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BARRETO, Fabiola Malaga. Efeito da ingestdo de leite fermentado com Lactobacillus
plantarum em pacientes com sindrome metabdlica. 2013. 66f. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina. 2013.

RESUMO

A Sindrome Metabdlica (SM) ¢é caracterizada pela associa¢ao de fatores de risco para doengas
cardiovasculares e diabetes tipo 2, tais como dislipidemia, hipertensao, resisténcia a insulina e
obesidade central. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da ingestao de leite fermentado
contendo L. plantarum sobre parametros bioquimicos e imunolégicos de individuos com SM.
Os pacientes (n=24) foram divididos em dois: grupo controle (n=12) que ingeriu leite
desnatado ndo fermentado (LNF) e grupo tratado por L. plantarum (n=12) (LF). Apds 90 dias
foi verificada reducdo de glicose, colesterol total, GGT, homocisteina e IL-6 (p <0,05) dos
individuos do grupo que ingeriu o leite fermentado, indicando agdo positiva do L. plantarum
sobre os mesmos. No entanto as reducdes de colesterol total, LDL-c, GGT, ferritina e IL-6
também foram verificadas no grupo que ingeriu apenas leite desnatado. Nao houve mudancgas
significativas na circunferéncia abdominal, IMC, pressao sistolica, pressdo diastdlica, indice
de resisténcia a insulina, triglicerideos, HDL-c, 4cido urico, ferro, PCR, TNF-a e leptina (p
>0,05).

Palavras-chaves: Sindrome metabolica. Lactobacillus plantarum. Leite fermentado. Glicose
¢ homocisteina.



BARRETO, Fabiola Malaga. Lactobacillus plantarum ingestion effect on patients with
metabolic syndrome. 2013. 66p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina. 2013.

ABSTRACT

The metabolic syndrome (MS) is characterized by the association of risk factors for
cardiovascular disease and type 2 diabetes, such as dyslipidemia, hypertension, insulin
resistance and obesity. The aim of this study was to evaluate the effect of fermented milk
containing L. plantarum intake on biochemical and immunological parameters of subjects
with MS. Patients (n = 24) were divided into two groups: control group (n = 12) who ingested
non fermented skim milk (NFM) and the group treated with milk fermented by L. plantarum
(n = 12) (FM). After 90 days it was observed glucose, total cholesterol, GGT, homocysteine
and IL-6 (p < 0,05) levels decrease in the group of subjects who ingested fermented milk,
indicating positive action of Lactobacillus plantarum. However, the decrease in the total
cholesterol, LDL-c, GGT, ferritin and IL-6 values was also observed in the group that
ingested non fermented milk. There were no significant changes in waist circumference, BMI,
systolic blood pressure, diastolic blood pressure, insulin resistance index, triglycerides, HDL
cholesterol, uric acid, iron, CRP, TNF-a and leptin (p > 0,05).

Keywords: Metabolic syndrome. Lactobacillus plantarum. Fermented milk. Glucose and
homocistein.
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1 INTRODUCAO

Os probioticos sdo consumidos hd milhares de anos; porém, sé por volta do
ano de 1900 esses micro-organismos foram relacionados a efeitos benéficos a satide humana.
Desde entdo os interesses na area ndo parou de crescer (MALAGO; KONINKX;
MARINSEK-LOGAR, 2011).

A sele¢do do micro-organismo para producdo de alimentos probidticos deve
atender a alguns requisitos, por exemplo, estar presente normalmente no trato gastrointestinal,
ser administrado em dose suficiente para que atinja o intestino grosso, levando em
consideragao os obstaculos encontrados no caminho, como a agao acida do suco géstrico, ou
basica da secrecao biliar. Ao chegar ao intestino grosso deve ainda ser capaz de coloniza-lo
favorecendo, de alguma maneira a saude do individuo (FRECE; BEGANOVIC; VUKOVIC;
et al., 2005; PARVEZ; MALIK; KAN; et al., 2006; MALAGO; KONINKX; MARINSEK-
LOGAR, 2011).

Estudos relatam que o Lactobacillus plantarum atende a tais requisitos, uma
vez que ¢ capaz de resistir as condi¢gdes adversas impostas pelo processo digestivo (quando
administrados em doses suficientes), sendo capaz de colonizar o intestino grosso e
desenvolver atividades que de alguma forma beneficiam a saude do hospedeiro. Além de
residir normalmente no trato gastrointestinal de humanos. (CONNELLY, 2008; YU;
ZHANG:; LI; et al., 2012; BOVE; GALLONE; RUSSO; et al., 2012).

Caracteristicas tecnoldgicas também devem ser observadas, uma vez que o
processamento pode inviabilizé-los. A estabilidade do produto ¢ influenciada pela matriz
alimentar a ele vinculada. O produto deve ser estdvel durante todo o prazo de validade sem
causar alteragdes sensoriais desagradaveis ou reducdo do numero de bactérias vidveis. A
associagdo de probidticos aos produtos lacteos ¢ bastante positiva. Sdo observadas
caracteristicas como aumento de vida util, alteracdes sensoriais agradaveis, melhora no valor
nutricional e funcional (SAARELA; MOGENSEN; FONDEN; et al., 2000 MALAGO;
KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

A ingestdo de leite fermentado contendo probioticos pode trazer diversos
beneficios a saude, como por exemplo, a reducao do colesterol sérico e fragdes (lipoproteina
de baixa densidade - LDL-c e lipoproteina de alta densidade - HDL- c) e fatores associados ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (PARVEZ; MALIK; KAN; et al., 2006;
MANZONI; CAVALLINI; ROSSI, 2008), elementos relacionados com a sindrome

metabolica.
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Sindrome Metabolica (SM) ¢ considerada um conjunto de fatores de risco
cardiovascular, caracterizada por adiposidade abdominal, resisténcia a insulina, hipertensao,
baixos niveis de HDL-c, altos niveis de triglicerideos. E um transtorno complexo que envolve
fatores genéticos e ambientais, tendo sido associada a processos inflamatorios cronicos,
envolvendo o aumento de proteina C reativa (PCR), fibrinogénio, fator de necrose tumoral o
(TNF- a) e interleucina-6 (IL-6). O processo inflamatdrio cronico tem sido considerado um
importante precursor de SM e de diabetes tipo 2, sendo preditor de doengas cardiovasculares
(LOPES, 2003; REILLY; RADER, 2003; RUTTER; MEIGS; SULLIVAN; et al., 2004,
LUSIS; REUE, 2008).

A pratica de atividade fisica e a mudanga no hébito alimentar seriam as
primeiras medidas a serem adotadas, embora, na maioria das vezes, o tratamento
medicamentoso torna-se indispensavel.

Estudos anteriores avaliaram a influéncia de L. plantarum sobre alguns
parametros isolados da SM em humanos. Porém, nao ¢ do nosso conhecimento estudos desse

probioticos abordando todas as desordens associadas em pacientes com SM .



