa alteracdo na composi¢ao da microbiota intestinal pode afetar direta ou indiretamente o
metabolismo do hospedeiro (MURALITHARAN et al., 2020; WITKOWSKI; WEEKS;
HAZEN, 2020; LEE; CHANG, 2021).

1.3 Microbiota intestinal e Hipertensao arterial

Estudos observacionais demonstram que a HA estd associada a disbiose intestinal,
caracterizada por uma redugdo da diversidade bacteriana e um desequilibrio na proporc¢ao dos
filos, com aumento da razao Firmicutes/Bacteroidetes (YANG et al., 2015; SUN et al., 2019;
LOUCA et al., 2021).

Vérios mecanismos vém sendo estudados, incluindo o papel dos acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) na regulacdo da PA. Os AGCCs sao metabolitos derivados da microbiota, sendo
o acetato, o propionato e o butirato os mais abundantes, produzidos durante o processo de

fermentagdo de carboidratos ndo digeriveis (TANG; KITAI; HAZEN, 2017;
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MURALITHARAN et al., 2020). Os seus efeitos bioldgicos derivam da interagdo com
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), tais como GPR41, GPR43, GPR109A ¢ o recém-
identificado receptor olfatorio OLFR78. A distribuicdo desses receptores abrange diversos
tecidos, como vasculatura e rins, € esta intimamente ligada a regulacao da vasorreatividade. O
receptor OLFR78 ¢ expresso nas células musculares lisas dos vasos e no aparelho
justaglomerular, desempenhando um papel central na liberacdo de renina e nas mudangas na
resisténcia vascular, contribuindo, assim, para a hipertensdo. Em contraste, o receptor GPR41,
presente no endotélio vascular, estimula a vasodilatacdo e redugcdo da PA (MA; LI, 2018;
WITKOWSKI; WEEKS; HAZEN, 2020; YANG et al., 2020; AVERY et al., 2021; MASENGA
et al.,, 2022). Além disso, recentemente, tem sido estudada a associagdo entre a disbiose
intestinal e uma comunicag@o simpatico-intestinal disfuncional, sugerindo um papel crucial no
desenvolvimento da hipertensdo (SANTISTEBAN et al., 2017).

Outro mecanismo potencial envolve a translocacdao de padrdes moleculares associados
a patdégenos (PAMPs), como LPS e peptideoglicanos. Na condicdo de disbiose intestinal,
observa-se um aumento da permeabilidade do epitélio intestinal, favorecendo a passagem
dessas moléculas. Os LPS sdo componentes estruturais da parede celular de bactérias Gram-
negativas que podem atravessar a barreira intestinal, alcancar a circulagdo e se ligar a receptores
Toll-like (TLRs), modulando vias de sinalizag@o celular. A ligagdo dos LPS ao TLR-4 ativa o
fator de transcri¢gdo nuclear kappa B (NFkB), com consequente aumento da produciao de
citocinas pro-inflamatdrias, como interleucina (IL)-6, IL-1, IL-27 e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), desencadeando uma cascata pré-inflamatoria e oxidativa. Assim, ocorre aumento
da liberagao de radicais livres, por meio da NADPH oxidase, que contribuem para a disfung¢ao
endotelial através da oxidacdo de particulas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que
diminuem para a producdo de NO, em paralelo ao aumento de endotelina-1, levando a
vasoconstri¢ao e reducao da vasodilatacdo (MA; LI, 2018; WITKOWSKI; WEEKS; HAZEN,
2020; YANG et al., 2020; GRYLLS; SEIDLER; NEIL, 2021).

Adicionalmente, Li et al (2022) destacaram que maiores niveis circulantes de TMAO
estdo correlacionados com niveis mais elevados de PAS (LI et al., 2022a). Essa relagao também
foi corroborada por outras metandlises, que encontraram associagdes positivas entre a
concentracgao circulante de TMAO e o aumento do risco de desenvolvimento e prevaléncia da
HA (GE et al., 2020; ABBASALIZAD FARHANGI; VAIDI, 2021). O TMAO ¢ formado a
partir de nutrientes dietéticos, como a colina, a betaina e a L-carnitina. No lumen intestinal,
esses nutrientes sao metabolizados em trimetilamina (TMA) pela atividade de enzimas liases

produzidas por bactérias comensais. Devido ao aumento da permeabilidade do epitélio



23

intestinal, a TMA atravessa a barreira intestinal e alcanga a circulagdo. No figado, a TMA ¢
oxidada a TMAO pela enzima flavina monoxigenase-3 (TANG; KITAI, HAZEN, 2017;
WITKOWSKI; WEEKS; HAZEN, 2020). Embora o papel exato do TMAO na hipertensao nao
seja tao claro quanto em outros fatores de risco cardiovasculares, sugere-se que possa contribuir
por meio da indugdo de disfun¢do endotelial e estresse oxidativo (MURALITHARAN et al.,
2020).

1.4 Microbiota intestinal e Obesidade

Evidéncias também demonstram mudangas quantitativas e qualitativas na composicao
da microbiota intestinal de individuos com obesidade em comparagdo com individuos
eutroficos. Observa-se redugdo da diversidade microbiana e aumento da razdo
Firmicutes/Bacteroidetes (BATTSON et al., 2018b; DEL CHIERICO et al., 2018). No entanto,
ainda permanece em discussdo se a alteracdo na microbiota precede o ganho de peso ou se ¢
um reflexo do fendtipo obeso (SANMIGUEL; GUPTA; MAYER, 2015).

Vérios mecanismos envolvendo o papel da disbiose intestinal na etiologia da obesidade
tém sido postulados, como a translocagdo de PAMPs pela barreira intestinal, contribuindo para
um estado pro-inflamatorio cronico e desenvolvimento de desordens metabodlicas, como
resisténcia a insulina e ganho de peso (CANI et al., 2007; KIM et al., 2012; SANMIGUEL;
GUPTA; MAYER, 2015; STEPHENS; ARHIRE; COVASA, 2018).

Discute-se também o papel dos AGCCs derivados da microbiota sobre a regulacao do
consumo de energia. Alguns estudos sugerem que na obesidade ocorre reducao da producao do
peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) e do peptideo YY (FURNESS et al., 2013; HILLS
et al.,, 2019; YANG et al., 2020). Além disso, a obesidade esta associada a uma maior
abundancia de bactérias sacaroliticas, que contém glicosidases e liases, enzimas essenciais para
a degradagdo de polissacarideos, aumentando a sintese de AGCCs e fornecendo um substrato
extra de energia absorvido pelo hospedeiro (TURNBAUGH et al., 2006; SANMIGUEL;
GUPTA; MAYER, 2015; STEPHENS; ARHIRE; COVASA, 2018; MUSCOGIURI et al.,
2019).

Adicionalmente, tem sido reportado que a microbiota intestinal participa da modulagao
de genes associados ao armazenamento de gordura. Evidéncias demonstram que a disbiose

intestinal suprime a expressao do fator adiposo induzido pelo jejum (FIAF), que, além de seus
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efeitos inibitorios sobre a lipase lipoproteica, ¢ um potente regulador da oxidacdo de acidos
graxos, resultando em aumento da deposic¢ao de triglicerideos no tecido adiposo (STEPHENS;
ARHIRE; COVASA, 2018; MUSCOGIURI et al., 2019).

Outro mecanismo potencial envolve a proteina quinase ativada por monofosfato de
adenosina (AMPK), uma enzima que atua na regulacio do metabolismo energético
(STEPHENS; ARHIRE; COVASA, 2018). No contexto de disbiose intestinal, ocorre a
supressao da AMPK, levando a uma menor oxidagao dos 4acidos graxos € um aumento na sintese

de triglicerideos (TREMAROLI; BACKHED, 2012; WICINSKI et al., 2020).

1.5  Microbiota intestinal e Doencas cardiovasculares

A disbiose intestinal também tem sido associada a patogénese de varias alteragdes
metabolicas e DCVs (JIE et al., 2017). Evidéncias crescentes demonstram a participagdo de
metabolitos derivados da microbiota intestinal no aumento do risco cardiovascular, como o
TMAO e os acidos biliares secundarios (TANG et al., 2013; MA; LI, 2018; NESCl et al., 2023).
Vérias metandlises tém mostrado que os niveis circulantes de TMAOQO estao associados ao risco
de DCV de forma dose-dependente (HEIANZA et al., 2017; SCHIATTARELLA et al., 2017,
ABBASALIZAD FARHANGI; VAJDI, 2021; GUASTTI et al., 2021; CHEN et al., 2022; LI et
al., 2022a). O TMAO ¢ considerado pro-aterogénico (WANG et al., 2011; FU et al., 2016),
influenciando na supressdo do transporte reverso de colesterol e na modulagdo dos
transportadores de colesterol em macrofagos (KOETH et al., 2013) Adicionalmente, foi
recentemente descoberto que o TMAO promove disfungdo endotelial através do aumento da
expressdo da proteina quinase C (PKC) e da ativacdo do NF«xB, com aumento da expressao de
VCAM-1, contribuindo para adesdo de monoécitos no endotélio e, consequentemente,
aterogénese (BRUNT et al., 2020; GRYLLS; SEIDLER; NEIL, 2021). Além disso, a exposi¢ao
direta de plaquetas a0 TMAO causa hiper-reatividade plaquetaria, através de aumento na
liberagdo de cdlcio intracelular, favorecendo o risco pro-tromboético (ZHU et al., 2016, 2017;
CANYELLES et al., 2023).

Tem sido estudado também o papel dos acidos biliares secundarios na disfungdo
endotelial e na aterosclerose. Embora os mecanismos ainda ndo sejam totalmente
compreendidos, parece haver um estimulo ao aumento da expressdo de ICAM-1 e VCAM-1,

através da ligacao dos acidos biliares com o receptor farnesoide X (FXR) comumente presente
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em células endoteliais, contribuindo assim para a inflama¢ao induzida por leucdcitos nos
tecidos vasculares (JONSSON; BACKHED, 2017; NESCI et al., 2023).

Outro papel significativo envolvido no aumento do risco CV também tem sido atribuido
aos PAMPs (WIEDERMANN et al., 1999; MA; LI, 2018; NESCI et al., 2023). Uma coorte
conduzida por Pastori et al (2017) observou que as concentragdes circulantes de LPS foram
preditoras de eventos cardiovasculares em pacientes com fibrilagdo atrial (PASTORI et al.,

2017).

1.6 Probioticos

Diante do crescente conjunto de evidéncias que estabelecem uma associagdo entre a
disbiose intestinal e o desenvolvimento de desordens cardiometabolicas, houve um aumento na
realizagdo de pesquisas voltadas para intervengdes na composi¢ao da microbiota, como 0 uso
de probidticos.

Segundo a International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP),
os probiodticos sao definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a satide do hospedeiro”, com evidéncia adequada
de seguranca (HILL et al., 2014). Além disso, para serem considerados probidticos, os
microrganismos devem ser capazes de sobreviver em condi¢des do trato gastrointestinal, como
em pH 4cido e na presenca de enzimas digestivas e sais biliares (PLAZA-DIAZ et al., 2019).

Alguns dos mecanismos propostos para os efeitos benéficos dos probidticos na saude
do hospedeiro incluem colonizagdo, exclusdo competitiva de patdgenos, melhora na
composicdo da microbiota intestinal, sintese de enzimas e AGCCs, producdo de mucina,
redugdo da permeabilidade intestinal (melhorando func¢ao de barreira), modulagdo do sistema
imunologico e do eixo cérebro-intestino (HILL et al., 2014; ADAK; KHAN, 2019; GUARNER
et al., 2023).

Os probidticos sdo geralmente administrados em sachés, capsulas ou adicionados aos
alimentos. Alimentos fermentados tém recebido interesse crescente, embora sejam consumidos
ha milhares de anos, contudo, s6 podem ser considerados probidticos se houver um conteudo
microbiano definido (ROBLES-VERA et al., 2017; CRISTOFORI et al., 2021; MARCO et al.,
2021). Os probioticos mais comumente presentes em suplementos e alimentos pertencem aos

géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (SUEZ et al., 2019). Em relacdo a dose, alguns paises
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determinam que a dose minima para promover beneficios ¢ de 1x10° UFC/dia (HEALTH
CANADA, 2009; MINISTERO DELLA SALUTE, 2018), entretanto, ensaios clinicos
continuam sendo realizados para determinar a dose, bem como as cepas necessarias para
diversas condig¢des patoldgicas.

Nos ultimos anos, foram publicados alguns ECRs e metandlises avaliando os efeitos da
suplementagdo de probidticos sobre adiposidade corporal, perfil lipidico, PA e outros fatores de
risco para DCV. No entanto, ainda nao ha consisténcia na literatura. Apesar de varios estudos
reportarem melhora desses desfechos, outros ndo observaram beneficios (KHALESI et al.,
2014; CHO; KIM, 2015; PARK; BAE, 2015; RAYGAN et al., 2018; WANG et al., 2018; YAN
et al., 2019; LEWIS-MIKHAEL; DAVOODVANDI; JAFARNEJAD, 2020; LIM et al., 2020;
PONTES et al., 2021). Vale destacar que os desenhos desses estudos sdo heterogéneos em
relagdo a populacao avaliada, tempo de intervengao, cepas e doses suplementadas, o que pode
contribuir para resultados controversos (Tabela 1).

Em relacdo a fungdo vascular, até o momento, as evidéncias ainda sdo escassas. Poucos
estudos avaliaram o efeito da suplementacdo de probidticos sobre a funcao endotelial (com
variacao do método de avaliagao) (MALIK et al., 2018; REZAZADEH et al., 2019), apenas um
ensaio clinico avaliou rigidez arterial (SZULINSKA et al., 2018b) e nenhum avaliou o efeito
sobre a PA central, desfechos considerados fortes preditores de risco CV (MATTACE-RASO et
al., 2006; ROMAN et al., 2007).

Ressalta-se também que hé4 caréncia de estudos que investiguem se os probidticos
podem potencializar os efeitos da restricdo energética em individuos com alta complexidade de

alteracdes metabolicas, inflamatorias e vasculares, como individuos com obesidade e HA.
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Tabela 1 — Caracteristicas de estudos avaliando os efeitos dos probioticos sobre FRCV em individuos com sobrepeso ou obesidade
IMC Idade

n Veiculo /
Autor / Pais d%ezstnur:joo Populagdo  Probidtico Controle Probidtico Controle (Probidtico/ Cepas Dose irliTv%?] déeo Controle Dieta Desfecho
porr Py T pyre Controle) (UFC/dia) ¢
| | Meédia + DP|Média + DP|Média + DP|Med|a * DP| | | | | | |
Brahe et al R
2015,  scpc MUMTSSOOM 39431 243138 61465 585+53 186  Lparacasei oo, O™ Maltodextrina  Nao S SChINS
Dinamarca obesidade 4 X 11-6, TNF-a, PCR
Culpepper et DC, PC (Individuos com Cépsula .
al 2019, Cru,zado obesidade 36,1+6,1 | 346+96 | 534+6,3 | 535+7,3 24/60 L. plantarum 5 x 10° 6sem |Amido de batata| Na&o LIP e GLI
EUA
Hajipoor S Individuos com L. acidophilus  logurte . MG e LIP
2021, Iré DC, PC obesidade 36,3+£86 346+96 409%6,7 354x117 28/31 e B. lactis 8 x 10° 10 sem logurte Sim
Hibberd AA Individuos com L R Peso, IMC, MG,
2019, | DC,PC | sobrepesoou | 30,9+1,9 | 31,0+2,2 |491+119 | 483+86 | 2536 | ° "I";‘é?i‘:‘"s 15)‘("’“1%?0 6 meses micfgl‘:i';?iina Nio | LIP,GLI,INS
Finlandia obesidade HbA1C, PCR
Higashikawa Individuos com Saché IMC, CC, MG,
F 2016, DC, PC Sobreneso 268+11 274+14 525+118 528+116 21/20 P.pentosaceus 1 x 1010 12 sem Dextrina Nao LIP, GLI, INS
Japio P HbALC
Ivey KL . L. acidophilus | logurte e
2014 ¢ 2015,| DC, PC '”ds'(‘)’t')‘:gogsgom 308+35 | 308+35 | 647+7,1 | 654+84 | 39/40 |eB.animalis | capsula | 6 sem 'Cogughel: N0 F;’S'SLL'PBA%LC"
Australia P lactis 3x10° P ’
. Individuos com . IMC, CC, MG,
C’f)'rr:i ; 58138[;' DC,PC sobrepesoou 28,2+2,2 286+19 379+92 381+114  30/30 L. gasseri iafsl‘g'f}, 12 sem micfg(':‘ﬁi';ﬁma Sim  LIP, GLI, INS
obesidade HbA1C, TNFa
Lim S Individuos com| Saché Peso, IMC, MG,
2020, Coreia| DC, PC | sobrepesoou | 28,0+25 | 285+25 |464+122 |472+11.2 47148 L. sakei 5 x 10° 12 sem ND Sim LIP, PA; GLI,
do Sul obesidade INS, HbA1C