14

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CONCEITO DE PROBIOTICOS

Os probidticos sao consumidos ha milhares de anos, porém apenas no ano
de 1900, Metchnikoff, pesquisador do Instituto Pasteur, relacionou a ingestdo de leite
fermentado a um aumento na expectativa de vida de camponeses bulgaros. Quando
comparados aos americanos, essa populacao chegava a viver, segundo relatos da época, em
média 39 anos a mais. Tal longevidade foi atribuida ao leite fermentado largamente
consumido por eles, sugerindo que nem todos os micro-organismos eram nocivos a saude
humana (SAHA, 2007; MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

Uma importante contribui¢do ao trabalho iniciado por Metchnikoff ocorreu
em 1936, quando dois veterinarios, Zobell e Andersen, sugeriram a existéncia de um “filme
microbiano” recobrindo o intestino grosso, formado um ecossistema complexo com atividade
metabolica intensa (MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

O termo probidtico (pro-bios) que do grego significa “para vida” surgiu
como um antagdnico a antibidtico (contra vida), que na época estava em seu auge.
Pesquisadores alemaes usaram, em 1954, o termo “Probiotka” para designar substincias
ativas essenciais para o desenvolvimento sauddvel da vida. A partir dai surgiram novas
defini¢des ao longo dos anos (MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

Em 1974, Parker, os definiu como: “organismos e substincias que
contribuem para o equilibrio microbiano intestinal” e em 1989, Roy Fuller modificou esse
conceito para: “um suplemento alimentar constituido de micro-organismos vivos que afeta
beneficamente o hospedeiro, melhorando o equilibrio da microbiota intestinal”. Vinte anos
depois, pesquisadores holandeses estenderam para: “culturas isoladas ou mistas de micro-
organismos que quando aplicadas no animal ou no homem, afeta beneficamente o hospedeiro
melhorando as propriedades da microbiota nativa” (MALAGO; KONINKX; MARINSEK-
LOGAR, 2011).

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), probidticos sdo “micro-
organismos vivos que, quando administrados em concentragdo adequada, conferem beneficios
a satde do hospedeiro” (WHO, 2002).

No Brasil, a resolugdo RDC n° 2 de 07 de janeiro de 2002 da Agencia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os define como “micro-organismos vivos
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capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos & saude

do individuo”, nao diferindo da definicao aceita pela OMS (ANVISA, 2002).

2.2 CRITERIOS DE SELECAO DE PROBIOTICOS

Ao selecionar um micro-organismo, alguns critérios devem ser observados
para que o mesmo seja considerado probidtico. Os probidticos devem estar presentes
normalmente no intestino humano; devem ser administrados em dose suficiente para que
consiga atingir o intestino, resistindo a a¢do de acido, sais biliares e enzimas intestinais. Uma
vez presente no intestino, devem ser capazes de aderir as células da mucosa intestinal e
coloniza-la, produzindo substincias antimicrobianas para patégenos. Esses micro-organismos
devem ainda ser seguros e produzirem efeitos benéficos a saide humana, sem prejudicar o
organismo receptor (FRECE; BEGANOVIC; VUKOVIC; et al., 2005; PARVEZ; MALIK;
KAN; et al., 2006; MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

No entanto, hd controvérsias quanto a necessidade de o probidtico ser uma
bactéria que reside normalmente no intestino do hospedeiro. Alguns micro-organismos, que
ndo possuem origem humana, t€m demonstrado efeito probiotico, tais como a Saccharomyces
boulardii (FRIC, 2007).

Algumas caracteristicas tecnologicas também devem ser observadas. Os
micro-organismos probidticos ndo podem perder suas caracteristicas durante o
armazenamento, devendo estar viaveis durante todo prazo de validade do produto, sendo
capazes de serem incorporados ao alimento sem provocar alteragdes sensoriais desagradaveis,
além de terem uma boa relagdo custo-beneficio (SAARELA; MOGENSEN; FONDEN; et al.;
2000 MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

O alimento deve conter uma quantidade minima do micro-organismo que
garanta que o mesmo chegara ao intestino em numero suficiente para coloniza-lo,
considerando a perda durante a passagem pelo trato gastrointestinal (ROSS; DESMOND;
FITZGERALD:; et al., 2005).

Danos celulares também podem ocorrer devido a estresse sofrido durante o
processamento, como por exemplo, congelamento, secagem ou liofilizagdo (ROSS;
DESMOND:; FITZGERALD; et al., 2005).

Os alimentos nos quais os probidticos sdo inoculados também exercem
influéncia na sua estabilidade. Produtos lacteos, por exemplo, desempenham um papel

protetor, aumentando sua sobrevivéncia durante a passagem pelo estdmago ao amenizar o
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efeito acido do suco gastrico, possivelmente devido a capacidade tamponante (ROSS;

DESMOND; FITZGERALD; et al., 2005).

2.3 GENEROS DE PROBIOTICOS

A maioria dos micro-organismos probidticos pertence ao género
Lactobacillus e Bifidobacterium. Sua utilizagdo em produtos derivados de leite ¢ bastante
antiga sendo bastante seguros a saude. Estima-se que mais de 70 produtos contendo esses dois
géneros sdo comercializados em todo mundo (iogurte, Buttermilk, sobremesas congeladas,
leite em po entre outros) (SAHA, 2007).

Outros géneros de bactérias, como Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostocs, Propionibacterium e Lactococcus, além de algumas leveduras,
também sdao amplamente utilizados como probiodticos (SAHA, 2007; MALAGO; KONINKX,
MARINSEK-LOGAR, 2011).

Lactobacillus e Bifidobacterium s3o bactérias Gram-positivas nao
formadoras de esporos. Possuem exigéncias nutricionais complexas. S3o estritamente
fermentativas, podendo ser aerotoerantes ou anaerdbias, aciduricas ou acidofilas (MALAGO;
KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

As Bifidobacterium estdo presentes normalmente no trato gastrointestinal
humano, constituindo a maior parte da microbiota. Recém-nascidos sdo colonizados logo ao
nascer ¢ a populagdo se mantém relativamente estavel até idade avancada. Porém, alguns
fatores como a dieta, a ingestdo de antibioticos e o estresse, alteram a populagdo desses micro-
organismos (SAHA, 2007; MALAGO; KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

A maioria das espécies de bactérias do género Lactobacillus também esta
presente normalmente no intestino, sendo importante para manter o ecossistema do mesmo
(VERDENELLI; CHELFTI; SILVI; et al., 2009).

Atualmente sdo conhecidas 56 espécies do género Lactobacillus, dentre elas
estdo espécies bastante conhecidas e comummente empregadas em produtos probidticos,
como: L. acidophilus, L.helveticus, L. rhamnosus, L.Brevis ¢ L. plantarum (OLIVEIRA;
SIVIERI; ALEGRO, 2002; SAHA, 2007).

O L. plantarum ¢ uma bactéria que reside normalmente no trato
gastrointestinal de humanos. Ela pode ser vinculada a diferentes produtos de fermentacao
como laticinios, carnes e vegetais, sendo as vezes usada como cultura “starter” e, outras vezes

como probidtico (BOVE; GALLONE; RUSSO; et al., 2012).
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O L. plantarum, ainda ndo ¢ reconhecido como probidtico pela legislagdo
brasileira, porém diversos paises alegam a propriedade probidtica a esse micro-organismo.
Estudos demonstram que ele ¢ capaz de resistir as condi¢cdes impostas pelo trato
gastrointestinal, chegando ao intestino em quantidades suficientes para coloniza-lo e assim
exercer fungdes que melhoram a saude do hospedeiro, tais como: atividade antimicrobiana
contra patogenos (Helicobacter pylori, Listeria Monocytogenes, Clostridium difficile,) e
regulacdo da resposta imune (BUJALANCE, MORENO, VALERA, et al., 2007). Sendo
também resistente a antibidticos (vancomicina, gentamicina, estreptomicina), podendo ajudar
a manter um equilibrio na microbiota intestinal durante tratamento com essa classe de

medicamento (CONNELLY, 2008; YU; ZHANG:; LI; et al., 2012).

2.4 COMERCIALIZACAO DE PRODUTOS PROBIOTICOS

Poucos anos depois da descoberta da existéncia de bactérias benéficas por
Metchnikoff, iniciou-se a comercializacdo na Franca de produtos com tais micro-organismos,
que eram vendidos em farmacia para ajudar criancas com disturbios intestinais. Em 1925 o
iogurte comegou a ser comercializado e rapidamente se espalhou pela Europa e America do
Norte. Nessa mesma ¢€poca, no Japdo, um microbiologista da Universidade de Kyoto,
descobriu que algumas bactérias da microbiota intestinal contribuiam para defesa contra
patogenos. Esses estudos levaram ao isolamento e cultivo do Lactobacillus casei que, em
1935, foi inoculado em uma bebida comercializada com o nome de Yakult® (MALAGO;
KONINKX; MARINSEK-LOGAR, 2011).

Os probidticos exercem diversas fungdes em produtos lacteos, algumas
relacionadas ao processamento, como por exemplo, a produgdo de caracteristicas sensoriais
desejaveis pela da formagdo de compostos aromaticos, como acetaldeido em iogurte. Ocorre
ainda um aumento de vida 1til devido a produgcdo de compostos com possivel agdo
microbiana e a produ¢do de acido latico, reduzindo o pH do produto e desfavorecendo o
crescimento de bactérias deteriorantes. Os probidticos melhoram o valor nutricional do
produto ao liberar aminodacidos livres ou ao sintetizar vitaminas (PARVEZ; MALIK; KAN, et

al., 2006).



18

2.5 MICROBIOTA INTESTINAL

O intestino ¢ um ecossistema complexo composto principalmente pela
microflora, nutrientes e células hospedeiras, que estdo permanentemente interagindo uns com
os outros (BOURLIOUX, KOLETZKO, GUANER, et al., 2003).

Além da fungdo principal de digerir e absorver nutrientes, o intestino exerce
um papel importante na defesa contra agentes externos. Essa fun¢do ¢ desempenhada gracas a
trés principais fatores: a microflora, barreira mucosa e sistema imune local (BOURLIOUX;
KOLETZKO; GUANER,; et al., 2003).

O corpo humano ¢ composto por trilhdes de bactérias de diferentes espécies,
estando distribuidas de forma diversa. No sistema gastrointestinal, por exemplo, devido a
diversas condigdes fisioldgicas, a distribuicdo ¢ bastante heterogénea. Poucas bactérias se
alojam no estomago, devido ao seu baixo pH. Ao passar por esse 6rgdo, poucas resistem, e
dessa forma, um nimero bastante limitado de bactérias chega ao duodeno onde sofrem ataque
de sais biliares e secregdes pancredticas. Somente as que sdo capazes de tolerar esse ataque
aumentam consideravelmente quando atingem o jejuno e colon (BOURLIOUX;
KOLETZKO; GUANER,; et al., 2003).

Devido as barreiras fisiologicas e ao curto tempo de permanéncia, as
bactérias se multiplicam muito pouco no intestino delgado, quando atingem o célon tem
acesso as condi¢des favoraveis que necessitam para proliferagdo, como nutrientes,
peristaltismo lento e auséncia de secregdes intestinais (BOURLIOUX; KOLETZKO;
GUANER; et al., 2003; BRANDT; SAMPAIO; MIUKI, 2006).

A microflora intestinal desempenha um papel bastante importante de
prote¢do. Porém, devido a complexidade desse ecossistema, os mecanismos ainda ndo foram
completamente elucidados. Varios mecanismos parecem estar envolvidos, agindo
separadamente, juntos ou em sequéncia: (i) esgotamento ou competi¢do por um mesmo
substrato, (il) competicdo por sitios de adesdo, (iii) producdo de um ambiente
fisiologicamente restrito (pH, potencial redox, produ¢do de sulfeto de hidrogénio ou de
metabolitos toxicos para outras bactérias), (iv) produ¢do de substincias antibidticas, como
bacteriocinas e (v) producao de sinal molecular que atua em genes codificadores para
sobrevivéncia (BOURLIOUX; KOLETZKO; GUANER; et al., 2003; FRIC, 2007).

Outros fatores podem influenciar na composi¢do da microflora intestinal,

como a dieta (ingestdo de probidticos e prebidticos, por exemplo), estresse, medicamentos
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(antibioticos) e suscetibilidade a infecgdes, estado imunoldgico e idade (COLLINS; GIBSON,
1999, SCHIFFRIN; BLUM, 2002).

2.6 SINDROME METABOLICA

A sindrome metabodlica (SM) ¢ caracterizada pela associagdo de diversos
fatores de risco metabdlico, podendo levar ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e
diabetes tipo 2. Desde que foi identificada pela primeira vez, em 1922, vem recebendo
diferentes denominagdes, tais como: sindrome X, sindrome plurimetabolica, quarteto mortal e
sindrome de resisténcia a insulina (LOPES, 2003).

Nao existe uma defini¢do internacionalmente acordada para SM. Porém as
mais usuais sdo as propostas pela: Organizagdo Mundial da Saude (OMS), The National
Cholesterol Education Program Expert Panel Adult Tratment Panel 111 (NCEP- ATPIII) e
Federacao Internacional de Diabetes (FID). Todas se baseiam praticamente nos mesmos
critérios e pardmetros de diagndsticos (Tabela 1), diferindo por adotarem classificagdes

distintas.