Fonte: A autora, 2023. FRCV: fatores de risco cardiovascular; IMC: Indice de massa corporal; DP: desvio-padrio; UFC: Unidade formadora de colonia; DC: duplo cego; SC: simples cego; PC: Placebo
controlado; PA: pressdo arterial; GLI: glicose; LIP: lipidios plasmaticos; MG: massa gorda; CC: circunferéncia da cintura; INS: insulina; HbAlc: hemoglobina glicada; TNF: fator de necrose tumoral;
IL: interleucina; PCR: proteina C-reativa; ND: Ndo discriminado.
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Tabela 1 — Caracteristicas de estudos avaliando os efeitos dos probioticos sobre FRCV em individuos com sobrepeso ou obesidade
IMC Idade

n Veiculo /
Autor / Pais Desenho Populagdo  Probidtico Controle Probidtico Controle (Probidtico/ Cepas Dose _Tempo d? Controle Dieta Desfecho
do estudo Control UEC/di intervencdo
| | Média + DP|Média + DP|Média + DP|Média + DP| CONtrole) | |(UFC/dia) | | |
Madjd A Individuos com L. acidophilus  logurte Pésg II_IYILC
2016, Ira SC, PC sc;bbreefizsa%gu 321+32 320+x39 322+69 318%6,8 44/45 e B. lactis 1x107 12 sem logurte Sim GLI, INS
HbA1C
B.bifidum, B.
lactis, B. lactis,
Majewska K Mulheres com Ll;a(t::ge?/?: IIIiJS’ Saché
2020, DC, PC - 36,6+60 | 36,1+44 | 552+6,9 | 587+7,3 25/25 U 12 sem ND ND LIP. TNFa
. obesidade casei, L. 2,5x10°
Pol6nia SO
salivarius, Lc.
lactis e Lc.
Lactis
Michael DR Individuos com LL' ai?&gﬁ”;& Cansula 6 meses Celulose Peso, IMC,
2020, DC,PC sobrepesoou 29,1+2,7 289+28 453+102 465+99 110/110 P ' P 10 . L Né&o CC, LIP, PA,
. B. bifdumeB. 5x10 microcristalina
Inglaterra obesidade - - PCR
animalis lactis
B. bifidum, B.
lactis, B. lactis,
. L. acidophilus
Skrypnik K - ' R
2019, | Dc,pc |Mulherescom| aqq. 65 | 367+45 | 560465 | 604+69 | 23/24 | LoDrevis L. | Saché j - 12sem ND Nio | Feso MG,
o obesidade caseli, L. 2x10 PCR
Pol6nia R
salivarius, Lc.
lactis, e Lc.
Lactis
Stenman LK Individuos com B. animalis Saché Celulose Peso, IMC,
2016, DC, PC | sobrepesoou | 30,9+1,9 | 310+2,2 |49,1+119| 483+8,6 25/36 ' . 10 6 meses . Lo Nao CC, IL-6,
S . lactis 1x10 microcristalina
Finlandia obesidade PCR

Fonte: A autora, 2023. FRCV: fatores de risco cardiovascular; IMC: Indice de massa corporal; DP: desvio-padrdo; UFC: Unidade formadora de colonia; DC: duplo cego; SC: simples cego; PC: Placebo
controlado; PA: pressdo arterial; GLI: glicose; LIP: lipidios plasmaticos; MG: massa gorda; CC: circunferéncia da cintura; INS: insulina; HbAlc: hemoglobina glicada; TNF: fator de necrose tumoral;
IL: interleucina; PCR: proteina C-reativa; ND: Néao discriminado; S: Streptococcus; L: Lactobacillus; B: Bifidobacterium,; Lc: Lactococcus.
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Tabela 1 — Caracteristicas de estudos avaliando os efeitos dos probioticos sobre FRCV em individuos com sobrepeso ou obesidade

IMC Idade .
n Veiculo /
. Desenho x . . L Tempo de -
Autor / Pais do estudo Populagdo  Probidtico Controle Probidtico Controle (Probidtico/ Cepas Dose intervencao Controle Dieta Desfecho
| | Média + DP|Média + DP|Média + DP|Média + DP| CONtrole) | |(UFC/dia) | | |
B. bifidum, B.
g
Szulinska M . ; ' « . CC, MG
Mulheres com L. brevis, L. Saché 12 sem Amido e ~ ' ’
20}8_, DC, PC obesidade 36,6+59 361+44 551+68 587+72 23/24 casei, L. 1 x 101 maltodextrina Ndo  LIP, PA,
Pol6nia R GLI, INS,
salivarius, Lc. IL-6. TNFa
Lactis e Lc. '
lactis
. Individuos com L. acidophilus,
zamatiM | e pe [sobrepesoou | 33.8+6,3 | 339467 | 36+84 | 36+97 | 2525 | B lactisel. | \°9Ute | 8sem logurte sim | IMC, CC, PA
2013, Iran . . 1x 10
obesidade casei
. Individuos com L. acidophilus,
zamatiM e oo Coobrepesoou 326+35 316+51 36+84 363+97  26/30 B lactisel. |odute  8sem logurte sim  Feso. IMC,
2019, Iran obesidade casei 1x 10 CC, MG

Fonte: A autora, 2023. FRCV: fatores de risco cardiovascular; IMC: Indice de massa corporal; DP: desvio-padrio; UFC: Unidade formadora de colénia; DC: duplo cego; SC: simples cego; PC: Placebo
controlado; PA: pressdo arterial; GLI: glicose; LIP: lipidios plasmaticos; MG: massa gorda; CC: circunferéncia da cintura; INS: insulina; HbAlc: hemoglobina glicada; TNF: fator de necrose tumoral;
IL: interleucina; PCR: proteina C-reativa; ND: Nao discriminado; S: Streptococcus; L: Lactobacillus; B: Bifidobacterium, Lc: Lactococcus.
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2 JUSTIFICATIVA

Um crescente conjunto de evidéncias sugere que a disbiose intestinal esta
envolvida na patogénese das DCVs e fatores de risco, como hipertensao, obesidade e
dislipidemia. Nesse contexto, ensaios clinicos tém sido realizados para avaliar os efeitos
da suplementacdo de probidticos sobre esses desfechos. No entanto, devido a ampla
heterogeneidade dos desenhos de estudo, quanto ao tempo de intervencao, populagao
avaliada, dose e cepas de probidticos, os resultados sdo inconsistentes. Além disso, até o
momento sdo escassas as evidéncias em relacdo ao efeito dos probiodticos sobre a fungo
vascular. Ressalta-se ainda a caréncia de estudos que investiguem se os probidticos
podem potencializar os efeitos da restricdo energética em individuos com alta
complexidade de alteragdes metabolicas, inflamatoérias e vasculares, como na presenga de

obesidade e hipertensao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar em individuos com hipertensdo e sobrepeso ou obesidade, submetidos a
restricdo energetica, os efeitos da suplementacdo de probioticos sobre a estrutura e a

funcdo vascular.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar em individuos com hipertensao e sobrepeso ou obesidade, submetidos a

restricdo energética, os efeitos da suplementagdo de probioticos sobre:

a) aadiposidade corporal total e central;
b) o perfil lipidico;

C) apresséo arterial;

d) areatividade microvascular cutanea;

e) o0s parametros hemodindmicos centrais;
f) arigidez arterial,

g) aconcentracdo sérica de moléculas de adesdo.
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4 METODOS

Ensaio clinico randomizado, controlado e duplo-cego conduzido com pacientes
apresentando hipertensao e sobrepeso ou obesidade realizado no Laboratorio da
Disciplina de Fisiopatologia Clinica e Experimental (CLINEX) da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Os participantes foram selecionados na Clinica de
Hipertensdo Arterial e Doengas Metabolicas Associadas (CHAMA) e na Clinica de
Hipertensao Arterial da Disciplina de Fisiopatologia Clinica e Experimental (CLINEX)
localizadas no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da UERJ.

O presente estudo foi realizado de acordo com a Declaracdo de Helsinki, e o
consentimento informado por escrito foi obtido por todos os participantes. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica do HUPE (CAAE: 02752118.0.0000.5259) (Anexo A) e
registrado na plataforma ReBEC (Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos): RBR-7jw4ry.

4.1 Critérios de inclusao

Os individuos incluidos neste estudo preencheram os seguintes critérios:
- IMC > 25,0 e <40,0 kg/m?;
- Diagnostico de HA em tratamento regular com anti-hipertensivos por, pelo menos, 4
semanas;
- Idade entre 40 e 65 anos;
- Ambos 0s sexos;

- Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo individuos:
- Tabagistas atuais ou recentes (tltimos 12 meses);
- Que realizassem atividade fisica;
- Em uso de probiodticos, prebidticos, simbidticos ou antibidticos nos ultimos 3 meses;
- Com evidéncias de hipertensdo secundaria ou apresentando PA > 160/100 mmHg;
- Com diagndstico de diabetes mellitus, de doencas inflamatorias, malignas ou
autoimunes, dislipidemia com indicag@o de uso de hipolipemiantes, doenca renal cronica

ou insuficiéncia hepatica;
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- Em uso de imunossupressores, terapia de reposi¢ao hormonal, inibidores de bomba de
protons, laxantes, suplementos antioxidantes e/ou anti-inflamatdrios incluindo
suplementos de vitaminas, minerais ou 6mega 3;

- Com modificagdes recentes (ltimos 3 meses) no peso corporal (> 3 kg) e/ou na ingestao
alimentar;

- Gestantes e lactantes.

4.3 Desenho do Estudo

Foi conduzido um ensaio clinico randomizado paralelo, controlado e duplo-cego
incluindo pacientes com obesidade e hipertensdo acompanhados durante 12 semanas,
realizando 3 visitas ao laboratorio de pesquisa clinica. Os participantes do estudo foram
alocados aleatoriamente em 2 grupos: grupo com suplementagdo de cipsulas contendo
probidticos ou grupo controle com suplementagdo de capsulas sem probioticos. Ambos
os grupos foram orientados a ingerir uma dieta hipocaldrica durante as 12 semanas do
estudo.

A abordagem inicial consistiu no convite para participagdo no estudo, com
esclarecimento das principais caracteristicas do mesmo. Os individuos que aceitaram
participar assinaram o TCLE (Apéndice) e foram submetidos a avaliagcdo preliminar dos
critérios de elegibilidade. Todos os participantes potencialmente elegiveis para o estudo
foram agendados para a visita de selecdo (visita 0: V0) no Laboratorio e foram orientados
arealizar jejum de 12 horas e abstinéncia de alcool por 3 dias. Na VO, os pacientes foram
submetidos a avaliacdo antropométrica, clinica e laboratorial (coleta de sangue), com o
objetivo de avaliar os demais critérios de elegibilidade. Os participantes cujos exames
laboratoriais estavam de acordo com os critérios de elegibilidade foram agendados para
realizar a primeira visita do estudo: visita 1 (V1), uma semana apds a VO, e receberam as
orientagdes necessarias para a realizacao desta visita: jejum de 12 horas e nao consumir
alcool nos 3 dias anteriores.

A randomizagado foi realizada em blocos na propor¢do 1:1 para capsulas contendo
probidticos  (grupo  probidticos) ou placebo (grupo controle) no  site
http://www.random.org. Os participantes e as pesquisadoras foram cegados para a
alocacao dos grupos durante o estudo. A sequéncia de alocagdao foi ocultada usando

envelopes opacos e selados, numerados sequencialmente que foram abertos somente apos
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terem sido atribuidos irreversivelmente a um participante. A randomizacao foi ocultada
até a conclusdo das analises estatisticas.

Na VI, os participantes foram submetidos a avaliagdo antropométrica, da
composi¢ao corporal, laboratorial, ingestao alimentar, PA, reatividade microvascular
cutanea ¢ rigidez arterial. Nesta visita, os pacientes receberam o plano alimentar
individualizado com restri¢do energética e as capsulas (com ou sem probioticos) para as
primeiras 6 semanas do estudo. Seis semanas apds a V1, foi realizada a visita 2 (V2), na
qual os pacientes compareceram ao laboratério e foram submetidos a avaliagdo
antropométrica e da PA e receberam novas capsulas para as proximas 6 semanas. ApoOs
6 semanas, na visita 3 (V3), os participantes foram submetidos a toda as avalia¢des

realizadas na V1 (Figura 1).

Figura 1 — Desenho do estudo

t Grupo Probidticos ]

[ Selecio ]—)[Randomizaq;io

t Grupo Conftrole ]

6 12

Semana 0

Avaliagdo antropométrica X X X X
Avaliagdo da ingestdo alimentar X X
Avaliacdo da composicdo corporal X X
Avaliacdo da pressdo arterial X X X
Avaliacfio dos pardmetros hemodindmicos centrais X X
Avaliacao da rigidez arterial x X
Avaliac@o da reatividade microvascular cutinea x x
Avaliacdo laboratorial X X X

Fonte: A autora, 2023.

4.4 Suplementacao de capsulas com ou sem probioticos

Os participantes alocados no grupo probiodticos receberam cépsulas contendo

Lactobacillus acidophilus (La-14) 12x10° UFC, Bifidobacterium lactis (B1-04) 12x10°
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UFC, Bifidobacterium longum (Bl1-05) 1x10° UFC, Lactobacillus casei (Lc-11) 1x10°
UFC, Lactobacillus rhamnosus (Lr-32) 1x10° UFC, Lactobacillus plantarum (Lp-115)
1x10° UFC, Lactobacillus salivarius (Ls-33) 1x10° UFC, Bifidobacterium brevis (Bb-
03) 1x10° UFC, dose total de 3x10'® UFC, e excipiente celulose microcristalina. Os
pacientes foram orientados a ingerir 1 capsula ao dia, pela manha, e a armazena-las em
temperatura ambiente.

Os participantes do grupo controle receberam capsulas contendo celulose
microcristalina, com aspecto semelhante as capsulas do grupo probidticos. Os pacientes
alocados nos 2 grupos foram orientados a ndo consumir outros produtos que contivessem
probidticos, prebidticos ou simbiodticos, assim como alimentos fontes de polifendis.

Na V2 e na V3, os pacientes de ambos os grupos foram perguntados quanto a
presenca de efeitos adversos, como distensdo abdominal, gases, ndusea, diarreia ou outro

sintoma gastrointestinal.

4.5 Prescricao dietética

O valor energético total (VET) da dieta prescrita para cada participante do estudo
na V1 foi determinado subtraindo-se 800 Kcal/dia do gasto energético total diario, que
foi calculado com base nas recomendagdes da Dietary Reference Intake (DRI) utilizando-
se o peso corporal atual (INSTITUTE OF MEDICINE, 2002).

A distribuicao dos macronutrientes foi a seguinte: proteinas + 15 a 20% do VET,
lipidios + 25 a 30% do VET e carboidratos + 50 a 60% do VET. O calculo das prescri¢oes

dietéticas foi realizado utilizando o Sofiware NutWin.

4.6 Avaliacdo antropométrica

A avaliagdo antropométrica foi realizada através das seguintes medidas: peso
corporal (kg), estatura (m), perimetro da cintura (cm), perimetro do quadril (cm) e
perimetro do pescogo (cm). A mensuragdo de peso corporal foi realizada em balanca
digital (Filizola®), com precisdo de 100 g e a estatura com estadidmetro com escala de
precisdo de 0,5 cm. O IMC foi calculado, dividindo-se o peso corporal (kg) pela estatura

(m?). Os perimetros foram mensurados com auxilio de fita métrica flexivel e inextensivel.
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O perimetro da cintura foi determinado no ponto médio entre a ltima costela e a crista
iliaca. A avaliacdo do perimetro do quadril foi realizada no maior didmetro da regido
glitea (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2008). O perimetro do pescogo foi
mensurado segundo a descri¢do de Zhou et al (2013).

A partir das medidas dos perimetros e da estatura foram calculados: a razao cintura
estatura (RCE) pela divis@o do perimetro da cintura (cm) pela estatura (cm); e o indice de
adiposidade corporal, calculado conforme proposto por Bergman et al., (2011). Esse
indice utiliza duas medidas antropométricas (estatura e perimetro do quadril) para estimar

o percentual de gordura corporal de acordo com a seguinte equagao:

IAC (%) = [ perimetro do quadril (cm) ] - 18

estatura (m) x Vestatura (m)

4.7 Avaliacdo da composiciao corporal

A composi¢ao corporal foi avaliada por bioimpedancia elétrica (BIA) tetrapolar,
através do equipamento Biodynamics® modelo 450. Os pacientes foram orientados a
realizar jejum de 12 horas, ndo ingerir alimentos ricos em cafeina, além de refrigerantes
a base de cola e bebidas alcodlicas e ndo promoverem mudangas na intensidade ou
frequéncia dos exercicios fisicos nas 48 horas anteriores a realizacdo desta avaliagdo.
Antes do exame, os pacientes foram orientados a esvaziar a bexiga e retirar objetos de
metal presos ao corpo, como brincos, anéis, reldgios e cinto. Os eletrodos foram fixados
do lado direito do corpo com o paciente posicionado em decubito dorsal, descalgo e com
os membros inferiores afastados, ficando os pés distantes um do outro em cerca de 30°

(KYLE et al., 2004).

4.8 Avaliacao laboratorial

A coleta de sangue foi realizada em jejum de 12 horas e 0 processamento das
amostras seguiu as especifica¢fes proprias de cada varidvel. Aliquotas de plasma e soro
foram armazenadas primeiramente em freezer a -20°C e posteriormente a -80°C,

conforme apropriado, para as determinacdes laboratoriais.
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A avaliacdo laboratorial incluiu mensuracédo de glicose de jejum pelo método
enzimético hexoquinase; colesterol total, colesterol da lipoproteina de alta densidade
(HDL-c), triglicerideos, &cido drico, proteinas totais e albumina pelo método
colorimétrico enzimatico; ueria por método cinético; colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c) a partir da férmula de Friedewald et al (1972); 25(OH)D foi
determinada através do método de imunoensaio por eletroquimioluminescéncia;
moléculas de adesdo VCAM-1, ICAM-1 e P-selectina foram mensuradas pelo ensaio
MULTIPLEX e adiponectina por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

4.9 Avaliaciao da ingestiao alimentar

A avaliacdo do consumo alimentar de macro e micronutrientes foi realizada
através de 3 recordatorios de 24h, contemplando 2 dias durante a semana e 1 dia no final
de semana, na V1 e na V3. Na V1, a anamnese alimentar foi utilizada para avaliar a
ingestdo alimentar habitual e na V3 para avaliar a adesdo a dieta prescrita. Nos
recordatorios de 24h, foram registrados todos os alimentos e bebidas ingeridos com as
respectivas quantidades em medidas caseiras e, quando aplicdvel, com as marcas
comerciais e forma de preparo, além dos horarios das refeicdes. Todas as medidas
caseiras foram convertidas em miligramas ou mililitros utilizando como base a Tabela
para Avaliacdo de Consumo Alimentar em Medidas Caseiras (PINHEIRO et al., 2004).
A converséo dos alimentos em nutrientes foi realizada usando o software Food Processor
Plus® (ESHA Research, Salem, Oregon), com informag6es nutricionais provenientes das
tabelas de composicdo de alimentos do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos da Ameérica. Alimentos e preparacdes ndo disponiveis no programa foram
acrescentados utilizando a tabela de composic¢ao nutricional dos alimentos consumidos
no Brasil (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2011), a
tabela brasileira de composicdo de alimentos (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
CAMPINAS, 2011) ou a tabela de composicdo de alimentos: suportepara decisao
nutricional (PHILIPPI, 2012).
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4.10 Avaliacao da atividade fisica habitual

O nivel de atividade fisica foi avaliado utilizando o questionario internacional de
atividade fisica (IPAQ), validado no Brasil por Matsudo et al (2001) e foi aplicado no
inicio (V1) e no final do estudo (V3) (Anexo B). Os individuos classificados como
“’sedentarios” e ‘’insuficientemente ativos’ foram incluidos no estudo e orientados a nao

mudar a rotina até o fim do acompanhamento.