Tabela 1 — Identificagdo clinica dos fatores de risco para desenvolvimento da sindrome

metabolica
FATOR DE RISCO omMs* FID** NCEP- ATP llI*#*
Tamanho da Tamanho da Tamanho da

Obesidade abdominal circunferéncia circunferéncia circunferéncia
Homem >90 cm >90cm >102 cm
Mulher > 85cm > 80cm > 88cm
Triglicerideos =150 mg/dL > 150 mg/dL =150 mg/dL
HDL-c
Homem < 35mg/dL < 40mg/dL < 40mg/dL
Mulher < 40mg/dL < 50mg/dL < 50mg/dL
Pressdo Sanguinea = 140/90 mmHg = 130/85 mmHg = 130/80 mmHg
Glicemia em jejum - =100 mg/dL =110 mg/dL

* Organizagdo Mundial da Saude; ** International Diabetes Federation; *** National Cholesterol Education
Program

A OMS entende que, para uma pessoa ter a SM ela deve necessariamente
apresentar alteracdo no metabolismo da glicose, associada com um ou mais dos seguintes
fatores: pressao arterial elevada, alta concentracdo de triglicerideos no sangue, baixa
concentragdo de HDL-c e obesidade. A definicdo proposta pela FID também determina a

presenga desses componentes, porém tem como fator fundamental a circunferéncia
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abdominal. O NCEP-ATP III permite a classificacdo de SM pela presenca de trés
componentes dos cinco propostos (dislipidemia com hipertriacilglicerolemia e diminui¢ao dos
niveis de HDL-c, circunferéncia abdominal aumentada, alteracdes no metabolismo de glicose
e hipertensdo arterial), sem exigéncia de nenhum componente em especifico (WHO; 1999;
NCEP-ATPIII; 2002; IDF, 2006). Em nosso trabalho utilizamos esta ultima defini¢dao por ser
a mais utilizada e mais facilmente aplicada.

Além dos parametros caracteristicos da SM citados acima, os individuos
com SM também apresentam importante disfun¢do endotelial e aceleramento da aterosclerose.
Viarios fatores t€m sido associados ao seu desenvolvimento, como: i) adiposidade visceral e
producdo desequilibrada de citocinas pré e anti-inflamatdrias (adiponectina), pelo tecido
adiposo, resultando em inflamac¢do de baixo grau, ii) diminuicdo da biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO) resultando em disfun¢do endotelial, iii) hiperuricemia e iv) estresse
oxidativo (DANDONA; ALJADA; CHAUDHURI; et al., 2005)

Estudos mostram que a SM estd associada ao estresse oxidativo,
representado pelo desequilibrio entre os mecanismos de formacdo e inativacdo de radicais
livres. Todas as moléculas do organismo estdo sujeitas a acdo dos radicais livres, incluindo o
endotélio e o LDL-c, elementos fundamentais para o desenvolvimento da doenga
aterosclerotica (HANSEL; GIRAL; NOBECOURT; et al., 2004).

Devido ao estilo de vida sedentdrio e aumento da populagdo obesa, o
nimero de pacientes com SM cresce constantemente, tornando-se um problema de satde
publica (ALBERT; ECKEL; GRUND; et al., 2009). A obesidade est4, em parte, relacionada a
mudanga do habito alimentar da populacdo, com um aumento significativo no consumo de
acucares e gorduras, além de uma menor ingestao de fibras (HAN; LEAN, 2007).

Nao ha estudos sobre a prevaléncia da SM com dados representativos na
populacdo brasileira, mas alguns estudos tém sido realizados em populagdes de regides
urbanas e rurais e os resultados demonstram ndo serem muito diferentes do perfil de
prevaléncia mundial (BARBOSA; LESSA; FILHO; et al., 2006).

De acordo com Souza e colaboradores (2003) a prevaléncia de SM em
adultos na cidade de cidade de Campos, Rio de Janeiro, foi de 18%, sendo mais frequente em
mulheres do que em homens (21,3% e 14,4% respectivamente).

Oliveira e colaboradores (2006) demonstraram prevaléncia de 24,8% de SM
em individuos residentes no distrito rural de Cavunge, semi-arido baiano. Novamente a
porcentagem foi maior entre as mulheres (38,4% versos 18,6% nos homens), sendo mais

elevada entre mulheres com idade superior a 45 anos (41,4% versus 15,9% nas com idade
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inferior). Em Virgem das Gracas, uma comunidade rural localizada no Vale do Jequtinhonha,
no estado de Minas Gerais, a prevaléncia de SM foi de 21,6% (7,7% em homens ¢ 33,6% em

mulheres) (MELENDEZ; GAZZINELLI; OLIVEIRA; et al., 2007).

2.6.1 Hipertensao

A hipertensdo ¢ uma doenca que se caracteriza por pressdo arterial
persistentemente acima do normal, ou seja, acima de 140 mmHg para pressao sistolica e 90
mmHg para pressao diastolica (POCOCK; RICHARDS, 2005). Sua origem pode ter diversas
causas, como por exemplo, o enrijecimento da artéria causado pela deposicao de gordura nas
paredes (GRUNDY; BREWER; CLEEMAN; et al., 2004).

A hipertensdo ¢ um importante fator de risco para doengas coronarianas,
sendo mais evidente com o aumento da idade. Essa relacdo parece estar mais associada a
mudangas no estilo de vida do que propriamente com o envelhecimento (MAHAN; SLEEMP,
1998).

Fatores genéticos, habitos alimentares e¢ o estilo de vida tem bastante
influéncia em seu desenvolvimento (HERMANSEN, 2000) sendo favorecido por: sobrepeso,
inatividade fisica, consumo de alcool, consumo excessivo de sodio (MAHAN; SLEEMP,
1998) e uma dieta pobre em célcio, potassio e magnésio (HERMANSEN, 2000).

Diversos estudos tem relacionado o consumo de produtos lacteos com baixo
teor de gordura a um menor risco de hipertensdo (LIN; LYLE; MCCABE; et al., 2000;
CARRUTH; SKINNER, 2001; ALONSO; BEUNZA; RODRIGUEZ; et al., 2005; DJOUSSE;
PANKOW; HUNT; et al., 2006). Esse resultado pode ocorrer pelo fato de que o leite ¢ uma
otima fonte de calcio, potassio e magnésio, minerais que estariam associados a diminui¢ao
desse risco (TOLEDO; et. al, 2009; HARNDEN; FRAYN; HODSON, 2009).

Dois peptideos presentes em leites fermentados parecem ser potentes
agentes anti-hipertensivos: isoleucina-prolina-prolina e valina-prolina-prolina. O primeiro ¢
encontrado na B-caseina (74-76) e k-caseina (108-110), enquanto que o segundo ¢ encontrado

na B-caseina (84-86) (TAKANO, 2002; BOELSMA; KLOEK, 2010).

2.6.2 Obesidade

A obesidade ¢ definida como um estado de peso corporal aumentado devido

ao acumulo anormal ou excessivo de gordura, que pode ser prejudicial para a saude,
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proveniente de uma ingestdo maior de calorias quando comparada com seu gasto (WHO
2002). As causas do desenvolvimento sdo bastante complexas e nao estdo totalmente
esclarecidas. Existem fatores genéticos, ambientais e psicologicos envolvidos (BOGSAN;
FLORENCE; PERINA, et al., 2011).