4.11 Avaliacao da pressio arterial e da frequéncia cardiaca

A PA e a frequéncia cardiaca foram mensuradas por método oscilométrico, com
aparelho semiautomatico validado, da marca OMRON [IntelliSense® modelo HEM-
742INT, seguindo as recomendagdes da ultima Diretriz Brasileira de Hipertensao Arterial
(BARROSO et al., 2021). Os valores utilizados representaram a média aritmética de 6
medidas consecutivas, tomadas no braco nao-dominante, com intervalo de 3 minutos
entre elas, obtidas ap6s 5 minutos de repouso € com a bexiga vazia. Os pacientes foram
orientados a ficarem na posicao sentada, pernas descruzadas, pés apoiados no chdo, dorso
recostado na cadeira e relaxado; com o brago na altura do coragdo, livre de roupas
apertadas, apoiado, com a palma da mao voltada para cima e o cotovelo ligeiramente
fletido.

A pressao de pulso (PP) foi determinada a partir da diferenga entre a PAS e PAD.
A pressdo arterial média (PAM) foi determinada pela equagdo: PAM = PAD + PP/3.

4.12 Avaliacao da reatividade microvascular cutinea

A reatividade microvascular cutdnea foi avaliada pela técnica de Laser Speckel
Contrast Imaging (fluxometria laser speckel; LSCI) com comprimento de onda de 785
mm, utilizando o equipamento PeriCam PSI-NR (Perimed AB, Jérfilla, Suécia), com o
teste de hiperemia reativa pds-oclusiva (HRPO) para avaliacdo ndo invasiva das

alteragdes de perfusdo microvascular cutaneas dependentes e independentes do endotélio.
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O exame foi realizado ap6s um periodo de repouso na posi¢ao supina e aclimatagao por
cerca de 20 minutos em uma sala com temperatura em torno de 23°C + 1.

Durante o teste de HRPO, foi utilizado um esfigmomandmetro para realizar
oclusdo arterial através da insuflacdo a uma pressao de 50 mmHg acima da PAS por 5
minutos. O fluxo sanguineo cutaneo foi avaliado no antebraco antes da oclusdo (periodo
basal) e apds rapida descompressao no periodo de hiperemia reativa durante 3 minutos.
As imagens foram analisadas utilizando o software do fabricante (PIMSoft, Perimed,
Jarfalla, Suécia). As medidas do fluxo microvascular cutaneo foram expressas em
unidades arbitrarias de perfusdao (UAP), sendo divididas pela PA média para gerar dados

de condutancia vascular cutdnea (CVC), expressa como UAP/mmHg.

4.13 Avaliacio de parametros hemodinimicos centrais e da rigidez arterial

A andlise da onda de pulso da artéria radial por tonometria de aplanagdo foi
realizada para derivar pressOes arteriais centrais € outros parametros hemodinamicos
utilizando o sistema SphygmoCor (Atcor, USA). Este € um exame ndo invasivo, realizado
em um ambiente tranquilo e com temperatura controlada com o paciente deitado em
decubito dorsal onde utiliza-se o brago direito para a medida da PA periférica e da PA
central. Apds medida da PA na artéria braquial, ondas de pulso da artéria radial do mesmo
lado sdo obtidas durante no minimo dez segundos através de um tondmetro (SPC-301 —
Millar Instruments, Houston, Texas), calibrado de acordo com a PA braquial. As ondas de
pulso radial resultantes sdao entdo processadas com o uso de um software especifico
(SphygmoCor v, AtCor, USA) para derivar a pressdo aortica central correspondente
através de uma fun¢do de transferéncia previamente validada (SCHULTZ et al., 2020).
As ondas de pressdao aortica foram submetidas a analises diversas pelo software
SphygmoCor para identificar o tempo até o pico do primeiro e segundo componentes da
onda de pulso durante a sistole. A diferenca de pressdo entre o primeiro componente € a
pressdo maxima durante a sistole (pressdo de incremento, AP) foi identificada como a
onda de pressdo refletida no periodo da sistole. O indice de incremento (“augmentation
index”, Alx) foi definido como a relag@o da pressdo de incremento com a pressao de pulso
central, sendo expressa em percentagem (Alx= (AP/PP) x 100).

A hemodinamica central também foi avaliada por método oscilométrico nédo
invasivo com o aparelho Mobil-O-Graph (DINA MAP CARDIOS - LLE.M. GmbH,
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Stolberg, Alemanha). O Mobil-O-Graph & um dispositivo que permite medidas
simultaneas da pressdo central e periférica, verificando simultaneamente a onda de pulso
do fluxo sanguineo arterial, permitindo a analise da PA, da PAS central, da VOP e do
indice de incremento (Alx) pelo método ARCsolver, Instituto Austriaco de Tecnologia.
Esse método determina a PA central com base em ondas de pulso braquial gravadas
através de um manguito ligado ao aparelho que verifica a PA. Este aparelho foi
devidamente validado para uso em pesquisa cientifica pela European Society of
Hypertension. Os registros sdo obtidos mantendo-se o manguito inflado por 10 segundos
ao nivel da PAD com utilizacdo de bracadeiras convencionais para adultos obesos e um
sensor MPX50550 (Freescale Inc., Tempe, AZ, EUA) de pressao com alta fidelidade.

O Mobil-O-Graph® ¢ capaz de oferecer uma série de resultados tteis da condi¢ao
cardiovascular da paciente avaliada, pois as medidas de PA e VOP sdo correlacionadas
com os dados de peso, altura e idade previamente fornecidos pelo programa do aparelho
(software HMS Client-Server data management). Foram coletadas as seguintes variaveis:
PAS central, PAD central, VOP, Aix@75 (corrigido para 75% da frequéncia cardiaca) e

idade vascular.

4.14 Calculo amostral

O tamanho da amostra foi calculado com base no estudo de He et al (2017), no
qual foi observada reducdo significativa na PA apds intervencdo com probioticos.
Portanto, assumindo erro tipo 1 de 0,05 e poder de 80% para detectar reducdo na PA
sistélica 5 mmHg maior no grupo probidticos, serd necessario um minimo de 24

participantes em cada grupo.

4.15 Analises estatisticas

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se as varidveis continuas
apresentavam distribui¢do normal. As varidveis continuas com distribui¢ao normal foram
descritas como médias aritméticas + desvio padrdo, enquanto as varidveis sem

distribui¢@o normal foram descritas como mediana e intervalo interquartil. A apresentagdo
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das variaveis categoricas foi realizada através do niumero absoluto e frequéncia relativa.
As comparagdes intragrupo foram realizadas através do teste ¢ pareado (variaveis com
distribuicdo normal) ou teste de Wilcoxon (varidveis sem distribui¢do normal). As
analises intergrupos foram realizadas utilizando o teste ¢ ndo pareado (variaveis com
distribuicao normal) ou teste de Mann Whitney (variaveis sem distribuicdo normal) ou
teste qui-quadrado (varidveis categdricas). A andlise estatistica foi realizada com o
software STATA versao 13.0, adotando nivel de significancia p-valor < 0,05.

A andlise de intengdo de tratar (intention-to-treat analysis) foi utilizada no
presente estudo, ou seja, os dados de todos os pacientes randomizados e incluidos no
estudo foram analisados. Esta andlise ignora, por exemplo, o abandono do estudo,
mantendo o balanco prognéstico gerado na alocagdo randomizada ao tratamento,
fornecendo um efeito da intervencao geralmente mais conservador. Para os participantes
randomizad~;PCos que nao concluiram o estudo os dados obtidos na ultima visita foram
considerados como sendo da ultima visita (last observation carried forward) (GUPTA,
2011). Apesar de nos resultados do presente estudo serem apresentados apenas as analises
de intencdo de tratar (a ndo ser quando especificado), analises considerando sé os
pacientes que concluiram o estudo também foram realizadas. Os resultados das
comparagdes intergrupos usando os dois métodos foram semelhantes (p-valor na mesma

classificagdo em relagdo a ser significativo ou nao) (dados nao apresentados).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristica dos participantes

No periodo de novembro de 2019 até marco de 2020, 97 individuos foram
abordados e convidados a participar deste ensaio clinico. Dentre esses, 18 preencheram
os critérios de elegibilidade e 13 foram incluidos no estudo, tendo realizado todas as
analises e procedimentos previstos na V1 e iniciado o acompanhamento. Infelizmente
em marg¢o de 2020 em consequéncia da pandemia de COVID-19 foi necessario suspender
temporariamente a realizacdo do estudo. Como os participantes deste estudo pertencem
ao grupo de risco para a COVID-19 (individuos com hipertensdo e sobrepeso ou
obesidade) so foi possivel recomegar a coleta de dados do estudo em novembro de 2021
quando tantos os participantes quanto as pesquisadoras ja haviam tomado a segunda dose
da vacina contra a COVID-19.

Devido ao longo periodo de suspensdo da coleta de dados, as cépsulas de
probidticos e de placebo perderam a validade, tendo sido necessario adquirir novas
capsulas que ndo eram semelhantes as iniciais e desta forma nao foi possivel incluir os
dados dos participantes avaliados antes da pandemia de COVID-19 nas andlises
estatisticas. Considerando que ndo seria possivel incluir os pacientes avaliados antes da
pandemia, que os pacientes mesmo vacinados apresentavam uma maior resisténcia a
participar do estudo e que o tempo para conclusdo do doutorado estava menor, foram
realizadas duas mudancas no desenho do estudo visando facilitar a inclusdo de pacientes
e a conclusdo do periodo de acompanhamento. Essas modificagdes foram a inclusdo de
pacientes com IMC a partir de 25 kg/m? e niio mais a partir de 30 kg/m? e a reducio do
tempo do estudo de 16 para 12 semanas. Durante o periodo de suspensao das atividades
presenciais as pesquisadoras conseguiram se dedicar a redagdo de artigos relacionados
com a tese que foram publicados, sendo um artigo com o desenho do estudo (Anexo C),
uma revisao sistematica com metanalise sobre o efeito dos probidticos na adiposidade e
em marcadores de risco cardiovascular (Anexo D) e uma revisao critica sobre ensaios
clinicos randomizados avaliando os efeitos dos probioticos sobre adiposidade (Anexo E).

No periodo de novembro de 2021 até fevereiro de 2023 foi realizada a coleta de
dados para o estudo. Apos verificar os critérios de elegibilidade de um total de 261

individuos, 194 foram excluidos por inadequagdo aos critérios de elegibilidade e 66 foram
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convidados e aceitaram a participar do estudo. Dentre esses, 32 foram alocados
aleatoriamente no grupo probioticos e 34, no grupo controle. Durante o curso do estudo,
ocorreram 9 perdas de seguimento nos participantes do grupo probidticos, cujos motivos
foram: uso de antibidtico (n=1), uso de anti-inflamatério (n=1), modificacdo de anti-
hipertensivo (n=1), diagnostico de COVID19 (n=2), desisténcia por motivos pessoais
(n=4). Enquanto no grupo controle, houve 6 perdas de seguimento por: uso de antibiotico
(n=1), diagndstico de cancer (n=1), diagnéstico de COVID-19 (n=1), desisténcia por
motivos pessoais (n=3). Dessa forma, dos 66 participantes incluidos, 51 concluiram o

estudo (Figura 2).

Figura 2 — Representagdo esquematica do fluxo de participantes no estudo
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Fonte: A autora, 2023.
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As caracteristicas principais dos participantes do estudo encontram-se na tabela 2.
A média de idade observada foi semelhante entre os grupos, 52 £ 7 anos no grupo
probidticos e 51 + 6 anos no grupo controle, sendo a maioria do sexo feminino em ambos
0s grupos. De acordo com a antropometria, 0s participantes dos dois grupos apresentavam
excesso de adiposidade em todos os parametros avaliados, sem diferenca entre 0s grupos
(Tabela 2). Os valores de PA também foram semelhantes entre o grupo probioéticos (128
+ 13 mmHg) e o grupo controle (133 £ 17 mmHg). Entre os anti-hipertensivos utilizados,
0 blogueador de receptor de angiotensina foi o mais frequente (Tabela 2). Ndo foi
observada discrepancia entre as variaveis laboratoriais, com excecdo dos triglicerideos
(Tabela 2).



45

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas, do estilo de vida, antropométricas, clinicas e laboratoriais

no inicio do acompanhamento (semana 0)

Caracteristicas Grupo controle Grupo probiéticos p*
(n=34) (n=32)
Idade (anos) 51+6 52+7 0,48
Sexo masculino/feminino, n (%) 6 (18%) /28 (82%) 9 (28%) /23 (72%) 0,31
Escolaridade **
Ensino fundamental 3 (9%) 3 (10%) 0,96
Ensino médio 17 (50%) 14 (47%)
Ensino superior 14 (41%) 13 (43%)
Etilismo ***
Nunca 12 (38%) 10 (32%) 0,18
<1 vez por semana 15 (47%) 10 (32%)
> 1 vez por semana 5 (16%) 11(36%)
Antropometria
Indice de massa corporal (kg/m?) 342+ 3,8 350+43 0,40
Indice de adiposidade corporal (%) 37,4+5,1 37,9+6,7 0,71
Perimetro da cintura (cm) 107,9 + 10,4 107,6 = 10,1 0,89
Perimetro do quadril (cm) 1153+7,3 115,8 £8,5 0,81
Razdo cintura-estatura 0,66 +0,1 0,66 +0,1 0,95
Perimetro do pescogo (cm) 38,5+2,9 39,7+ 3,6 0,16
Avaliacao da PA e frequéncia cardiaca
PA sistdlica (mmHg) 128 £13 133+ 17 0,17
PA diastdlica (mmHg) 84 +£10 87+8 0,24
Frequéncia cardiaca (bpm) 71+ 11 75+ 10 0,17
Avaliacao Laboratorial
Hemoglobina (mg/dL) 13,2 (12,6 — 14,0) 13,7 (12,9 — 14,2) 0,19
Hematocrito (%) 40,3 (38,3 — 41,3 (39,2 -43,7) 0,40
Glicose (mg/dL) 94 (87,9 — 98,7 (87,8 — 103) 0,49
Ureia (mg/dL) 31,3+8,2 31,7+29,8 0,79
Creatinina (mg/dL) 0,88 (0,82 — 0,97 (0,8 — 1,1) 0,17
Acido urico (mg/dL) 4,7 (4,2-6,1) 5,6 (4,5—-6,6) 0,15
Colesterol total (mg/dL) 199 (180 — 229) 204 (183 —237) 0,62
HDL-c (mg/dL) 51,5 (45-62) 49 (41 —55) 0,12
LDL-c (mg/dL) 124 (108 — 145) 120 (107 — 140) 0,75
Triglicerideos (mg/dL) 106 (80 — 127) 158 (105 —201) 0,004
Proteinas totais (g/dL) 7,3+0,5 7,3+0,5 0,78
Albumina (g/dL) 4,2+0,2 42+0,2 0,68
TGO (U/L) 20 (17 —23) 21 (18 —24) 0,70
TGP (U/L) 21 (17 -28) 22 (17 —28) 0,96
25 (OH) D (ng/mL) 26,4 +8,1 27,8 +6,7 0,40
Medicamentos anti-hipertensivos, n(%)
Diuréticos 14 (41%) 13 (41%) 0,96
Inibidor da ECA 5 (15%) 8 (25%) 0,29
Bloqueador do receptor da angiotensina 25 (74%) 17 (53%) 0,09
Bloqueador canais de calcio 11 (33%) 7 (22%) 0,33
Betabloqueador 10 (29%) 5 (16%) 0,18
Simpaticolitico de acao central 2 (6%) 4 (13%) 0,35
Vasodilatador direto 0 (0%) 1 (3%) 0,30

Fonte: A autora, 2023.

Variadveis com distribuicdo normal expressas como média + desvio padrdo; variaveis com distribuicdo ndo normal

expressas como mediana (intervalo interquartil). VVariaveis categoricas expressas como valor absoluto e percentual.

*p-valor: comparagdo entre grupo controle vs. grupo probioticos. **Dados disponiveis para 64 pacientes (grupo
controle: n=34; grupo probitticos: n=30). ***Dados disponiveis para 63 pacientes (grupo controle: n=32; grupo

probiéticos: n=31)

p-valor: comparagdo entre grupo controle e grupo probidticos através do teste t para amostras independentes (variaveis
com distribui¢do normal) ou teste Mann Whitney (varidveis com distribuicdo ndo normal) ou test qui-quadrado
(variaveis categoricas). Legenda: PA = pressdo arterial, HDL-c = colesterol da lipoproteina de alta densidade, LDL-c
= colesterol da lipoproteina de baixa densidade; TGO = transaminase glutdmica oxalacética; TGP = transaminase
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glutdmica piravica, 25(OH) D = 25 hidroxi vitamina D, ECA = enzima conversora da angiotensina.

5.2 Adiposidade corporal

Ap0s 12 semanas de intervencao, foi observada reducdo significativa de todas as
varidveis antropomeétricas no grupo controle (peso corporal, IMC, indice de adiposidade
corporal, razdo cintura-estatura e perimetros de cintura, quadril e pesco¢o). No grupo
probidticos também houve reducdo significativa das variaveis antropométricas com
excecdo do peso corporal e do IMC que apresentaram uma tendéncia para reducgéo
significativa (p = 0,06 e p = 0,07, respectivamente). No entanto, ao se comparar as
modificacOes nestas variaveis durante o estudo, ndo foi observada diferenga significativa
entre os grupos (Tabela 3). De forma semelhante, ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos em relacdo a modificacdo da massa gorda (kg e %) avaliada por BIA (Tabela
4).
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Tabela 3 — Varidveis antropométricas avaliadas no inicio do acompanhamento (semana 0) e ap6s 6 e 12 semanas

Variaveis Grupo controle Grupo probioticos

prEE
(n=34) (n=32)
Semana 0 Semana 6 Semana 12 Modificacao Semana 0 Semana 6 Semana 12  Modificacao
Peso corporal (kg) 91,9+ 11,2 90,3 + 10,8 90,2+ 11,6 -1,7 £3,1%* 93,1+13.3 91,9+ 13,6 92,3+ 13,5 -0,8 +2,3# 0,21
!MC (kg/m?) 342+38 33,7+3,6 33,5+3,9 -0,6 £ 1,2%* 35,0+4,3 34,7+ 4,5 34,7+4)5 -0,3+0,9% 0,17
Indice de adiposidade corporal (%) 37,4=+5,1 36,9+5,3 36,8+ 5,2 -0,5 + 1,4* 379+ 6,7 37,4+ 6,9 37,3+6,3 -0,8£1,1** 0,38
Perimetro da cintura (cm) 107 + 10,4 105 +£10,4 105 £ 10,8 -2,5£3,1%* 107 £10,1 106 + 10,2 106 + 9,8 -1,3+£1,8% 0,06
Perimetro do quadril (cm) 115+ 7,3 114+ 8,1 114+ 8,3 -1,1 £2,9% 115+8,5 114 + 8,9 114+ 7,9 -1,7£2,2%* 0,38
Razio cintura estatura 0,7+0,1 0,6 £0,1 0,6 £0,1 -0,0 £ 0,0%* 0,7+0,7 0,6 £0,1 0,6 £0,1 -0,0 £ 0,0%* 0,59
Perimetro do pescoco (cm) 38,5+3,0 379+3,1 38,0+3,3 -0,6 £ 1,2%* 39,7+3,6 39,0+ 0,3 39,1+£3,6 -0,6 £ 0,8%* 0,92
Fonte: A autora, 2023.
Variaveis continuas expressas como média + desvio padrao
# p<0,10 ¢ > 0,05 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo (teste t pareado)
*p<0,05 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo (teste t pareado)
*#p<0,01 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo (teste t pareado)
*#*p-valor: comparagdo entre as modificagdes no grupo controle vs. grupo probioticos através do teste t para amostras independentes
Legenda: IMC = indice de massa corporal
Tabela 4 — Variaveis de adiposidade corporal obtidas por bioimpedancia elétrica
Variaveis Grupo Controle Grupo probioticos N
p
(n=31) (n=30)
Semana 0 Semana 12 Modificacao Semana 0 Semana 12 Modificacao

Massa gorda (kg) 359+7,6 352+7,8 -0,7£2,0 36,0+ 7,5 35,7+8,1 -0,3+£1,7 0,44
Massa gorda (%) 40 (37-44) 39 (33 -43) 0(-3,0;0)# 39 (34-44) 39 (34-44) 0(-1;0) 0,36

Fonte: A autora, 2023.

Variaveis com distribui¢do normal expressas como média + desvio padrao; variaveis com distribui¢do ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

# p<0,10 e > 0,05 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste ¢ pareado (varidveis com distribuigdo normal) ou teste Wilcoxon (variaveis sem distribuicdo
normal). *p-valor: comparag@o entre as modificagdes no grupo controle vs. grupo probidticos através do teste t para amostras independentes (variaveis com distribui¢do normal) ou teste Mann
Whitney (variaveis sem distribuigdo normal)
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5.3 Pressao arterial e frequéncia cardiaca

No que se refere a avaliagdo da PA e da FC, apesar de ter sido observada reducéo
da PAS, PAD, PAM, PP e FC tanto no grupo controle quanto no grupo probidticos, esta
diminuicdo ndo alcangou significancia estatistica em nenhum dos grupos. N&o foi
observada diferenca significativa entre os grupos em relacdo a reducdo das varidveis de
PA e FC (Tabela 5).



Tabela 5 —Pressdo arterial e frequéncia cardiaca avaliadas no inicio do acompanhamento e apds 6 ¢ 12 semanas
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Variaveis Grupo controle Grupo probidticos p*
(n=34) (n=32)
Semana 0 Semana 6 Semana 12 Modificacao Semana 0 Semana 6 Semana 12 Modificacao
PAS (mmHg) 128 £ 13 126 £ 15 125+ 12 2410 133+ 1 132+ 16 128+ 13 -4+14 0,68
PAD (mmHg) 84 +£10 83+10 83+9 -1+5 87+8 8610 85+7 -1+£6 0,77
PP (mmHg) 43 +9 42 +9 41 +9 -1+6 46 £ 12 45+ 10 43+ 10 22+10 0,68
PAM (mmHg) 98+ 10 96 + 11 96+ 9 2+6 102 £ 10 100+ 12 100 £ 8 2+8 0,90
FC (bpm) 69+ 10 68+ 10 75+9 -1+4 75+ 10 75+9 75+9 -0+8 0,23
Fonte: A autora, 2023.

Variaveis continuas expressas como média + desvio padrdo da média

*p-valor: comparaggo entre as modifica¢des no grupo controle vs. grupo probiodticos através do teste t para amostras independentes
Legenda: PAS = pressao arterial sistolica; PAD = pressdo arterial diastolica; PP = pressdo de pulso; PAM = pressao arterial média; FC = frequéncia cardiaca.
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5.4 Parametros laboratoriais

Na andlise das variaveis laboratoriais ao longo do estudo foi possivel observar no
grupo controle e no grupo probidticos reducao significativa do colesterol total (p = 0,02
e p = 0,01, respectivamente) e uma tendéncia para reducdo do hematécrito (p = 0,10 em
ambos os grupos) e da transaminase glutdmica piravica (TGP) (p = 0,05 e p = 0,10
respectivamente). Apenas no grupo controle houve uma tendéncia para a reducédo das
proteinas totais (p = 0,06). Enquanto somente no grupo probidticos foi observada reducao
significativa dos triglicerideos (p = 0,006) e da transaminase glutamica oxalacética
(TGO) (p = 0,02). Na andlise comparativa entre 0s grupos nao foram observadas

diferencas significativas (Tabela 6).



Tabela 6 — Variaveis laboratoriais avaliadas no inicio do acompanhamento e apds 12 semanas
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Variaveis Grupo placebo Grupo probiédticos pEEE
(n=34) (n=32)
Semana 0 Semana 12 Modificacao Semana 0 Semana 12 Modificacao

Hemoglobina (mg/dL) 13,2 (12,6 — 14) 13,2 (12,4 - 14,1) 0(-0,2;0,3) 13,8 (12,9 - 14,2) 13,5(12,9 — 14,3) 0(-0,6-0,2) 0,65
Hematocrito (%) 40,3 (38,3 -42,7) 39,8 (37,4 —42,5) -0,2(-0,8;0,2) # 41,4 (39,2 —43,7) 40,3 (39,1 —42,9) 0(-1,2;0) # 0,86
Glicose (mg/dL) 94 (87,9 — 100,6) 94,1 (87,4 —98,5) -0,2 (-6; 1,4) 98,7 (87,8 — 103) 94,8 (90,3 — 102,9) 0(-4;1) 0,54
Creatinina (mg/dL) 0,88 (0,8 — 1,0) 0,9 (0,8-0,9) 0(-0,1;0,0) 0,9 (0,83 - 1,11) 0,9 (0,8—-1,1) 0 (-0,0; 0,0) 0,47
Ureia (mg/dL) 31,1 +£8,2 30,0 £ 8,1 -12+£55 32,0+5,5 322456 0,2+43 0,29
Acido trico (mg/dL) 4,7 (4,2-6,1) 5,0 (4,2; 6,0) 0(-0,3;0,2) 5,6 (4,5-6,6) 5,2 (4,5;6,2) 0(-0,2;0,1) 0,74
Colesterol total (mg/dL) 198 (179-229) 196 + 48,7 -2,0 (-15,5; 0) * 204 (183 —237) 193 (171 — 225) 0 (-0,23; 0)* 0,88
HDL-c (mg/dL) 51,5 (45 -62) 53 (45 -62) 0(-3;3) 49 (41 - 55) 48 (39,5 - 55.5) 0(-1; 1) 0,73
LDL-c (mg/dL) 123 (108 — 44,8) 118 (98,2 — 143) 0(-12,6; 6,2) 120 (107; 139) 116 (88,2; 142) 0(-12;2,6) 0,98
Triglicerideos (mg/dL) 105 (80 — 127) 97,5 (70 — 128) 0(-10; 6) 158 (105 —201) 126 (87 — 188) 0 (-49; 0) ** 0,12
Proteinas totais (g/dL) 7,3+0,5 7,2+0,4 -0,1 £0,3# 7,3+0,5 7,3+0,4 -0,1£0,5 0,58
Albumina (g/dL) 42+0,2 42+0,2 -0,0+0,1 42+0,2 42+0,2 -0,0+0,1 0,39
TGO (U/L) 20 (17 - 23) 20 (17 - 23) 0(-3;0) 21 (18 —24) 19 (16 —23) 0(-3;0)* 0,78
TGP (U/L) 21 (17 -28) 21 (16 —26) -1,5(-3;0)# 22 (17 —28) 19 (15 -26) 0(-4;,0)# 0,64
25(0OH)D (ng/mL) 26,4+ 8,1 248 +9.1 -1,61 +8,3 24,6+ 6.9 258+69 1,15+ 7,5 0,18

Fonte: A autora, 2023.

Variaveis com distribui¢do normal expressas como média + desvio padrao; variaveis com distribui¢do ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

#p<0,10 e > 0,05 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste t pareado (variaveis com distribui¢do normal) ou teste Wilcoxon (variaveis sem distribui¢do normal)
*p<0,05 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste t pareado (variaveis com distribuicdo normal) ou teste Wilcoxon (variaveis sem distribuigdo normal)
*#p<0,01 comparacdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste t pareado (variaveis com distribuicdo normal) ou teste Wilcoxon (varidveis sem distribui¢do normal)
***p-valor: comparagdo entre as modificagdes no grupo controle vs. grupo probiodticos através do teste ¢ para amostras independentes (variaveis com distribuicdo normal) ou teste Mann Whitney
(variaveis sem distribui¢do normal)
Legenda: HDL-c = lipoproteina de alta densidade, LDL-c = lipoproteina de baixa densidade; TGO = transaminase glutamica oxalacética; TGP = transaminase glutdmica piruvica, 25(OH)D = 25

hidroxi vitamina D.
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5.5 Parametros hemodindmicos centrais e rigidez arterial

Em relacdo aos parametros hemodindmicos centrais e & velocidade VOP, nédo
foram observadas mudancas significativas ap6s as 12 semanas de intervengdo em nenhum
dos dois grupos de estudo. Na comparagdo entre 0os grupos, as modificacGes nestes

parametros ndo foram significativamente diferentes (Tabela 7).
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Tabela 7 — Parametros hemodinamicos centrais e velocidade da onda de pulso (VOP) avaliados por tonometria de aplanagdo e por método oscilométrico no
inicio do acompanhamento e ap6s 12 semanas

Variaveis Grupo controle Grupo probiéticos p*
Semana 0 Semana 12 Modificacio Semana (0 Semana 12 Modificacao
Tonometria de aplanacgao

(n=15) (n=15)
PAS Adrtica (mmHg) 122 (119; 125) 124 (120; 131) 1(-2;4,5) 124 (114; 130) 118 (107; 124) 0(-5;0) 0,11
PP Aortica (mmHg) 41 (35; 45) 39,5 (34, 46,5) 0(-7;1,5) 40 (34; 45) 35(30; 38) 0(-8;0) 0,46
Pressdao de Aumento (mmHg) 13 (9; 17) 13 (10; 18) 0(-2;2,5) 9(5;13) 6(5;13) 0(-1;0) 0,27
Alx (%) 32,3+10,4 349+ 10,7 2,7+£9.7 245+132 23,8 +12,7 -0,7+5.8 0,25
Aix@75 (%) 29,2 +10,3 29,1 £11,8 -0,1 £8,1 21,1 +£13,8 20,5+ 12,2 -0,5+3,5 0,86

M¢étodo Oscilométrico

(n=13) (n=17)
Aix@75 (%) 11 (8;27) 12 (8;19) 0(0;4) 18 (13; 34) 18 (14; 35) 0(-1;0) 0,28
VOP (m/s) 7,3+0,9 7,3+0,9 0,0+04 7,8+13 7,7+13 -0,1 +£0,3 0,45

Fonte: A autora, 2023.

Varidveis com distribui¢cdo normal expressas como média + desvio padrdo; varidveis com distribui¢do ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

*p-valor: comparagdo entre as modificagdes no grupo placebo vs. grupo probidticos através do teste t para amostras independentes (variaveis com distribui¢do normal) ou teste Mann Whitney
(variaveis sem distribui¢do normal)

Legenda: PAS = pressdo arterial sistolica; PP = pressdo de pulso; Aix = indice de incremento; Aix@75 = indice de incremento corrigido para frequéncia cardiaca de 75 batimentos por minuto;
VOP = velocidade da onda de pulso

Obs.: Dentre os dados obtidos com método oscilométrico estdao apresentados nesta tabela apenas dois pardmetros: Aix@75 e VOP, pois o numero de participantes com informagdes sobre os demais
parametros era muito pequeno limitando a interpretagdo dos mesmos.
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5.7 Reatividade microvascular cutinea

Na avaliacdo da reatividade microvascular cutanea, foi observado no grupo
probidticos durante o periodo de hiperemia reativa pds-oclusiva (HRPO) aumento
significativo do pico de perfusdo tanto quando avaliado em unidade arbitraria de perfusao
(p = 0,02) como quando avaliado em conduténcia vascular cutanea (p = 0,02), além de
uma tendéncia para aumento significativo da area sob a curva (p = 0,05). Ao se comparar
0 periodo de HRPO com o periodo basal foi observado aumento significativo da
condutancia vascular cutanea (p = 0,009) no grupo probidticos e aumento significativo
da area sob a curva (p = 0,04) no grupo controle. Na analise comparativa dos dois grupos

ndo foi observada diferenca significativa (Tabela 8).



55

Tabela 8 — Parametros obtidos na avali¢do da reatividade microvascular cutanea no inicio do acompanhamento e ap6s 12 semanas

Grupo controle Grupo probidticos pFE*
Variaveis (n=31) (0=27)
Semana 0 Semana 12 Modificacao Semana 0 Semana 12 Modificacao
Periodo basal
Perfuséo basal (UAP) 31,8+ 11,6 30,5+8,8 -1,3+10,9 29,1+ 7,5 30,2+ 7,8 1,1 £5,6 0,30
CVC basal (UAP/mmHg) 0,3 (0,3;0,4) 0,3(0,30,4) 0 (-0,0; 0,0) 0,3 (0,3; 0,3) 0,3 (0,3;0,4) 0 (-0,0; 0,0) 0,56
ASC basal (UAP/s) 1966 + 754 1886 + 539 -80,1 = 689 1759 £ 517 1816 +519 56,6 + 345,6 0,36
Periodo HRPO
Pico perfusdao HRPO (UAP) 78,6 (66,3; 103,9) 85,6 (67,3; 106,4) 0 (-5,4; 15,6) 83,1 (70,3;95,7) 95,6 (77,8; 108,2) 2,2 (0; 16,7)* 0,34
Pico CVC HRPO (UAP/mmHg) 0,8 (0,7; 1,1) 0,8 (0,7; 1,3) 0 (-0,1; 0,2) 0,9 (0,7; 1,1) 0,9 (0,8; 1,2) 0,0 (0; 0,3)* 0,26
ASC HRPO (UAP/s) 3050 + 886 3203 £905 152 £ 788 3157 +£792 3349 £ 930 192 £ 482# 0,82
Modificacio (periodo HRPO — periodo basal)
Aumento CVC (UAP/mmHg) 0,5 (0,4; 0,6) 0,6 (0,4; 0,9) 0,0 (-0,0;0,1) 0,6 (0,4; 0,7) 0,7 (0,5; 0,8) 0,0 (-0,0;0,2)** 0,40
Aumento ASC (UAP/s) 1084 + 659 1313 + 642 232 + 606* 1406 + 608 1523 + 664 116 +£439 0,42

Fonte: A autora, 2023.

Variaveis com distribuicdo normal expressas como média + desvio padrdo; varidveis com distribui¢do ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).

#p<0,10 ¢ > 0,05 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste t pareado (variaveis com distribui¢do normal) ou teste Wilcoxon (variaveis sem distribui¢do normal)
*p<0,05 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste t pareado (variaveis com distribui¢do normal) ou teste Wilcoxon (variaveis sem distribuigdo normal)
**p<0,01 comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste t pareado (variaveis com distribui¢cdo normal) ou teste Wilcoxon (variaveis sem distribui¢do normal)
***p-valor: comparagdo entre as modificagdes no grupo controle vs. grupo probidticos através do teste t para amostras independentes (variaveis com distribui¢do normal) ou teste Mann Whitney
(variaveis sem distribui¢do normal)

Legenda: UAP = Unidade Arbitraria de Perfusdao; CVC = condutancia vascular cutanea; ASC = area sob a curva; HRPO = hiperemia reativa pds-oclusdo
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5.8 Concentracio sérica das moléculas de adesiao e da adiponectina

As concentracOes sericas das moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1 e P-
selectina) e da adiponectina ndo apresentaram mudancas significativas durante as 12
semanas do estudo em nenhum dos dois grupos (controle e probioticos). Ao se comparar
os dois grupos em relacdo as modifica¢des nas concentracdes dessas moléculas de adeséo

e da adiponectina também nédo foram observadas diferencas significativas (Tabela 9).