Ha diversas formas de medir o acimulo de gordura corporal, dentre eles
destacam-se: o indice de massa corporal (IMC), medidas das dobras cutaneas e medidas das
circunferéncias do corpo, principalmente a relacdo quadril-cintura (KLEIN; ALLISON;
HEYMSFIELD:; et al., 2005).

O IMC ¢é um parametro que relaciona o peso ¢ altura do individuo podendo
ser calculado dividindo o peso em quilogramas pelo quadrado da altura (WHO 2002). Trata-
se um parametro indireto, uma vez que somente correlaciona a propor¢do de peso com a
altura do individuo, ndo indicando a distribui¢do da gordura corporal. Pacientes com
obesidade central ou visceral tem um risco muito mais alto de desenvolver doencas associadas
que aqueles que apresentam acimulo de gordura distribuida pelo tecido subcutaneo (KLEIN;
ALLISON; HEYMSFIELD; et al., 2005, DANIELZIK; LANDSBERG; JOHANNSEN; et al.,
2008).

Estudos anteriores demonstram um aumento crescente de doencas cronicas
associadas ao aumento do IMC. Individuos com sobrepeso, quando comparados com
individuos de peso normal, tem maior chance de desenvolver diabetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares (ALBERT; ECKEL; GRUNDY:; et al., 2009).

Individuos com adiposidade central desenvolvem a SM mais
frequentemente que aqueles que possuem a gordura distribuida por todo corpo (STEMBERG;
DANIELS, 2003). O excesso de gordura, principalmente abdominal € o principal responsavel
pelo aumento individuos com SM, contribuindo para hipertensdo, hipercolesterolemia,
reducdo de HDL-c e hiperglicemia (GRUNDY; BREWER; CLEEMAN; et al., 2004).

O mecanismo que associa 0 aumento da circunferéncia abdominal com o
risco de doengas cardiovasculares, nao esta totalmente esclarecido. Parece estar associado a
inatividade fisica, PCR, e resisténcia a insulina (KATZMARZYK; JANSSEN; ROSS; et al.,
2006). A alta concentracdo plasmatica de acidos graxos livres, provenientes da lipolise
visceral, liberado na circulagcdo portal sobrecarrega o figado com lipideos, aumentando a
resisténcia a insulina (GRUNDY; BREWER; CLEEMAN; et al., 2004; GIORGINO;
LAVIOLA; ERIKSSON, 2005).

A composi¢do da microbiota intestinal também exerce influéncia no

desenvolvimento da obesidade. Alguns individuos podem ser portadores de bactérias que
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extraem, e/ou armazenam energia de forma mais eficiente, quando comparados as bactérias da
microflora de individuos magros (LEY; BACKHED; TURNBAUGU,; et al., 2005).

Bached e colaboradores (2004) avaliaram a interagdo da microbiota
intestinal na absorcdo de nutrientes. Camundongos desprovidos de microbiota intestinal
tiveram um aumento de 60% da gordura corporal em apenas duas semanas, apds ser
introduzido a microbiota intestinal de camundongos com a microbiota normal (retiradas a
partir do cecum) sem que houvesse alteracdes na dieta. A fermentacdo microbiana produz
monossacarideos e acidos graxos de cadeia curta facilitando a absorcao.

Algumas bactérias sdo capazes de fornecer enzimas que ajudam na digestao
de componentes alimentares que nao seriam digeridos pelas enzimas presentes no trato
gastrointestinal humano, tornando possivel a absor¢do de compostos, que antes seriam
eliminados (XU; BJUSELL; HIMROD; et al, 2003).

A obesidade parece ter um papel chave na SM, estando associada, a
hipertensao e a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia, fatores importantes na diabetes tipo
2. Além do mais, pessoas obesas tem maior chance de possuir colesterol elevado e baixo valor

de HDL-c (GRUNDY; BREWER; CLEEMAN; et al., 2004).

2.6.2.1 O papel do tecido adiposo

O tecido adiposo exerce diversas fungdes no organismo, além de ser um
reservatorio energético, armazenando energia em excesso na forma de lipideos, também
exerce fun¢do endocrina, secretando de uma série de substancias denominadas adipocinas,
sintetizadas nos adipdcitos e em outras células (células do estroma e macrofagos). Tais
substancias agem em outros tecidos, estando relacionadas de forma direta ou indireta, a
processos que contribuem na arteriosclerose, hipertensdo arterial, resisténcias a insulina,
diabetes tipo 2, dislipidemia e inflamac¢des (RAJALA; SCHERER, 2003; HERMDORFF;
MONTEIRO, 2004).

Dentre as adipocinas, podemos citar o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), leptina e adiponectina, interleocina-6 (IL-6). Como na obesidade o tecido adiposo
encontra-se em maior quantidade, ha um aumento na expressdo dessas substancias
(HERMDORFF; MONTEIRO, 2004).

O o ¢ uma citocina imunomodulatoria e pro-inflamatdria, que tem acdo
direta nos adipdcitos, regulando o acimulo de gordura no organismo, induzindo a apoptose e

inibindo a lipogénese. A principal fonte de liberagdo dessas substancias sdo os macréfagos
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presentes no tecido adiposo, sendo que sua producao ¢ induzida por triglicerideos e os acidos
graxos livres (HERMDORFF; MONTEIRO, 2004; FONSECA-ALANIZ; TAKADA;
ALONSO-VALE; et al., 20006).

Em pessoas obesas sua secrecao ¢ bastante elevada, estando associados ao
aumento da secre¢do de leptina, IL-6, PCR e com a supressdao do transportador de glicose
(GLUT-4) no tecido adiposo, causando resisténcia insulinica no adipdécito (HERMDORFF;
MONTEIRO, 2004; FONSECA-ALANIZ; TAKADA; ALONSO-VALE; et al., 2006).

A leptina ¢ um hormoénio sintetizado principalmente pelo tecido adiposo.
Age no hipotalamo, inibindo a liberacdo do neuropeptideo Y (neurotransmissor responsavel
pelo estimulo da ingestdao de alimentos, hipersecre¢dao de insulina e glicocorticoides). Além
disso, proporciona um aumento no gasto de energia por meio da ativacdo do sistema nervoso
simpatico (RAJALA; SCHERER, 2003; FONSECA-ALANIZ; TAKADA; ALONSO-VALE;
et al., 2006; ELINSON; AMICHAY, 2006; GUIMARAES; SARDINHA; MIZURINI; et al.,
2007; ANTUNES; SANTOS, CARVALHO, 2009).

Individuos obesos possuem uma concentragdo maior desse hormoénio no
sangue, decorrente de uma producdo elevada devido a grande quantidade de gordura corporal
(ROSADO; MONTEIRO; CHAIA; et al., 2006; CORREIA, RAHMOUNI, 2006;
BELTOWSKI, 2006). Esse fato pode estar relacionado ao desenvolvimento de diabetes tipo 2
em individuos com SM (CORREIA; RAHMOUNI, 2006). A leptina atua diretamente na
inibicdo da secreciio de insulina (GUIMARAES; SARDINHA; MIZURINI; et al., 2007).