Tabela 9 — Concentracao sérica das moléculas de adesdo e da adiponectina no inicio do acompanhamento e apos 12 semanas
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Grupo controle

Grupo probiéticos p*
Variaveis (n=20) (n=18)
Semana 0 Semana 12 Modificacao Semana 0 Semana 12 Modificacao
ICAM-1 (ng/mL) 178 (152; 199) 176 (153;204) -9,5 (-37; 33,5) 181 (154; 200) 181 (146;227) 15 (-17; 34) 0,39
VCAM-1 (ng/mL) 1303 1392 5,4 12822 1328 -22,7 0,35
(1162; 1541) (1146; 1602) (-100; 186) (1157-1489) (1121-1481) (-218; 113)

P-selectina (ng/mL)

Adiponectina (mcg/mL)

153 (133; 220) 149 (126; 202) 2,6 (-47,6; 25,8) 155 (115;190) 149 (125-183)

2,2(0,6;3,9) 2,2(0,6; 3,5) 0C-LI; L 1,1(0,5;3,8) 2,6 (0,4;3,9)

7,3(-44,5,32,8) 0,50

-0,0 (-0,7; 0,5) 0,66

Fonte: A autora, 2023.

Variaveis expressas como mediana (intervalo interquartil).

*p-valor: comparagao entre as modificagdes no grupo placebo vs. grupo probidticos através do teste Mann Whitney
Legenda: VCAM-1: molécula de ades@o celular vascular; ICAM-1: molécula de adesdo intercelular

Obs.: os dados apresentados nesta tabela se referem apenas aos pacientes que finalizaram o estudo, ndo tendo sido utilizada a analise intention to treat
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5.9 Consumo alimentar

A analise de consumo alimentar revelou que ndo houve diferenca em relacdo as
modificagdes do consumo alimentar durante o estudo entre os grupos, com excecao da
ingestdo de zinco que apresentou reducdo significativa no grupo probioticos. No entanto,
na andlise intragrupo, como era de se esperar, devido a restricdo energética prescrita
durante o estudo, foi observado em ambos 0s grupos reducdo na ingestdo de energia,
macro e micronutrientes tendo alcancado significancia estatistica para alguns nutrientes.
Por exemplo, foi observada reducéo significativa da ingestéo de energia, gordura saturada
e ferro em ambos os grupos. No grupo probidticos, houve também diminuicdo do
consumo de proteinas e lipidios totais (Tabela 10).

Em relacdo aos efeitos adversos, vale destacar que nenhum paciente, de ambos 0s
grupos, relatou distensdo abdominal, gases, nausea, diarreia ou outro sintoma

gastrointestinal quando avaliados na V2 e na V3.
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Grupo controle

Grupo probiéticos

Varisveis (1=28) (=18) p**
Semana 0 Semana 12 Modificacio p* Semana 0 Semana 12 Modificaciio p*
Energia (kcal/dia) 1985 1614 -371 0.02 1984 1627 -356 0.04 | 0098
(1416; 2475) (1218; 1877) (-198; -598) > (1522; 2358) (1239; 1864) (-283; -494) ’ ’
Proteinas (g/dia) 86,3 (70,5; 108,4) 78,4 (57,5;97,9) -7,9 (-13;-10,5) | 0,17 | 87,8 (68,2;103,8) 72,4 (51,6; 85,0) -15,4 (-16,6; -18,8) | 0,03 | 0,59
Carboidratos (g/dia) 248 (172;304) 200 (134; 249) -47,3 (-37,4; -54,6) | 0,01 252 (167;287) 217 (154; 262) -35,1 (-13;-25,1) 0,47 | 0,32
Lipidios (g/dia) 72,8 (42,1; 87,0) 55,2 (33,4;70,4) -17,6 (-8,7; -16,6) | 0,07 | 69,2 (53,9; 89,0) 52,7 (30,7; 68,5) -16,5 (-23,2;-20,5) | 0,03 | 0,65
AGS (g/dia) 22,6 (11,5; 29,5) 16,9 (10,9; 22,5) -5,7 (-0,6; -7) 0,03 | 21,9 (14,2;26,8) 15,3 (7,1; 20,3) -6,6 (-7,1; -6,5) 0,01 | 0,54
AGP (g/dia) 11,0 (4,6; 10,4) 7,7 (3,0; 10,5) -3,3(-1,6; 0,1) 0,27 9,5(5,2; 13,4) 5,4 (2,6; 7,0) -4,2 (-2,6; -6,4) 0,05 | 0,04
AGM (g/dia) 18,2 (9,4;22,9) 14,9 (6,8; 21,9) -3,3(-2,6; -1) 0,47 | 18,5(12,6;21,8) 11,0 (6,5; 15,1) -7,5 (-6,1; -6,7) 0,002 | 0,10
Colesterol (mg/dia) 308 (137; 345) 225 (113; 229) -82,8 (-23,8; -115,8) | 0,08 350 (158; 545) 190 (95,0; 252) -160 (-63,9; -292) 0,08 | 0,74
Fibras (g/dia) 21,2 (13,5;28,9) 19,7 (12,3; 26,4) -1,5(-1,2;-2,5) 0,68 | 19,7 (11,0; 28,1) 18,4 (10,9; 22,3) -1,3 (05 -5,8) 0,74 | 0,85
Célcio (mg/dia) 575 (274; 682) 429 (257; 573) -146 (-16,5; -108) | 0,05 521 (266; 819) 432 (282; 543) -89,3 (15,9; -275) 0,47 | 0,65
Fosforo (mg/dia) 989 (692; 1186) 870 (627; 1095) -119 (-65,4; -90,3) | 0,27 | 972 (777; 1175) 714 (407;919) -257 (-369; -256) 0,04 | 0,24
Potéssio (mg/dia) 2260 2095 -165 0.59 2259 1798 -460 0,02 | 0,14
(1617; 2676) (1583; 2512) (-33,5; -164) ’ (1753; 2766) (1410; 1903) (-343; -863) ’ ’

Magnésio (mg/dia) 251 (164;304) 233 (170; 292) -17,8 (5,5; -12,2) | 0,45 231 (1565 319) 196 (142;209) -34,9 (-13,9;-109.,4) | 0,23 | 0,56
Ferro (mg/dia) 14,4 (10,45 17,3) 12,1 (8,8; 14,9) -2,3(-1,6;-2,4) 0,03 | 15,1(10,7;18,9) 11,3 (8,7; 12,8) -3,8 (-2; -6,1) 0,005 | 0,57
Zinco (mg/dia) 9,3 (5,9; 11,3) 8,4 (4,8;9,7) -0,9 (-1,1;-1,6) | 0,19 10,7 (7,0; 12,8) 7,1 (2,9; 8,5) -3,6 (-4,1; -4,3) 0,003 | 0,04
Selénio (mmcg/dia) 96,8 (63,2; 115) 84,8 (51,7; 94,6) -12 (-11,5; -21,1) 0,07 121 (71,3; 108) 74,7 (35,65 92,2) -46,6 (-35,7;-15,8) | 0,31 | 091

Fonte: A autora, 2023.

Variaveis com distribuicdo ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).
*p-valor: comparagdo semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste t pareado (varidveis com distribui¢ao normal) ou teste Wilcoxon (variaveis sem distribui¢do normal)
**p-valor: comparagdo entre as modificagdes no grupo controle vs. grupo probioticos através do teste ¢ para amostras independentes (variaveis com distribui¢do normal) ou teste Mann Whitney
(variaveis sem distribui¢@o normal)
Legenda: AGS= acidos graxos saturados; AGP= acidos graxos poli-insaturados; AGM= acidos graxos monoinsaturados.
Obs.: os dados apresentados nesta tabela se referem apenas aos pacientes que finalizaram o estudo e possuiam os 3 recordatorios de 24 nas semanas 0 e 12, ndo tendo sido utilizada a analise

intention to treat
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Grupo controle

Grupo probiéticos

Varidveis (n=28) (n=18) p**
Semana 0 Semana 12 Modificacio p* Semana 0 Semana 12 Modificacio p*

Vitamina B1 (mg/dia) 1,6 (1,4; 1,8) 1,4 (1,1;1,7) -0,2 (-0,3; -0,1) | 0,04 1,5(1,0; 1,9) 1,3(0,9; 1,4) -0,1 (-0,1; -0,5) 0,65 | 0,59
Vitamina B2 (mg/dia) 1,4 (1,0; 1,8) 1,2 (0,9; 1,5) -0,2(-0,1;-0,3) |0,12 1,6 (1,0; 1,5) 1,1(0,7;1,3) -0,5 (-0,3;-0,2) 0,10 | 0,54
Vitamina B3 (mg/dia) 22,6 (16,8; 28,4) 18,4 (14,1;23,7) | -4,2(-2,7;-4,7) [0,06 | 20,8 (14,6;22,7) 18,7 (12,2; 25.2) 2,1 (-2,4;2,5) 0,56 | 0,56
Vitamina B6 (mg/dia) 1,2 (0,7; 1,6) 1,2 (0,7; 1,4) 0 (0; -0,2) 0,25 1,2 (0,9; 1,5) 1,0 (0,7; 1,1) 0,2 (-0,2; -0,4) 0,09 | 0,39
Biotina (mcg/dia) 16,9 (5,4; 13,3) 8,9 (3,6; 10,7) -8 (-1,8;-2,6) [0,08| 11,7(2,6;11,2) 6,6 (3,4;9.8) -5,1(0,8; -1,4) 0,47 | 0,62
Vitamina B12 (mcg/dia) 2,3(1,1;2.,8) 2,3(0,8;3,2) 0(-03;0,4) [036| 10,0 (1,6;4,6) 1,7 (0,6 2,7) -8,3 (-1; -1,9) 0,02 | 0,03
Vitamina C (mg/dia) 83,5 (18,2; 137) 79,4 (18.5; 133) -4,1(0,3;-4,1) 0,89 | 120(14,2;135) | 87,7(19,8; 140.2) -32,9 (5,6; 4.9) 0,42 | 0,50
Vitamina K (mcg/dia) 51,7 (14.,3; 63,7) 84,5(14,5;104) | 32,8(0,2;40,7) 047 | 93,7(16,4;93,7) 111 (11,4; 56,4) 17,9 (-5; -37.3) 0,98 | 0,56
Vitamina D (Ul/dia) 101 (21,2; 111) 70,4 (19,9; 104) | -31,4 (-1,3;-7,3) | 0,41 | 106 (25,2; 167) 50,6 (4,9; 77.8) -56 (-20,3;-89,4) | 0,03 | 0,16
Folato, DFE (mcg/dia) 443 (293; 552) 390 (270; 483)  |-53,3 (-22.,8; -68,6) 0,19 | 426 (252; 510) 376 (241; 378) -49,3 (-10,6; -132,1) | 0,18 | 0,93

Fonte: A autora, 2023.

Variaveis com distribui¢do ndo normal expressas como mediana (intervalo interquartil).
*p-valor: comparag@o semana 0 vs. semana 12 em cada grupo de estudo através do teste t pareado (variaveis com distribui¢@o normal) ou teste Wilcoxon (variaveis sem distribui¢do normal)
**p-valor: comparagdo entre as modificagdes no grupo controle vs. grupo probioticos através do teste ¢ para amostras independentes (variaveis com distribui¢do normal) ou teste Mann Whitney
(variaveis sem distribui¢do normal)

Legenda: DFE= equivalente de folato dietético.
Obs.: os dados apresentados nesta tabela se referem apenas aos pacientes que finalizaram o estudo e possuiam os 3 recordatorios de 24 nas semanas 0 e 12, ndo tendo sido utilizada a andlise

intention to treat
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6 DISCUSSAO

Apos 12 semanas de suplementagcdo com multiplas cepas de probioticos e restricao
energética, foi observado no grupo probioticos: a) redugdo significativa do indice de
adiposidade corporal, dos perimetros de cintura, quadril e pescogo, e da razao cintura-
estatura; b) reducdo significativa do colesterol total e triglicerideos; c¢) aumento
significativo do pico de perfusdo durante o periodo de HRPO, tanto quando avaliado em
unidade arbitraria de perfusdo como quando avaliado em condutancia vascular cutanea, e
aumento significativo da condutancia vascular cutdnea, ao comparar o periodo de HRPO
com o periodo basal. Enquanto no grupo controle foi encontrado: a) reducao significativa
de todas as varidveis antropométricas; b) redugdo significativa do colesterol total; c)
aumento significativo da area sob a curva, ao comparar o periodo de HRPO com o periodo
basal. Em ambos os grupos ndo foi observada mudanca na massa gorda (avaliada por
BIA), na PA, nos parametros hemodindmicos centrais, na VOP ¢ nas concentragdes
séricas das moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina) e da adiponectina.
Apesar de terem sido observadas mudangas significativas em algumas variaveis no grupo

probidticos e/ou no grupo controle, ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

6.1 Adiposidade corporal

Como mencionado anteriormente, evidéncias indicam uma relagdo importante
entre a microbiota intestinal e o controle do peso corporal. Os mecanismos candidatos
para explicar o possivel papel da disbiose intestinal na etiologia da obesidade incluem o
aumento da captagdo de energia pela microbiota intestinal, o aumento do armazenamento
de gordura no tecido adiposo, a reducdo da secrecdo de hormonios anorexigenos e a
inflamacao de baixo grau induzida pelo aumento da permeabilidade intestinal

(STEPHENS; ARHIRE; COVASA, 2018; MUSCOGIURI et al., 2019).

Nesse contexto, evidéncias postulam que os probidticos podem melhorar a

barreira intestinal, diminuindo transloca¢ao de PAMPs e ativa¢ao da cascata inflamatoria
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e oxidativa que favorece o desenvolvimento de desordens metabdlicas e ganho de peso
(CANI et al., 2007; SZULINSKA et al., 2018a).

No presente estudo, ap6és as 12 semanas de suplementagdo com multiplas cepas
de probidticos (Lactobacillus acidophilus (La-14) 12x10° UFC, Bifidobacterium lactis
(B1-04) 12x10° UFC, Bifidobacterium longum (B1-05) 1x10° UFC, Lactobacillus casei
(Lc-11) 1x10° UFC, Lactobacillus rhamnosus (Lr-32) 1x10° UFC, Lactobacillus
plantarum (Lp-115) 1x10° UFC, Lactobacillus salivarius (Ls-33) 1x10° UFC,
Bifidobacterium brevis (Bb-03) 1x10° UFC), na dose total de 3x10'° UFC/dia, foi
observada mudanca significativa em varios parametros de adiposidade corporal na anélise
intragrupo, em ambos os grupos. No grupo probidticos, foi encontrada redugdo
significativa, porém modesta de 0,82 = 1,08% do indice de adiposidade corporal, de 1,26
+ 1,77 cm de perimetro da cintura, de 1,68 + 2,22 cm de perimetro do quadril e de 0,58 +
0,84 cm de perimetro do pescogo. No entanto, essas redugdes foram semelhantes as
observadas no grupo controle ndo havendo diferenca significativa entre os grupos.

Embora haja na literatura muitos trabalhos publicados avaliando o efeito dos
probidticos sobre a adiposidade corporal (AGERHOLM-LARSEN et al., ; TAKAHASHI
et al., ; KADOOKA et al., 2010; LEBER et al., 2012; SHARAFEDTINOV et al., 2013;
ZARRATT et al., 2013, 2014, 2019; MINAMI et al., 2015, 2018; BERNINI et al., 2016;
HIGASHIKAWA et al., 2016; MADJD et al., 2016; STENMAN et al., 2016; GOMES et
al., 2017; KIM et al., 2017, 2018; KOBYLIAK et al., 2018; KRUMBECK et al., 2018;
SZULINSKA et al., 2018b; AHN et al., 2019; HIBBERD et al., 2019; PEDRET et al.,
2019; RATNA SUDHA et al., 2019; SKRYPNIK et al., 2019; BANACH; GLIBOWSKI;
JEDUT, 2020; LIM et al., 2020; MICHAEL et al., 2020; PRAZNIKAR et al., 2020;
CROVESY; EL-BACHA; ROSADO, 2021; DECHELOTTE et al., 2021; HAJIPOOR et
al., 2021; RAHAYU et al., 2021), até o momento, poucos ensaios clinicos investigaram
esse efeito associado a uma intervencao dietética, sobretudo, restricdo caldrica
(SHARAFEDTINOV et al., 2013; ZARRATI et al., 2013, 2014, 2019; MADJD et al.,
2016; KIM et al., 2018; BANACH; GLIBOWSKI; JEDUT, 2020; LIM et al., 2020;
CROVESY; EL-BACHA; ROSADO, 2021; DECHELOTTE et al., 2021; HAJIPOOR et
al.,2021). Semelhante ao presente estudo, Madjd et al (2016) associaram a suplementac¢ao
de probidticos a uma dieta hipocalorica por 12 semanas, embora com menor dose € menor
numero de cepas. Os autores conduziram um ECR e controlado com mulheres com
sobrepeso e obesidade, com média de IMC de 32 kg/m? e média de idade de 32 anos. Um

total de 89 participantes foram incluidas e designadas aleatoriamente para dois grupos de
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intervengdo: iogurte probiotico contendo Lactobacillus acidophilus 1LAS e
Bifidobacterium lactis BB12, na dose de 2x10” UFC/dia ou iogurte com baixo teor de
gordura, seguindo uma dieta com déficit de 500 a 1000 kcal/dia, com base nas
necessidades estimadas de energia no inicio do estudo. Apos o periodo de intervencgao,
nao foram observadas diferengas significativas na perda de peso, no IMC e no perimetro
da cintura entre os grupos (MADIJD et al., 2016). Da mesma forma, Crovesy et al (2021)
nao encontraram reduc¢do da adiposidade corporal. Realizaram um ECR e controlado com
32 mulheres adultas em pré-menopausa, com média de IMC 34 kg/m?. As participantes
seguiram uma dieta hipocalorica e foram divididas em trés grupos: i) grupo probidtico
(Bifidobacterium lactis UBBLa-70, 10° UFC); ii) grupo simbiético (Bifidobacterium
lactis UBBLa-70, 10° UFC e frutooligossacarideo); e iii) grupo de controle (placebo).
Todas as pacientes seguiram uma dieta hipocaldrica (detalhes ndo fornecidos pelos
autores). Apos 8 semanas de intervencdo, no grupo probiodtico, ndo houve mudanga no
peso corporal, no IMC, no perimetro da cintura e na gordura corporal (avaliada por BIA)
em comparagao ao grupo placebo (CROVESY; EL-BACHA; ROSADO, 2021).

J& Zarrati et al (2019) também conduziram um ECR e controlado com restri¢ao
calérica. Foram incluidos 60 individuos com sobrepeso e obesidade, com média de IMC
de 32 kg/m? e média de idade de 36 anos. Os participantes foram alocados aleatoriamente
em dois grupos para consumir iogurte probidtico contendo Lactobacillus acidophilus
La3, Bifidobacterium BB12 e Lactobacillus casei DN001 (2x10'° UFC/dia) ou iogurte
regular, juntamente com uma dieta hipocaldrica em ambos os grupos durante 8 semanas.
A dieta hipocalorica consistiu em ingestdo individualizada com déficit de 500 kcal/dia
estimada com base na idade, peso, altura e sexo atual do participante. Ao final do estudo,
foi observada diminuigdo significativa do percentual de gordura corporal (avaliada por
BIA) no grupo probidtico em comparagdo com o grupo placebo, apesar de ndo ter havido
mudanga no peso corporal, no IMC e no perimetro da cintura. Contudo, vale ressaltar que,
nesse estudo, os individuos foram orientados também a caminhar trés ou cinco vezes por
semana, por 30 a 45 minutos, embora ndo tenha havido diferenca significativa no MET
(Metabolic Equivalent of Task) entre os dois grupos (ZARRATI et al., 2019). O mesmo
grupo de pesquisa desenvolveu outro ECR e controlado com restrigdo caldrica em
associacao aos probidticos. Foram incluidos 75 individuos com média de idade de 26 anos
e média de IMC de 33 kg/m? por 8 semanas. Os participantes foram aleatoriamente
divididos em trés grupos: 1) grupo que consumiu iogurte comum como parte de uma dieta

hipocalorica; ii) grupo 2 que recebeu iogurte probidtico com uma dieta hipocaldrica; e iii)



64

Grupo 3 que consumiu iogurte probidtico sem restricdo calorica. Os participantes dos
grupos suplementados com probidticos receberam 200 g/dia de iogurte contendo
Lactobacillus acidophilus La5, Bifidobacterium Bb12 e Lactobacillus casei DN0OI, na
dose de 2x10° UFC/dia. Apos o periodo de intervencdo, foi observada uma reducdo no
peso corporal nos grupos que seguiram a dieta hipocalorica. No entanto, na comparagao
entre 0s grupos, o grupo probidtico com dieta hipocaldrica ndo apresentou mudancga
significativa no peso corporal, no IMC e na razdo cintura-estatura. Os autores nao
mencionaram detalhes em relagdo a restricao caldrica (ZARRATI et al., 2013).

Outros estudos foram desenvolvidos associando a intervengao com probioticos a
apenas uma alimenta¢do saudavel. Pedret et al (2019) conduziram um ensaio clinico
randomizado e controlado com 135 individuos com obesidade abdominal, com média de
IMC de 32 kg/m? e média de idade de 46 anos. Os participantes consumiram 1 capsula/dia
contendo Bifidobacterium animalis subsp. lactis CECT 8145 na dose de 10'° UFC ou
placebo (maltodextrina) por 12 semanas. Além disso, foram realizadas recomendagdes
dietéticas de acordo com as diretrizes do Painel de Tratamento para Adultos de 2013 (ATP
IT). Ao final do estudo, foi observada redu¢do no IMC no grupo probidtico em
comparagdo com o grupo placebo. Quando realizada analise por género, a significancia
permaneceu apenas para mulheres (PEDRET et al., 2019). Pelo mesmo tempo de
intervengdo, Lim et al (2020) realizaram um ECR e controlado envolvendo 114 adultos
com média de idade de 47 anos e de IMC de 28 kg/m?. Os participantes do grupo
probiotico receberam uma céapsula contendo Lactobacillus sakei (CJLS03), na dose de
5x10° UFC/dia e no grupo placebo receberam uma cépsula contendo maltodextrina.
Todos os pacientes receberam também orientacdes sobre estilo de vida saudavel,
incluindo o consumo de alimentos saudéveis e a realizagdo de exercicios regulares > 3
vezes por semana, com > 30 minutos. Apos o periodo de intervencdo, foi observada
redugdo significativa do perimetro da cintura e da massa gorda (avaliada por BIA). Nao
houve redugdo no peso corporal e no IMC (LIM et al., 2020). Enquanto Gomes et al
(2017) conduziram um ECR e controlado com mulheres com sobrepeso ou obesidade. As
participantes receberam uma mistura probiodtica em saché com Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium lactis
2x10'° UFC/dia ou saché placebo por 8 semanas. Ambos os grupos receberam prescrigio
de uma dieta normocalorica (25 a 30 kcal/kg/dia), bem como orientagcdes para uma
alimentagdo saudavel. Os participantes também receberam instru¢cdes para manter seu

programa de exercicios habitual durante todo o estudo. Em compara¢do com o grupo
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placebo, o grupo probidticos mostrou uma maior redu¢do no perimetro da cintura, na
razio cintura-estatura e no indice de conicidade. Nao houve mudanca no peso corporal,
IMC e gordura corporal (avaliado por DXA) (GOMES et al., 2017).

Recentemente nosso grupo de pesquisa publicou uma revisao critica sobre ECRs
avaliando os efeitos dos probidticos sobre adiposidade em individuos com sobrepeso e
obesidade (Anexo E) (GUEDES et al., 2023). O objetivo desta publicacdo era conduzir
uma revisdo ampla da literatura descrevendo a heterogeneidade das intervengdes e os
métodos de avaliagdao da adiposidade corporal nos ECRs. Foram incluidos 33 estudos,
tendo sido observado que aproximadamente 30% dos estudos relataram reducdo
significativa do peso corporal e IMC e 50% encontraram redugdo significativa da
circunferéncia da cintura e da massa gorda. Uma das caracteristicas avaliadas nos estudos
foi a utilizacdo ou ndo de restrigdo energética associada a suplementacdo de probioticos.
Dentre os 33 ECRs, apenas 11 (1/3) utilizaram restricdo energética. Na andlise
comparativa dos estudos com e sem restricdo energética, respectivamente, foi observada
reducdo significativa do peso corporal em 11% vs 39% dos ECRs, do IMC em 10% vs.
44% dos ECRs, do perimetro da cintura em 22% vs 67% do ECRs e da massa gorda em
20% vs. 67% dos ECR. Portanto, a redugdo significativa da adiposidade corporal nos
estudos com suplementagdo de probidticos parece ser observada com maior frequéncia
nos estudos sem a utilizacdo concomitante de restricao energética (GUEDES et al., 2023).
Cabe ressaltar que no momento em que o presente ECR foi desenhado esta revisdo critica
ainda ndo havia sido feita e a hipotese inicial do nosso grupo de pesquisa era que o efeito
da suplementacdao de probioticos fosse potencializado pela restricdo energética, como
ocorre com outras intervengdes que tem como objetivo a perda ponderal.

Outras caracteristicas dos ECRs com suplementacao de probioticos que parecem
interferir na observacdo de redu¢do significativa da adiposidade corporal sdo tempo de
suplementagao, dose e veiculo de administragao dos probidticos (GUEDES et al., 2023).
A redugao significativa da adiposidade corporal € vista em um maior percentual de ECRs
que utilizam tempo de suplementacdo > 12 semanas vs. <12 semanas, dose de probioticos
> 10'° UFC/dia vs. < 10'° UFC/dia e veiculo dos probidticos capsula, sachet ou po vs.
laticinios (GUEDES et al., 2023). Destacamos que no presente estudo todas essas trés
caracteristicas foram implementadas e apesar disto ndo observamos reducao significativa
da adiposidade corporal com a suplementacao de probidticos.

Conforme mencionado previamente apenas uma parcela (< 50%) dos ECRs

publicados até o momento observaram reduc¢ao significativa da adiposidade corporal com
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a suplementagdo de probidticos. Considerando os estudos detalhados acima ¢é possivel
perceber a ampla heterogeneidade entre os seus desenhos, incluindo variagdo de cepas,
doses, veiculo de administragdo, populagdo avaliada, tempo de intervengao e intervengao
dietética. Além disso, ha grande variacdo entre os métodos utilizados para avaliar
adiposidade corporal (GUEDES et al., 2023). Em conjunto, esses fatores dificultam a
comparag¢do e interpretagdo dos resultados. Portanto, sdo necessarios mais ECRs bem
elaborados, em larga escala, multicéntricos para elucidar o efeito dos probidticos na
adiposidade corporal.

Embora algumas metandlises destes ECRs nao tenham observado redugdo
significativa do peso corporal e/ou outros parametros de adiposidade (PARK; BAE, 2015;
LI et al., 2022b), a maioria observou redugdo significativa da adiposidade pelo menos em
um ou mais dos parametros avaliados (BORGERAAS et al., 2018; JOHN et al., 2018;
SUZUMURA et al., 2019; WANG et al., 2019; YAN et al., 2019; CAO et al., 2020;
DIXON et al., 2020; PERNA et al., 2021; PONTES et al., 2021; MAYTA-TOVALINO et
al., 2023). Apesar de haver um consenso nos resultados das metanalises, sugerindo
reducdo significativa da adiposidade, a magnitude deste efeito em geral ¢ considerada
modesta. Por exemplo, na revisdo sistematica com metanalise realizada pelo nosso grupo
de estudo (Anexo D) (PONTES et al., 2021) a reducao média no peso corporal foi de 0,63
kg, tendo sido similar a observada por John et al (2018) (0,64 kg), Wang et al (2019) (0,55
kg), Borgeraas et al (2018) (0,60 kg) e Mayta-Tovalino et al (2023) (0,61kg). Esta reducao
modesta da adiposidade corporal sugere que o uso de probidticos possa ser considerado

uma terapia complementar no tratamento da adiposidade excessiva.
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6.2 Perfil lipidico

No presente estudo ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos em
relagdo as mudancas no perfil lipidico ap6s o periodo de 12 semanas de suplementagao
com multiplas cepas de probioticos. Entretanto, foi observada reducdo significativa dos
niveis séricos de colesterol total nos dois grupos de estudo, o que pode ter sido
influenciado pela diminuicao significativa da ingestdo de gordura saturada na andlise
intragrupo, em ambos os grupos. Outro achado digno de nota ¢ que apenas no grupo
probidticos foi observada redugdo significativa dos triglicerideos séricos. Vale destacar
que os participantes incluidos apresentavam valores médios basais de colesterol total,
LDL-c, HDL-c e triglicerideos proximos da faixa de normalidade, o que pode justificar,
pelo menos em parte, a auséncia de efeitos benéficos dos probioticos, ja que as evidéncias
sugerem um efeito hipocolesterolémico mais pronunciado em individuos com
concentragdo sérica de colesterol total e LDL-c elevada (FUENTES et al., 2013;
SHIMIZU et al., 2015).

Alguns ensaios clinicos prévios com valores de perfil lipidico proximos da
normalidade também ndo encontraram mudanga apds intervengdo com probioticos.
Stenman et al (2016) conduziram um ensaio clinico com participantes finlandeses que
apresentavam caracteristicas demograficas semelhantes as do presente estudo. A
suplementagdo foi realizada com Bifidobacterium animalis spp. lactis 10'° UFC/dia em
celulose microcristalina por 6 meses (STENMAN et al., 2016). Culpepper et al (2019)
realizaram um ensaio clinico cruzado, com menor tempo de duragdo e menor dose de
probioticos. Incluiram individuos com média de idade de 56 anos e média de IMC 36
kg/m?. A suplementacdo foi realizada com céapsulas contendo Bifidobacterium subtilis
R0O179 (2,5x10° UFC/dia), Lactobacillus plantarum HA-119 (5x10° UFC/dia),
Bifidobacterium lactis B94 (5x10° UFC/dia) por 6 semanas, enquanto o grupo placebo
recebeu cépsulas com amido. Os participantes foram instruidos a ndo mudarem a
alimentagdo e a atividade fisica (CULPEPPER et al., 2019). Ivey et al (2015) também
conduziram um ensaio clinico randomizado e controlado por 6 semanas, com individuos
com excesso de peso, com média de IMC 31 kg/m? e média de idade de 67 anos. Os
participantes foram divididos em quatro grupos de intervengdo: i) iogurte probidtico +
capsulas probioticas; ii) iogurte probidtico + capsulas de placebo; iii) leite controle +

capsulas probioticas; e iv) leite controle + capsulas de placebo. A suplementacdo com
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probioticos foi realizada com Lactobacillus acidophilus La5 e Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb12, na dose de 3x10° UFC/dia. Nao houve intervencdo dietética e
mudan¢a em relacionada a exercicio fisico. Destaca-se que ndo foram excluidos
individuos que usavam hipolipemiante (IVEY et al., 2015). Krumbeck et al (2018)
realizaram um ECR controlado com duragdo de tempo ainda menor. Foram incluidos
individuos com obesidade, com média de idade de 44 anos ¢ média de IMC de 34 kg/m?.
Os participantes foram distribuidos em trés grupos: i) grupo com suplementagdo de
Bifidobacterium adolescentis 1VS-1, na dose de 10° UFC/dia; ii) grupo com
suplementacdo de Bifidobacterium lactis BB-12, na dose de 10° UFC/dia; iii) grupo
placebo, todos sem intervencao dietética (KRUMBECK et al., 2018). Ja Kim et al (2018)
conduziram um ECR controlado, com 90 voluntarios com média de idade de 38 anos e
média de IMC de 27 kg/m?, distribuidos aleatoriamente em trés grupos: i) grupo
probidtico com baixa dose de Lactobacillus gasseri BNR (10° UFC/dia); ii) grupo
probidtico com alta dose de Lactobacillus gasseri (10'° UFC/dia); iii) grupo placebo com
maltodextrina e celulose microcristalina. O tempo de intervengao foi de 12 semanas e os
participantes também receberam instrugdes para reduzir a ingestdo 200 kcal por dia e
aumentar o gasto de 100 kcal por dia com exercicios durante o periodo de intervengao.
Ao fim do estudo também ndo foi observada mudanca no perfil lipidico. Os autores
ressaltam que, embora orientados, ndo houve reducdo de ingestdo calorica e aumento de
gasto energético por exercicio ao longo do estudo, bem como ndo houve diferenca entre
os grupos (KIM et al., 2018).

No entanto, esses achados contrariam outros estudos que observaram melhora do
perfil lipidico, principalmente, reducdo de colesterol total e LDL-c. Michael et al (2020)
observaram reducdo de LDL-c em um ECR controlado realizado com maior tempo de
duragdo, maior dose de probidticos e maior numero de participantes. Foram
acompanhados 220 individuos bulgaros com média de idade de 45 anos, média de IMC
29,1 kg/m?. Os participantes receberam suplementacdo com Lactobacillus acidophilus
CULG60, Lactobacillus acidophilus CUL21, Lactobacillus plantarum CULG66,
Bifidobacterium bifidum CUL20 e Bifidobacterium animalis subsp. lactis CUL34 com
celulose microcristalina de excipiente, na dose de 5x10'° UFC/dia, durante 6 meses. Os
participantes mantiveram sua dieta e estilo de vida normais (MICHAEL et al., 2020).
Enquanto Majewska et al (2020) conduziram um ECR, duplo-cego e controlado com 50
mulheres obesas, com média de idade de 55 anos e média de IMC 36 kg/m? As

participantes foram designadas aleatoriamente para receber um saché com suplemento



69

probiotico (n = 25) ou placebo (n = 25) por 12 semanas. A suplementacdo continha
Bifidobacterium bifidum W23, Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52,
Lactobacillus acidophilus W37, Lactobacillus brevis W63, Lactobacillus casei W56,
Lactobacillus salivarius W24, Lactococo lactis W19 e Lactococo lactis W58, na dose de
10'° UFC/dia. Ao final do estudo, observou-se uma diminui¢io significativa nos niveis
de colesterol total, LDL-c e triglicerideos no grupo probidtico. Os participantes foram
orientados a ndo mudarem significativamente o nivel de atividade fisica. Os autores nao
mencionam se houve intervencdo dietética (MAJEWSKA et al., 2020). De forma
semelhante, Szulinska et al (2018a) conduziram um ECR controlado com suplementagao
de 9 cepas de probidticos, por 12 semanas. Foram incluidas mulheres com obesidade na
pos-menopausa. As participantes foram dividias em trés grupos: i) grupo probidtico
(Bifidobacterium bifidum W23, Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52,
Lactoobacillus acidophilus W37, Lactobacillus brevis W63, Lactobacillus casei W56,
Lactobacillus salivarius W24, Lactococo Lactis W19 e Lactococo lactis W58) com dose
de 1x10'° UFC/dia; ii) grupo probidtico com dose de 2,5x10° UFC/dia; ou iii) grupo
placebo. As participantes apresentavam média de idade, de IMC similares as médias do
presente estudo. No grupo suplementado com probidticos na dose 1x10'° UFC/dia, foi
observada melhora do colesterol total, do LDL-c e dos triglicerideos (SZULINSKA et al.,
2018a). Minami et al (2018) conduziram um ECR controlado com 80 individuos com
sobrepeso ¢ média de idade de 45 anos. Os participantes receberam cépsulas contendo
Bifidobacterium brevis B-3, na dose de 2x10'® UFC/dia ou cépsulas placebo (amido),
durante 12 semanas. Os participantes foram orientados a nao mudarem o estilo de vida.
Ao fim do estudo, foi observada reducdo da concentracdo sérica de triglicerideos e
aumento do HDL-c em relagdo aos valores iniciais na andlise intragrupo do grupo
suplementado com probidtico. No entanto, ndo houve menc¢do de andlise entre os dois
grupos (MINAMI et al., 2018).