A adiponectina ¢ expressa exclusivamente nos adipdcitos diferenciados.
Esta presente em niveis mais elevados em mulheres, sendo de duas a trés vezes mais
concentrada (COMBS; BERG; RAJALA; et al., 2003; HERMDORFF; MONTEIRO, 2004;
LEITE; HALPERN, 2005; OLIVEIRA; MATTOS; BIZ, et al., 2011).

Altos niveis de adiponectina sdo negativamente correlacionados com
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e doengas cardiovasculares, ou seja, difere de outras
adipocinas por ter acdo protetora. A concentragdo sérica ¢ inversamente proporcional ao
tecido adiposo visceral e ao tecido adiposo subcutaneo visceral (RAJALA; SCHERER, 2003;
HERMDORFF; MONTEIRO, 2004; LEITE; HALPERN, 2005; OLIVEIRA; MATTOS; BIZ;
etal., 2011).

Individuos com concentracdes sanguineas de adiponectina acima do normal,
independente do IMC, parecem estar protegidos de doengas metabdlicas relacionadas com a
obesidade. A dieta tem influéncia direta sobre a concentragdo dessas substincias no sangue

(KING; DEEMER; THOMPSON; 2010; OLIVEIRA; MATTOS; BIZ; et al., 2011).



25

A IL-6 ¢ sintetizada por diferentes tipos de células. No entanto, de 10% a
30% ¢ produzida pelo tecido adiposo, sendo produzida em resposta a micro-organismos €
estimulada por outras citocinas, principalmente a IL-1 e a. (LEITE; HALPERN, 2005;
FONSECA-ALANIZ; TAKADA; ALONSO-VALE; et al, 2006; ESTEVE;
VILLEUENDAST; MALLOLAS; et al., 2006; GUIMARAES; SARDINHA; MIZURINI; et
al., 2007; SOUZA; OLIVEIRA; BLOTTA,; et al., 2008).

Essa citocina ¢ um mediador da resposta inflamatdria e est4 relacionada com
a obesidade e resisténcia a insulina, por meio da glicogénese hepatica. Além do mais, permite
prever o desenvolvimento de diabetes tipo 2. Atua liberando PCR, cujos niveis elevados estdo
relacionados com aumento da massa gorda e diminuicdo da sensibilidade insulinica,
exercendo também um importante papel no processo inflamatorio (LEITE; HALPERN, 2005;
FONSECA-ALANIZ; TAKADA; ALONSO-VALE; et al, 2006; ESTEVE,
VILLEUENDAST; MALLOLAS; et al., 2006; GUIMARAES; SARDINHA; MIZURINI; et
al., 2007).

2.6.3 Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina se caracteriza por uma diminui¢ao da resposta de
tecidos alvos (figado, tecido adiposo e muscular) a insulina, sendo necessaria uma
concentragdo maior desse hormonio para produzir uma resposta metabolica normal. Esse
fenomeno pode ocorrer devido a alteragdes genéticas, metabolicas e nutricionais, sendo
bastante associada a obesidade e sedentarismo (MANNA; DAMIANI; SETIAN, 2006; EL-
ZAYADI, 2010).

Trata-se de um estado intermediario entre um individuo com indice
glicémico normal e com diabetes. E importante lembrar que a resisténcia & insulina esta
associada a um risco de diabetes no futuro, ou seja, pessoas com desordem apresentam um
risco maior de desenvolver tal doenga, porém ndo a desenvolve obrigatoriamente (WHO
2006).

A maior contribui¢do para o desenvolvimento da resisténcia a insulina
provém de uma concentracdo muito elevada de acidos graxos no sangue, embora nao se saiba
ao certo o mecanismo (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2010).

A resisténcia a insulina pode ser classificada em periférica e hepatica, sendo
que a hepatica ¢ a primeira a se manifestar. O figado deixa de controlar a glicogenolise, a

gliconeogénese ¢ a glicogenogénese. A periférica esta relacionada com musculos esqueléticos
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e cardiacos sendo decorrente principalmente de falha no transportador de glicose (GLUT4). O
excesso de acidos graxos livres e citocinas também atuam nos musculos periféricos,
dificultando a utilizacdo da glicose uma vez que diminui os efeitos da insulina (EL-ZAYADI,
2010; FILHO, 2011).

Ha evidencias de que a resisténcia a insulina pode ser o fator etioldgico
comum para as demais desordens metabdlicas. Ela estd associada nao s6 com a diabetes tipo
2, mas também com a obesidade, hipertensdo, hipertrigliceridemia e aumento de 4cidos
graxos livres. Esses fatores isolados, ja sdo por si fatores de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, mas, quando associados ha uma potencializagdo desse risco (WHO,
1999; SINAIKO; CAPRIO, 2012).

O aumento da pressdo arterial decorrente da resisténcia a insulina parece
estar envolvido com o aumento da reabsor¢do de sddio pelos tubulos renais, estimulado pela
insulina (HAN; LEAN, 2010).

A resisténcia a insulina pode ser medida de diferentes formas. Uma delas ¢
por meio da administracdo de insulina intravenosa concomitantemente com a glicose e
avaliando-se a resposta. A menor absorcdo da glicose esta associada a uma maior resisténcia a
insulina. Outra alternativa é por céalculo que correlaciona os indices de glicose e insulina,
obtidos de amostras sanguineas em jejum. Trata-se do homeostasis model assesment for
insulin resistance (HOMA-IR) (SINAIKO; CAPRIO, 2012). O calculo consiste em
multiplicar o valor da insulina em jejum (nU/L) pelo valor de glicose em jejum (mmol/L) e

dividir o produto por 22,5 (Figura 1) (EL-ZAYADI, 2010).

Figura 1 —Modelo matematico para calcular o indice de resisténcia a insulina

HOMA-IR = Insulina em jejum (pU/L) X glicose em jejum (mmol/'L)
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2.6.4 Dislipidemia

Consiste em uma agregacdo anormal de lipoproteinas, resultando em um
aumento no nivel sérico de triglicerideos e LDL-c e diminui¢do nas concentracdes de HDL-c

(ALBERT; ECKEL; GRUNDY, et al., 2009).
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O nivel sérico elevado de colesterol no sangue geralmente estd relacionado
com o desenvolvimento de doencas coronarianas (KIMOTO; OHMOMO; OKAMOTO,
2002).

A dislipidemia ¢ um dos fatores iniciais da SM. Devido ao desequilibrio
energético, os adipocitos aumentam de tamanho ao acumular mais triglicerideos. Quando se
atinge um valor critico, os adipdcitos do tecido adiposo visceral comegam a secretar citocinas
e quimicitocinas, que promovem o aumento do numero de macréfagos no estroma. Os
macrofagos, por sua vez, liberam outras citocinas, como a e IL-6 que possuem agdo parécrina,
e agem dificultando a transdugdo do sinal da insulina, reduzindo seu efeito nos adipdcitos
viscerais (FILHO, 2011).