Ja Fuentes et al (2012) realizaram um ECR controlado com um total de 60
voluntarios hipercolesterolémicos, com idade entre 18 e 65 anos. O grupo interven¢ao
recebeu uma céapsula contendo Lactobacillus plantarum na dose de 1,2x10° UFC/dia; o
grupo do placebo consumiu o mesmo produto sem as bactérias por 12 semanas. Os
participantes foram orientados a ndo mudarem a dieta e nivel de atividade fisica. Nao
houve mudanga significativa na ingestdo alimentar inicial e final entre os grupos. Apds
12 semanas de interveng¢ao, foi observada uma reducao significativa de 13,6% nos niveis

de colesterol total no grupo probiotico. Os autores também concluiram que o efeito da
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suplementagdo ¢ proporcional ao risco cardiovascular do paciente, tendo um efeito
melhor em pacientes com niveis mais elevados de colesterol (FUENTES et al., 2013).

Diante do detalhamento dos ensaios clinicos acima, fica evidente o desafio de
comparar os resultados, devido a heterogeneidade dos desenhos de estudo. Entretanto, o
achado consistente das revisdes sistematicas com metanalises de ECRs ¢ que a
suplementagdo de probidticos apresenta efeito benéfico sobre o perfil lipidico (SUN;
BUYS, 2015; HENDIJANI; AKBARI, 2018; YAN et al., 2019; POURRAJAB et al.,
2020; PONTES et al., 2021; MAYTA-TOVALINO et al., 2023). As analises de subgrupos
dessas meta-analises sugerem que algumas caracteristicas dos ECRs que podem favorecer
a observa¢do de melhora significativa do perfil lipidico com a suplementagdo de
probidticos. Por exemplo, na revisdo sistematica com metanalise conduzida por Qiu et al
(2022), as analises de subgrupos indicaram que os fatores associados com efeitos
benéficos dos probidticos sobre o perfil lipidico (reducao do LDL-c e do colesterol total)
incluem duracdo de pelo menos 12 semanas, dose de probidticos > 10! UFC/dia e
suplementagao de probioticos associada a uma dieta usual em comparagdo com a ingestao
de dieta hipocalorica (QIU et al., 2022).

Considerando a heterogeneidade nos desenhos dos estudos, as metanalises podem
representar uma boa forma para avaliar a magnitude do efeito dos probidticos sobre o
perfil lipidico. Na revisdo sistematica com metandlise realizada pelo nosso grupo de
estudo (Anexo D) (PONTES et al., 2021), em comparacdo com o controle, a reducdo
média no LDL-c foi de 6,19 mg/dL, tendo sido similar a observada por Mayta-Tovalino
et al. (2023) de 4,08 mg/dL, Sun et al (2015) de 8,89 mg/dL e Yan et al (2019) de 2,28
mg/dL.

Os mecanismos subjacentes a redugdo do colesterol ainda ndo sdo completamente
compreendidos, mas podem ser parcialmente explicados pelo processo de desconjugacao
dos sais biliares no intestino delgado, a partir da atividade de enzimas hidrolases de sais
biliares produzidas por alguns probidticos. Esse processo resulta em uma menor
reabsorcdo dos sais biliares, o que, por sua vez, leva ao aumento da necessidade de
colesterol endogeno para a sintese de novos sais biliares (HUANG et al., 2013; ISHIMWE
et al., 2015). Além disso, alguns probidticos contém enzimas capazes de catalisar a
conversao do colesterol em intermediarios, como coprosterol ou coprostanol, que sdao
diretamente excretados nas fezes. Os probidticos também podem afetar o pH no intestino,
a formag¢ao de micelas e as vias de transporte do colesterol e/ou lipoproteinas (CICERO

et al., 2017; ADAK; KHAN, 2019). Discute-se, ainda, a capacidade dos probioticos de
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produzirem grande quantidade de acido propionico, que pode levar a uma inibicdo da

sintese hepatica de colesterol e/ou redistribui¢do do colesterol circulante para o figado

(PEREIRA; GIBSON, 2002).

6.3 Pressao arterial

A relevancia da participagdo da microbiota intestinal na manutengdo da
homeostase fisiologica tem sido amplamente reconhecida. Assim como, evidéncias tém
demonstrado a associacdo entre a hipertensao arterial e a disbiose intestinal. Em
individuos com hipertensao, observa-se alteracdo da composi¢do da microbiota, com
menor diversidade microbiana e aumento na propor¢ao Firmicutes/Bacteroidetes, além
de uma maior abundancia de bactérias produtoras de acido lactico e uma diminui¢ao nas
populagdes microbianas produtoras de acetato e butirato, AGCCs responsaveis por
algumas vias de regulacdo da PA (YANG et al., 2015). Outros mecanismos envolvidos
continuam sendo estudados, bem como o efeito dos probioticos sore a PA.

No presente estudo, ndo foi observada redugcdo da PA apods o periodo de 12
semanas de suplementagdo com probidticos. Vale destacar que os participantes incluidos
apresentavam PA controlada no inicio do estudo, o que pode justificar pelo menos em
parte a auséncia de reducdo dos valores pressoricos, considerando que o efeito dos
probidticos parece ser maior em niveis mais elevados de PA (KHALESI et al., 2014;
LEWIS-MIKHAEL; DAVOODVANDI; JAFARNEJAD, 2020). Além disto, os
participantes do presente estudo faziam uso regular de medicacdo anti-hipertensiva.

Os achados do presente trabalho estdo de acordo com ensaios clinicos prévios que
também n&o encontraram mudangas nos valores pressoricos, embora apresentem algumas
caracteristicas diferentes em relacdo ao desenho de estudo. Ivey et al (2015) nédo
observaram melhora da PA em um ECR controlado, com 156 homens e mulheres com
média de IMC 31 + 4 kg/m? e média de idade de 67 anos e média de PA semelhante a do
presente estudo. Os participantes foram divididos em quatro grupos de intervencao: i)
iogurte probidtico + capsulas probidticas; ii) iogurte probidtico + capsulas de placebo; iii)

leite controle + capsulas probidticas; e iv) leite controle + cépsulas de placebo. A
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suplementacdo com probioticos foi realizada com Lactobacillus acidophilus La5 e
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12, na dose de 3x10° UFC/dia durante 6
semanas. Nao houve intervencéo dietética e mudanca em relacao a exercicio fisico (IVEY
et al., 2015). Lim et al (2020) também ndo encontraram reducdo da PA em um ECR
controlado envolvendo 114 adultos com média de idade de 47 anos, de IMC, 28 kg/m?e
de PA, 126.5+13.4 mmHg. Os participantes do grupo intervengdo receberam
Lactobacillus sakei (CJLS03) em p0, na dose de 5x10° UFC/dia por 12 semanas.
Receberam também orientacdes sobre estilo de vida saudavel, como realizacdo de
exercicios regulares > 3 vezes por semana, com > 30 minutos, ¢ consumo de alimentos
saudaveis (LIM et al., 2020). Da mesma forma, Zarrati et al (2013) conduziram um ECR
controlado com 75 individuos com média de idade de 26 anos e média de IMC de 33
kg/m?, que foram aleatoriamente divididos em trés grupos: Grupo 1 (n=25), que consumiu
iogurte comum como parte de uma dieta restrita em calorias; Grupo 2 (n=25), que recebeu
iogurte probidtico com uma dieta restrita em calorias; e Grupo 3 (n=25), que consumiu
iogurte probidtico sem restricdo caldrica por 8 semanas. Os participantes dos grupos
suplementados com probioticos receberam 200 g/dia de iogurte contendo Lactobacillus
acidophilus La5, Bifidobacterium Bb12 e Lactobacillus casei DN0O01, na dose de 2x10°
UFC/dia. Entre todos os trés grupos, ndo foi encontrada diferenca significativa entre a
PAS e a PAD ap6s a intervencdo (ZARRATI et al., 2013).

Por outro lado, Szulinska et al (2018) encontraram redu¢do de PAS em um ECR
controlado com mulheres com obesidade na pds-menopausa. As participantes foram
dividias em trés grupos: 1) grupo probidtico (Bifidobacterium bifidum W23,
Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52, Lactoobacillus acidophilus
W37, Lactobacillus brevis W63, Lactobacillus casei W56, Lactobacillus salivarius W24,
Lactococo Lactis W19 e Lactococo lactis W58) com dose de 1x10'° UFC/dia; ii) grupo
probidtico com dose de 2,5x10° UFC/dia; ou iii) grupo placebo. A média de idade, de
IMC e de PA iniciais sdo semelhantes as do presente estudo No entanto, as pacientes nao
usavam anti-hipertensivos (SZULINSKA et al., 2018b). Assim como, Aihara et al (2005)
também encontraram redugado pressorica em individuos com PA alta-normal e individuos
com hipertensdo leve que ndo usavam anti-hipertensivos em um ensaio clinico
randomizado e controlado. A suplementacdo foi realizada com Lactobacillus helveticus
CM4 em tabletes (12 g) contendo leite fermentado em p6 por 4 semanas. O placebo
recebeu os mesmos comprimidos, sem o probidtico, e todos os participantes foram

instruidos a ndo mudarem o habito alimentar e de exercicios. Os autores ndo mencionaram
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a dose suplementada (AIHARA et al., 2005). Ja Michael et al (2020) observaram redugao
da PAS em um ECR controlado realizado com maior tempo de duragdo, maior dose de
probiodticos e maior numero de participantes. Foram acompanhados 220 individuos
bulgaros com média de idade de 45 anos, média de IMC 29,1 kg/m? e média de PA inicial
semelhante a do presente estudo. Os participantes receberam suplementacdo com
Lactobacillus acidophilus CUL60, Lactobacillus acidophilus CUL21, Lactobacillus
plantarum CULG66, Bifidobacterium bifidum CUL20 e Bifidobacterium animalis subsp.
lactis CUL34 com celulose microcristalina de excipiente, na dose de 5x10'° UFC/dia,
durante 6 meses. Os participantes mantiveram sua dieta e estilo de vida normais
(MICHAEL et al., 2020).

Diante do exposto, € possivel observar a ampla heterogeneidade entre os desenhos
dos ensaios clinicos, incluindo a grande variacdo entre as cepas e doses utilizadas, o
veiculo de administracdo, o tempo de intervengdo e a presenga ou auséncia de
farmacoterapia anti-hipertensiva, contribuindo para a falta de consisténcia entre os
resultados. Apesar de algumas revisdes sistematicas com metanalises de ECRs nao terem
observado que os probidticos em comparagdo com o grupo controle apresentam efeito
redutor da PA (PONTES et al., 2021; MAYTA-TOVALINO et al., 2023) outras em maior
numero observaram (KHALESI et al., 2014; CHI et al., 2020; DIXON et al., 2020;
LEWIS-MIKHAEL; DAVOODVANDI; JAFARNEJAD, 2020; ZHAO et al., 2023).
Uma “umbrella meta-analysis” publicada recentemente (ZAREZADEH et al., 2023) na
qual foram incluidas 14 metandlises com 15.494 participantes observou reducgdo
significativa da PAS de 1,96 mmHg e da PAD de 1,28 mmHg ap6s a suplementacdo de
probidticos. A analise de subgrupos revelou que a suplementacao foi mais eficiente em
reduzir a PA nos individuos com idade > 50 anos, em popula¢des com hipertensdo ou
diabetes tipo 2, em estudos com doses > 10!° UFC/dia e com duragio < 10 sem

(ZAREZADEH et al., 2023).
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6.4 Funcgao vascular

No presente estudo ndo foi observada mudanga da VOP apds a intervengdo com
probidticos. Em contraste, Szulinska et al (2018b) observaram reducdo da VOP em um
ECR controlado com mulheres na pdés-menopausa, com média de idade e IMC similar as
do presente estudo, com o mesmo tempo de suplementacdo. As participantes foram
dividias em trés grupos: i) grupo probidtico (Bifidobacterium bifidum W23,
Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52, Lactoobacillus acidophilus
W37, Lactobacillus brevis W63, Lactobacillus casei W56, Lactobacillus salivarius W24,
Lactococo Lactis W19 e Lactococo lactis W58) com dose de 1x10'° UFC/dia; ii) grupo
probidtico com dose de 2,5x10° UFC/dia; ou iii) grupo placebo. Vale destacar que
participantes ndio faziam uso de anti-hipertensivos (SZULINSKA et al., 2018b).

Um estudo observacional encontrou que a rigidez arterial estd inversamente
associada com a diversidade do microbioma intestinal em mulheres na pés-menopausa
(MENNI et al., 2018). Em concordancia, Battson et al (2018) observaram melhora da
funcdo endotelial e da rigidez arterial apds supressdo da disbiose intestinal em
camundongos (BATTSON et al., 2018a).

Em relacdo a fun¢do endotelial, poucos estudos até o momento avaliaram o efeito
de probiodticos, variando, ainda, em relagdo ao método utilizado. O presente estudo
avaliou a concentracgao sérica de VCAM-1, ICAM-1 e P-selectina antes e apos o periodo
de intervencao, entretanto, nao foi observada mudanga significativa em nenhum dos dois
grupos € nem na comparacao entre os grupos. Assim como Malik et al (2018) ndo
encontraram reducdo de VCAM-1 e ICAM-1 em seu estudo, embora tenham realizado
um ensaio clinico ndo randomizado com 20 homens com doenga coronariana estavel. Os
participantes consumiram uma bebida contendo Lactobacillus plantarum 299v, na dose
de 2x10'° UFC/dia por 6 semanas, sem intervengdo dietética. Além das moléculas de
adesdo, foi realizada a avaliag@o da dilatacdo mediada pelo fluxo da artéria braquial e os
autores observaram aumento da vasodilatacdo apds a suplementagdo com probioticos,
embora nao tenha havido perda de peso e melhora do perfil lipidico. Vale ressaltar que o
estudo apresenta limitagdes, como a auséncia de grupo controle (MALIK et al., 2018).

Enquanto Rezazadeh et al (2019) encontraram reducao na concentragdo sérica de
VCAM-1 em um ECR duplo-cego e controlado por placebo com 44 pacientes com

sindrome metabdlica, com média de idade de 44 anos, com média de IMC semelhante a
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do presente estudo. Os individuos consumiram 300 g/dia de iogurte contendo
Lactobacillus acidophilus La5 e Bifidobacterium lactis Bb12 por 8 semanas. Em relagao
a dose, de acordo com a andlise microbioldgica, as contagens médias de Lactobacillus
acidophilus La5 e Bifidobacterium lactis Bb12 no iogurte probiotico foram de 6,45 x 10°
e 4,94 x 10° UFC/g, respectivamente, no primeiro dia apos a produg¢do, que passou para
2,30 x 10 e 2 x 10° UFC/g, respectivamente, no dia 7. Ambas as bactérias mostraram
uma taxa de sobrevivéncia constante durante o tempo de armazenamento de 7 dias a uma
concentragdo média de 4,41 x 10° e 3,55 x 10% UFC/g, respectivamente (REZAZADEH
etal., 2019).

Considerando as evidéncias disponiveis até o0 momento na literatura, destaca-se a
heterogeneidade dos desenhos de estudo, principalmente no que se refere as populagdes
avaliadas e a suplementagdo, com diferentes cepas, doses e veiculos de administragao,
dificultando a comparagdo dos resultados. Mais ECRs controlados precisam ser
realizados para confirmar ou refutar os achados experimentais que reportam melhora da
fungdo endotelial apos intervengdo com probidticos (TORAL et al., 2014; GOMEZ-
GUZMAN et al., 2015; BATTSON et al., 2018a).

No presente estudo, também foi realizada a avaliagdo da reatividade
microvascular cutdnea. Ap6s as 12 semanas de intervencao, foi observado durante o
periodo de HRPO aumento significativo do pico de perfusdo avaliado em unidade
arbitraria de perfusdo e em condutancia vascular cutanea no grupo probioticos. Apesar de
ndo ter havido diferenca significativa quando comparado com o grupo controle. Vale
ressaltar que a avaliacdo da reatividade microvascular cutdnea leva em consideragdao
fatores dependentes e independentes do endotélio.

Nos ultimos anos, a microcirculagdo cutanea tem sido considerada um leito
vascular de fécil acesso e potencialmente representativo para avaliar e compreender os
mecanismos da funcao e disfuncdo microvascular. A disfun¢do vascular, incluindo a
vasodilatacdo endotelial prejudicada, induzida por diferentes patologias, ¢ evidente na
circulagdo cutanea. Tem sido sugerido que a microcirculacdo cutdnea pode refletir a
disfungdo vascular sistémica generalizada em termos de magnitude e mecanismos
subjacentes. O nivel de fluxo sanguineo cutineo estd sujeito a mecanismos sistémicos,
regionais, locais e celulares (por exemplo, atividade simpatica, reflexos axonais locais,
funcdo endotelial, tom miogénico, respostas metabolicas). A via endotelial inclui a
liberacdo de NO, prostaglandinas e fator hiperpolarizante derivado do endotélio, que

atuam como componentes vasodilatadores (MAHE et al., 2012).
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A maneira como os probiodticos afetam o endotélio ainda ndo ¢ totalmente
compreendida. Evidéncias sugerem que os probidticos atuem melhorando a funcio da
barreira intestinal (SZULINSKA et al., 2018a), contribuindo para diminui¢do da
translocacdo de PAMPs e, consequentemente, reducao da ativacao do NFkB e produgao
de citocinas pro-inflamatorias, moléculas de adesdo, dentre outros mediadores pro-
inflamatérios e pro-aterogénicos (MA; LI, 2018; WITKOWSKI; WEEKS; HAZEN,
2020; GRYLLS; SEIDLER; NEIL, 2021). A realizagdo de mais estudos com utilizagao
de métodos mais sensiveis para avaliar a funcao endotelial, como a dilatagao mediada por
fluxo, forneceria mais informagdes sobre os efeitos dos probioticos na fungdo endotelial.