Os adipdcitos viscerais sdo responsaveis pela liberacdo de grande
quantidade de 4cidos graxos ndo esterificados na circulagdo. Essas células sdo ricas em
receptores B-adrenérgicos, estando ligada a ativagdo das lipases (FILHO, 2011).

Os acidos graxos livres inibem o metabolismo periférico da glicose e
reduzem a sensibilidade a insulina. Em concentracdes acima do normal podem ter influencia
maior na resisténcia a insulina que a hiperinsulinemia e exaustdo das células beta. Com o
aumento da disponibilidade de acidos graxos livres no sistema hepatico, pode ocorrer uma
estimulagdo para esterificagdo, diminuindo a sintese de HDL-c, aumentando a concentragao
de triglicerideos no sangue e aumentando as LDL-c (HAN; LEAN, 2010).

O perfil clinico lipidico pode ser identificado por meio de provas
bioquimicas, apds 12 a 14 horas de jejum. O nivel de LDL-c pode ainda ser identificado
aplicando-se a formula de Friedewald (Figura 2), que correlaciona o teor de colesterol total

com HDL-c e triglicerideos (HAN, 2007).

Figura 2 —Modelo matematico para calcular LDL-c (férmula de Friedewald)

LDL-¢c = Colesterol Total - HDL-c — Triglicerideos/5

2.7 MARCADORES LABORATORIAIS DE DOENCAS CARDIOVASCULARES

2.7.1 Homocisteina

A homocisteina ¢ um aminoacido que deriva da desmetilacdo da metionina

(MALINOWSKA; CHMURZYNSKA, 2009). Estudos ao longo dos anos vém investigando a
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relacdo entre concentragoes elevadas de homocisteina e doengas coronarias, indicando ser um
potente marcador para avaliagdo de risco cardiovascular (Homocysteine Studies
Collaboration, 2002; HUMPHEREY; FU; ROGERS; et al, 2008; VEERANNA;
ZALAWADIYA; NIRAJ; et al., 2011).

Estudos in vivo sugerem que a homocisteina provoca um aumento na tensao
de oxigénio e uma reducdo na funcdo endotelial, aumentando sua permeabilidade e
favorecendo a formacdo de trombos. Atua também acelerando a formacdo de trombina,
favorecendo ainda mais a agregacdo plaquetaria (SPLAVER; LAMAS; HENNEKENS,
2004).

Fatores genéticos, idade, sexo e estilo de vida estdo relacionados com a
concentracao sérica de homocisteina. Mulheres, idade avangada, consumo excessivo de café e
tabaco, inatividade fisica estdo relacionadas com hiperhomocisteinemia. Enquanto que, a
ingestdo de vitaminas do complexo B e folatos estdo associadas com a redugdo da
concentragdo sérica (VERHOEF; MELEADY; DALY et al. 1999; BREE; VERSCHUREN;
KROMHOUT; et al., 2002, CHMURZYNKA; MALINOWSKA; RAJEWSKA, 2012).

2.7.2 Gama Glutamil Transferase (GGT)

Gama glutamil transferase ¢ uma enzima sintetizada principalmente no
figado, que atua contribuindo para o catabolismo extracelular de glutationa, o maior
antioxidante do corpo. O uso da GGT como marcador da ingestdo de alcool e de doencas
hepaticas ¢ conhecido hd muitos anos. Recentemente essa enzima vem, sendo usada como
marcador de doengas cardiovasculares (MASON; STARKE; KIRK, 2010). O estresse
oxidativo estd associado a condigdes patologicas como: inflamagdo, carcinogenese,
envelhecimento e arterosclerose (DROGE, 2002).

Estudos anteriores apresentam relacdo direta entre os niveis de GGT e
doencas cardiovasculares (FRASER; HARRIS; SATTAR; et al., 2007; SHIMIZU; IMANO;
OHIRA; et al., 2010), bem como desordens metabolicas associadas a SM (LEE; EVANS;
ROBINS; et al., 2007; RYU; CHANG; WOQO; et al., 2010; HWANG; LIN; LIU; et al., 2012).

2.7.3 Acido Urico

O aumento no indice de acido urico no soro esta relacionado com doengas

cardiovasculares (KIM; SGUEVARA; KIM; et al., 2009; KIM; SGUEVARA; KIM; et. al.,
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2010). Ainda ndo esta totalmente esclarecido se o acido turico ¢ um fator de risco para doengas
cardiovasculares ou se constitui apenas como marcador de outros processos pré- aterogénicos.
Ha estudos que indicam que essa relagdo ndo ¢ independente, uma vez que o acido urico
também estd relacionado com IMC, concentragdo sérica de creatina, triglicerideos,
adiponectina e ingestdo de alcool, todos esses fatores de risco para doengas cardiovasculares
(LAZZERU; VALENTE; CHIOSRTI; et al, 2010; OIKONEM; SAARENHOVI;
LYYTITAINEN; et al., 2012). Outros relatam que o &cido urico ¢ um fator de risco
independente (STRASAK; KELLEHER; BRANT; et al., 2008; CHUANG; CHEN; YEH; et
al., 2012).

2.8 EFEITOS DOS PROBIOTICOS NA SAUDE HUMANA

Os probidticos interferem no sentido de promover diversos efeitos benéficos
ao hospedeiro. Dentre eles destacam-se: redugdo do sintoma de mé absor¢do da lactose,
prevencdo de infecgdes intestinais, diarreia, gastrenterite, reducdo da incidéncia de tumores,
modulacdo do sistema imune, controle da sindrome do intestino irritado e de doencgas
inflamatorias intestinais, alivio dos sintomas de alergia alimentar em criangas, reducdo do
nivel de colesterol total e LDL-c e aumento do HDL-c, entre outros (PARVEZ; MALIK;
KAN; et al., 2006; MANZONI; CAVALLINI; ROSSI, 2008).

Alguns desses beneficios estdo bem estabelecidos, enquanto outros tém
demonstrado resultados promissores apenas em estudos com animais. Assim para subsidiar
tais informagdes, existe a necessidade de maior numero de investigacdes com seres humanos
(SAHA, 2007).

O efeito exercido pelos probidticos ¢ baseado em propriedades como: a
capacidade de competir com micro-organismos patogénicos na adesdo do epitélio intestinal;
sintese de peptideos com acgdo bacteriostatica e bactericida; inibicdo do crescimento do
patogeno; influéncia sobre a resposta imune; estimulagdo e eliminagdo de toxinas; sintese de
esteroides a partir do colesterol; influéncia sobre a secre¢cao de muco, absor¢do, motilidade e

fluxo sanguineo esplancnico; entre outros (FRIC, 2007).
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3 JUSTIFICATIVA

A SM tornou-se um problema de satide publica. Os habitos alimentares e o
estilo de vida sedentdrio da populacio fazem com que o nimero de pacientes crescga
constantemente.