No que se refere aos parametros centrais, até onde se conhece, esse € o primeiro
ensaio clinico que avalia o efeito de uma intervencdo com probidticos sobre a PA central.
Apos a intervenc¢ao com multiplas cepas de probidticos por 12 semanas, nao foi observada
reducdo significativa da PA adrtica. Considerando que indices hemodindmicos centrais
sdo preditores independentes de eventos cardiovasculares futuros e mortalidade por todas
as causas (ROMAN et al., 2007; MCENIERY et al., 2014; WILLIAMS et al., 2018;
BARROSO et al., 2021), mais ensaios clinicos bem desenhados, com maior nimero de
participantes e maior tempo de intervencao devem ser realizados para investigar o efeito

dos probidticos na PA central.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os pontos fortes do presente trabalho incluem o desenho de estudo (ECR placebo
controlado e duplo-cego), a suplementagdo com multiplas cepas de probidticos e a
avaliacdo ampla de parametros vasculares.

Dentre as limitagdes, a principal ¢ o numero pequeno de individuos incluidos. A
principal razdo para isso foi a pandemia de COVID-19 e a rigorosa selecdo de critérios
de elegibilidade. No entanto, os critérios aplicados permitiram selecionar um grupo
homogéneo de individuos. Destacam-se também o tempo de intervencdo que pode ndo
ter sido suficiente para identificar mudanca em algum desfecho e a auséncia de avaliagdo
da composicdo da microbiota intestinal. Por fim, o uso regular de medicacdes anti-
hipertensivas mantém os individuos mais protegidos e pode ter atenuado alguns possiveis

efeitos benéficos da suplementagao de probioticos.

CONCLUSAO

No presente estudo, apds o periodo 12 semanas de suplementacdo com multiplas
cepas de probidticos associada a restricdo energética em individuos com hipertensao e
sobrepeso ou obesidade, ndo foi encontrado efeito significativo sobre a adiposidade

corporal, o perfil lipidico, a pressdo arterial e a funcdo vascular.
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APENDICE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Efeitos da suplementacao de probidticos sobre a adiposidade corporal, resisténcia
a insulina, perfil lipidico e pressdo arterial em hipertensos obesos submetidos a restri¢ao
energética.

Instituicao: Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Local: Hospital Universitario Pedro Ernesto

Endereco: Av. 28 de Setembro, 87 — 3° andar — sala 361; 363 e 367. Vila Isabel. CEP
20.551-030. Tel (21) 2334-2063

Pesquisadores: Marcella Rodrigues Guedes, Karine Scanci da Silva Pontes, Débora
Cristina Torres Valenca, Marcia Regina Simas Torres Klein, Mario Fritsch Toros Neves
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto: (21) 2868-
8253

O Sr (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cientifica. Este
trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da suplementagdo de probidticos
(microorganismos vivos) sobre gordura corporal, o controle da glicose e das gorduras no
sangue, pressdo arterial e funcdo dos vasos em pacientes com pressdo alta e obesos
durante dieta para perda de peso. O presente estudo serd realizado no Hospital
Universitario Pedro Ernesto, na Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Vocé recebera
e precisara ingerir diariamente durante 12 semanas uma capsula que sera fornecida pelos
pesquisadores. Essa capsula podera conter ou ndo os probidticos. Durante essas 12
semanas vocé devera seguir uma dieta visando a perda de peso. Esta dieta sera elaborada
por uma nutricionista e vocé precisara comparecer a 3 visitas no Hospital Universitario
Pedro Ernesto.

Os exames realizados serdo os seguintes: avaliagdo do peso e circunferéncias
corporais, da gordura corporal e de ingestdo alimentar; coleta de sangue e de fezes;
avalia¢do da pressao arterial e da fungdo dos vasos. Para participar deste estudo vocé nao
precisara ficar internado (a) para realizagdo desses procedimentos. Os exames que serao
realizados ndo apresentam risco a voce, sendo que a coleta do sangue sera realizada com
material descartavel e acompanhada pelo pesquisador responsavel. O beneficio do estudo
serd identificar se a suplementag@o de probioticos ajuda na perda de peso, na melhora da
glicose e gordura no sangue, além da pressao arterial e da fun¢do dos vasos.

A sua participagdo ¢ voluntaria, sendo livre para interrompé-la a qualquer
momento sem prejuizos ao seu cuidado. Vocé receberd todos os esclarecimentos
necessarios sobre este estudo antes e durante a pesquisa. O sigilo e a confidencialidade
das informacgdes coletadas serdo preservados, assim como sua identidade ndo serd
revelada. As informagdes sobre os resultados de todos os exames realizados € 0s mesmos
serdo utilizados com fins cientificos, podendo ser publicados em revistas cientificas,
estando os registros disponiveis para uso da pesquisa.

Declaro que li e entendi o que me foi explicado.

Nome do paciente Assinatura Data

Nome do pesquisador Assinatura Data
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SR v UERJ - HOSPITAL
§ o Hl: UNIVERSITARIO PEDRO %‘WM““F‘
ERNESTO/ UNIVERSIDADE DO
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESCUISA

Titule da Pesquisa: Efeitos da suplementagao de probidticos sobre a adiposidade corporal, resisténcia a
insulina, peril lipidico e pressao arterial em hipertensos obesos submetidos a restricac

anergatica
Pesquisador: Marcella Rodrigues Guedes
Area Tematica:
Versao: 1

CAAE: 02752118.0.0000.5259
Instituicao Proponente: Hospital Universitario Padro Emesto
Patrocinador Principal: Financiameanto Praprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 3.083.352

Apresentacao do Projeto:
Introducao: Estudos experimentais sugerem que alteragdes na microbiota intestinal estao associadas com a

presenga de obesidade, resisténcia a

insulina, dislipidemia e elevagao da pressao arterial. Estudos de intervencao téam avaliado os efeitos da
modulacao da microbiota intestinal atraves

da suplementacao de probicticos em individuos obesos efou com alteragoes metabolicas. No entanto,

devido a ampla heterogeneidade dos ensaios
clinicos ainda nao ha consistancia nos resultados. Atd o momento poucos estudos avaliaram os efeitos dos

probicticos em hipertansos obasos
submetidos a restricao calorica e nenhum ensaio clinico avaliou o efeito sobre a fungao vascular. Objetivos:

Avaliar em hipertensos obesos,
submetidos & restricao energatica, os afeitos da suplemantacao de um suco de maga enriquecido com

probigticos (Lactobacillus acidophilus) sobre a
adiposidade corporal, resisténcia a insulina, perfil lipidica, biomarcadores inflamatérios, pressao arterial

{PA), fungao vascular e composicao da
microbiota intestinal. Metodos: Ensaio clinico randomizado, controlado e duplo-cego com 50 pacientes de

ambos os sexos, obesos com ndice de
massa corporal (IMC) 20,0 e = 40,0 kg/me, com diagnastico de hipertensao em tratamento regular

Enderago:  Avenida 28 de Selembio 77 - Tamao

Balrra:  Wia lzabel CEP: 20551000

UF: RJ Municiplo:  RIC DE JANEIRG

Talefone: (21528682253 Emall: caphupe inteme@gmal.cam



ANEXO B - Questionario IPAQ

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA -
VERSAD CURTA -

Nome:
Data: ! ! Idade : Sexo:F({IM( )

Mas estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto faz parz de um grande estudo
gue estd sendo feito em diferentes paises ao redor do mundo. Suas respostas nos
ajudardo a entender que t3o ativos nds somos em relagdo & pessoas de outros
paises. As perguntas estio relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo
atividade fizica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé
faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou
como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas s8o MUITO
importantes. Por favor responda cada questao mesmo gue considere gue ndo seja
ativo. Obrigado pela sua pariicipagio |

Para responder as questdes lembre que:

¥ atividades fisicas VIGOROSAS s80 aquelas gue precisam de um grande
esforgo fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

# atividades fisicas MODERADAS s3o aguelas gue precisam de algum esforgo
fisico e que fazem respirar UM POUCOC mais forte gue o normal

Fara responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por
pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

1a Em quantos dias da difima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de fransporte para ir de um
lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA () Nenhum

1b Mos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto
tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da dltima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerébica leve, jogar vilei recreativo, carregar pesos
leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como wvarrer,
aspirar, cuidar do jardim, ou qQualquer atividade que fez aumentar

CENTRO COQDRDENADOR DO IPAG ND BRASIL- CELAFISCE -
INFORMAGOES ANALISE, CLASSIFICAGAD E COMPARAGAD DE RESULTADDS HO BRASIL
Tel-Fax: —011-22238330 ou 42233643, E-mall: celafieceioalafiace com. br
Home Page: www.celafllgcs.com.br IPAG Internaclonal: www.lpag.kl.ss
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Rationale and Design of a Randomized Controlled Trial to
Evaluate the Effects of Probiotics during Energy Restriction
on Blood Pressure, Body Composition, Metabolic Profile
and Vascular Function in Obese Hypertensive Individuals
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ABSTRACT

Imtredisction: Hypertension often dusters with other cardiovascular risk factors such as obestty, dyshipldemia and gluooss
irinlerance. Welght loss can decresss Blood Pressure (BF) and improve cardiometabollc sbnormalities. There ds evidence that
brypertension and obesity are assoclabed with akerations in gut micooblome. Recent studies evaluating the effects of probiotics
on BE, body weight, metabolic profile, inflimmatory binmarkers, endothellal function and arerial stiffess foond iInconssbent
resulis, probably due to the wide heterogensity in trials design. To dabe, i Is not knovwn if probdotics can potentiate the stfschs of
eneTgy pestriction o individoals with Increased risk of metabolic, inflammatory and vascular abnormalities such as individuals
presenting hypertension and cbesity

Objective: To evalumie the effecis of probdotics during energy restriction on BE bedy adiposity (total, cemtral and visceral),
Imsulln resistance, Uptd prodile, micoovasoular peactivity and arterial stiffess in obess hypertensive subjscts.

Methods: This 12-wesk randamized. double-blind, comtrolled clirdcal trial with obess hypertensive adulbs, Irstructed to follow
an energy-reduced diet {—800 Keal’day) will be cond ucted at Stabe University of Rlo de Janeiro, Brazil. Probiotics and coominal
groups will take one capsuleiday confaining nlne freeze-dried problotic strains and cellulose, respectively At baseline and a
the end of the study, partidpants will undergo notrittcmal, laborabory, BF and vascolar evaluation. Nutriticmal assesment will
Include binelectrical iImpedance amalysis and dual emergy X-ray absorptiometry. Laboraiory parameters will include glucoss,
Imsulln, bipid profile, C- reactive protein, adiponectin, tumor necoosis factor alpha, inberbeukin£ and lpopobrsaccharide. Post-
ecdusive microvascular reactivity will be evaluated by laser speckle contrast imaging and oscillometric pulse wave anabysis by
Mobil 0 -Graph,

© 2020 Arrocration for Besemrch info Arterial Stractare and Plpstolopy. Publishing services by Atlantis Press International BY.

1. INTRODUCTION

Cardiovascular DMseases (CVDs) continue to be the leading cause
of global mortality [1]. Hypertension affects almost one thind of
adiilt population [2] and is a major risk factor for almost all CVDs
[3]. being an important cause of death and disability-adjusted
life years worldwide [1.4]). Data from observational studles have
already demonstrated a strong linear positive assoclation between
Elood Pressure (BF) and CWDs [3.5].

"Cormespomding austbor. Bl marceAmspgmal com
Peer review nmser respras BTy o e ssackafion fbr Ressarch (et Arierial St ure

and Pysiology
Daks svadid iy Satem et Diafa sharing 5ot applicible do ihis irtide 5o now dai
wird crawiad o aralyzed in this sudy.

This s an op en access artide disiributed under the CCBY.RC 4.0 loense {bttp:/fereatt

s.arg!licenses'by-no' 4.0,

Hypertension often clusters with other CVDs risk factors such as
overwelght fobesity, dyslipldemia snd glicose imtolerance [6.7].
The relationship between hypertension and other CVDs dsk fac-
tors is complex [6]. A nearly linear relationship exists between BP
and indices of obesity. Excessive welght gain, especially when asso-
clated with visceral obesity, raises BP and is the most important
known risk factor for primary (essential) hypertension [8]. The
mechanisms of cbeslty-induced hypertension have not been fully
elucidated However, several consaquences of obesity may interact
synerglstically with hypertension favoring CVDs These conse-
quences include increased activity of sympathetk nervous system
and of renin-angiotensin system, metabolkc abnormalitles (dyslip-
idemia and ingulin resistance), inflammation, Upotoxdcity, endo-
thelial dysfiunction and arterial stiffness [5-11].
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Effects of probiotics on body adiposity and cardiovascular risk markers
in individuals with overweight and obesity: A systematic review and
meta-analysis of randomized controlled trals
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ARTICLE INFO EUMMARY
Ardile Nearg: Brokgroamd & mims: Evidence suggests that gutmicrobiot is 2 poential fucior in the pathophysology of
Receved 21 Apeil 11 hath ahesity and related metahobic disorders. While individual rand omized comtrolled trials (RCTs) hase
Accepitd 23 ore 200 evaluated the effects of probiotics on adiposity and cardiovascular disease (VD) risk factors in subjects
with owerweight and obesity, the neults are inconsistent. Thus, this sysematic review and meg-analysis
Hepwonts aimed to evaluate the effects of probiotic supplementation on body weight, body adiposity and OVD risk
Probaodcs " &
markers in owerweight md ahese wubjsots
mﬂ ki Meghods: A sysiematic search for RCTs published up o Devember XX was conducted in MEDLUME {wia
[—— Punbded ), EMBASE, Scopus and LILACE. Metaanalysis using a random-effiects model was chosen to
s malyze the impact of combined triaks
CamiEong o wlay de e Rrmult Tesenty-six BCTs (0= 1720} wene induded. Data pooling showed a5 gnifi cant effect of probi ofi s

in redhicing body weight (MO-070 kg 9%00E-104,-035 kg # < 00001), bady mass mdex { B (MD:
024 begfm®; 95808035 012 kgfm; P = (L0001), waist droumference (WE) (MD =113 om; 9550k -154,
Wik om; P 000071, Gt mass {MD-071 kg 9500010000350 kg P - 00004), tumor nedosis Qotora
MO0 pgiml; 9500024008 pgiml; # = 00001 insubn (MO-085mell fml; 9%80E-150,
imell fml; P = 0010}, total chalesteral (MD-00% mmalfl; 95005026 -00% mmalll; P - 0005 and
L S -1 memal [ 952000364003 mmal(l; P - 0008) compared with contral groups. There was a
significant decrease in body weight, BMl and W in studies using both single and mult-hacterial speoes.
Decreases i body adiposty parameters were only omerved in studiss using 2 probiotic dose of =
™ CFU and for =8 weeks duration
Comcludhoms: The present metzanalyss suggests that probiofics comsumption may be helpful for
improving bady weight body adiposity and some CVD risk markers i indwiduals with oversseight and
abesity. The review was registered on PROSPERO {Inernational prospective register of sy siematic re
wiewn ) (RO AEOIEI G

A2 Elsevier Ltd and European Society for Oinical Mutrition and Metahaliom,. All nghts nessrved.
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Randomized controlled trals reporting the effects of probiotics in
individuals with overweight and obesity: A critical review of the

interventions and body adiposity parameters
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Dbesity & 2 complex chronic metbolic dissase that mpairs health and reduces Bespan. Theredore,
efiective straegies for the prevention and treatment of obesity are necessary. Although several studies
have demonsirated that gut dyshiosks is xsociaed wath obesity it remains controversial whether the
aliered gut microbiota is a risk factor for or 2 conssquence of obesity Recent rand omized clinical iriaks
{RCTs) evaluating f gut microbiota modulation with probiotics favers weight loss pressnt conflicting
results, which can be atirinted to the heterogeneity in the study designs. The aim of this paper & to
maks 3 comprehensive review desaibing the heterogenedty of mErventions and body adiposty
Euesment methods of BCE that evaluated the effects of probiotics on bodw wedght and body adiposity
n md rwiduals with owrseight and obesty. Thirty-thres RCTs were identi fied through a seanch sirategy.
As main results we observed that ~30% of the RCTs reporied a sgnificant d ecreass m body weight and
Body mass mdex { B3I and 50 found a significant reduction inwast arcumfsrence and tofl fatmass.
The bendficial effects of probiotic were more comsistent i trials with =12 weeks, profotics dose
=10' €U iday, in capsules, sachets or powder md without concomitant energy restriction. The evidence
of promatics effects on bady adipos ty may fmprove and be mare consistentin future ROTs which inchde
methadalogical characteristics such as langer duration, higher dose, non-dairy wehide non-concurnent
eTergy resiniciion and use of more acourae measures of body @1t deposits {eg. body fat mass and
watst circumderence ) instead of body weight and BML

o A0 Flsevier Ltd and Eunopean Society for Qinical Mutrition and Metahaliom, All nghts nessrved.

1. batrodusction

Maore than 1 bilion people warldwide sre abese: G50 million
slults, 340 million sdolecants and 35 million chiklren | 5] By 2030

Oresity i & comples chromic me tabalic disesse clarscterizsd by
abvioimal oF excesdive body 18t |12] comimdanly defined & 5 body
s indlex ML) = 30 lcg‘l'u:lz. wihile overweight i defined & 2 BEMI
=25 kg.l'n:lz |3) The prevalence of obesity has increxad over the last
dacades rexching epidemic proportions in many countries |[4.5]
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itis prelicted that 1 in 5women and 1 in 7 men will be living with
aleity, equating o over | bilbon peaple globally |7 This trend is
wiorrying, g abesity impairs hesith and reduces liles pan. Obesity
incremes the sk of several candiovascular risk Tactons, including
dyslipidemia type 2 disbetes hypertension md sleep disonders,
and Tavors the development ol @rdiovasoular disesse and @ndio-
vascular dizesse mortality. Excessive body adiposity is ssociated
with an increxed risk of other disexes such & nonslahalic Lty
liver disesie, miteoarthiitis dementia, depressan snd some types
of canoars |-E—Il:g. It luis bresen @ stimated that sbove a BMIol 25 kg
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