Estudos anteriores avaliam as propriedades probidticas do Lactobacillus
plantarum em parametros isolados da SM e outros fatores de risco de doengas
cardiovasculares. Porém, ndo ¢ do nosso conhecimento estudos que verificam a interferéncia
deste probidtico no tratamento de pacientes com SM. A associagdo deste micro-organismo ao
leite pode trazer beneficios a pessoas com SM por meio da reducdo dos fatores de risco

associados.



31

4 OBJETIVO

Avaliar a influéncia da ingestdo de leite fermentado contendo Lactobacillus
plantarum, durante um periodo de 90 dias, sobre a dislipidemia, hiperglicemia, obesidade,

hipertensao e fatores de risco cardiovasculares em pacientes com sindrome metabdlica
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5 MEDOTOLOGIA

5.1 PACIENTES

Os pacientes da pesquisa foram selecionados em duas Unidades Basicas de
Satde (UBS) da cidade de Londrina: Centro de Satide Municipal Dr. Aroldo Marques
Sadenderg (UBS — Vila Brasil) e Centro de Saitde Municipal Dra. Maria do Socorro N. Brito
(UBS — Piza/ Roseira). A autorizagdo para trabalhar com pacientes das UBSs foi cedida pela
Secretaria Municipal de Saude da cidade (ANEXO I).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, sob cadastro no 324/2011, aprovado
em 24 de novembro de 2011. (ANEXO II).

Todos os pacientes receberam e assinaram um termo de consentimento livre
e esclarecido (ANEXO III), que dispunha de informagdes sobre o projeto de pesquisa, tais
como: objetivo, beneficios esperados e esclarecimentos sobre a sua condi¢do participante do
projeto. Além do termo foram realizada reunides, onde puderam esclarecer suas duvidas
quanto ao projeto.

Os parametros adotados para selecao dos pacientes seguiram a defini¢ao do
NCEP- ATPIII (Tabela 1). Foram excluidos os que possuiam doenga renal, hepatica,
gastrointestinal, cdncer e também os que faziam uso de medicamentos hipolipemiantes e
hipoglicemiantes, terapia de reposicao de estrogénio e suplementos antioxidantes. Os nao
foram aconselhados a seguir uma dieta especifica ou ainda intensificar a pratica de exercicios,
devendo manter o habito de vida normal, com relagdo a dieta, exercicios fisicos e medicacgao.

Participaram da entrevista inicial cerca de 100 pessoas. Dentre elas, 40% se
encaixaram no perfil desejado. Apos entrevista e esclarecimento sobre o projeto, 27 pacientes

com SM, com idade entre 47 ¢ 81 anos, concordaram em participar da pesquisa (Tabela 2).
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Tabela 2 — Distribuigdo das desordens metabdlicas nos individuos participantes da pesquisa

1 F 47 X X X

2 F 79 X X X

3 F 65 X X X
4 M 65 X X X
5 F 67 X X X
6 F 60 X X X
7 F 35 X X X
8 F 67 X X X
9 F 77 X X X
10 F 61 X X X
11 F 69 X X X
12 F 64 X X X
13 F 66 X X X
14 F 79 X X X
15 F 8l X X X
16 F o4 X X X
17 F 58 X X X
18 F 74 X X X
19 F 69 X X X
20 F 4 X X X X
21 F 33 X X X X
22 F 64 X X X X
23 F 62 X X X X
24 F 37 X X X X
25 F 60 X X X X
26 F 56 X X X X
27 F 59 X X X X

RI*: resisténcia a insulina

Os pacientes foram alocados em dois grupos. Um recebeu a bebida
fermentada (n=14) e o outro recebeu a bebida ndo fermentada (n=13). Durante 90 dias
ingeriram uma porc¢do de 80mL/dia do leite fermentado ou ndo fermentado, dependendo do
grupo ao qual pertenciam. Dos pacientes participantes, 24 aderiram ao tratamento até o final

(Figura 3).
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Figura 3 —Fluxograma distribuigdo dos pacientes

Entrevistados
(o= 100)
| Excluidos
(n=60)
Selecionados
(n=40)
Participantes
(n=27)
MNio concliram o tratamento (n= 3)
I— LF* (n=1)
e —
Completaram o LNF*™* (n=2)
estudo
(n=24)
1
LNF** | LF*
(n=12) (n=12)

LF*: Leite fermentado; LNF**: leite nao fermentado.

Para monitorar a adesdo ao tratamento, os pacientes foram instruidos a levar
as bebidas ndo ingeridas, caso houvesse, na data da entrega do novo lote. Caso a ingestao
fosse insatisfatoria, seriam excluidos do projeto. Também foram orientados a manter seu
estilo de vida com relacdo aos habitos alimentares, atividade fisica e quanto ao uso de
medicamentos.

Nao houve diferenga entre os grupos de participantes em relacdo ao género,
etnia, idade, medicamentos de hipertensdo, IMC, circunferéncia abdominal, pressao sistélica e

diastolica.(Tabela 3).
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Tabela 3 —Caracteristicas demograficas e clinicas entre os grupos

Parimetro Grupo do leite nio fermentado Grupo do leite fermentado
(m=12) (n=12) 1]
Género (F/M)* 12/0 11/1 1.000
Caucasiano/
12/0 12/0 1.000

Nio caucasiano’
Medicamentos de 111 11/1

. - 1.000
hipertensio (%)°
. 27.5 27.5
MC 0.643
(24.3-30.0) (26.0-31.3)
. 1035 101.0
CA (cm) i 0.686
(94.0 - 107.9) (96.5 - 108.5)
PAS (mmHg)” S S 0.697
: = (110.0 - 130) (112.5 - 137.5) :
75.0 80.0
PAD(mmHg)" 0.643
(mmtig) (70.0 - 80.0) (70.0 - 80.0)

Teste Fisher's. Teste Mann-Whitneyb. Os dados sdo expressos como mediana (25%-75%).
M/F: Feminino/Masculino; CA: Circunferéncia Abdominal; IMC: Indice de massa corporea;
PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica.

5.2 PRODUCOES DAS BEBIDAS

As bebidas foram produzidas e envasadas no Laboratério de Microbiologia
e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, sob critérios adequados de
higiene e sanitizacao.

Os ingredientes usados para a produgdo foram: leite em po6 desnatado
Molico Nestlé®, agucar refinado, aromatizante de baunilha e aromatizante de frutas citricas.
Para a produgdo da bebida fermentada foi utilizado cultura liofilizada de L. plantarum — Lp
115, fornecido pela empresa Danisco.

A bebida foi preparada a cada 14 dias. Apos a produgdo, as bebidas foram
redistribuidas em frascos menores contendo a por¢ao diaria recomendada de 80 mL. A cada
duas semanas eram entregues aos pacientes a quantidade necessaria para esse periodo, ou seja,

14 frascos contendo 80mL em cada.
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5.2.1 Preparacao do Leite Fermentado

5.2.1.1 Ativacao do indcuo

Em um tubo falcon foi adicionado leite em p6 (10% m/v), agucar (8% m/v)
e 25 mL de agua destilada. O contetudo foi esterilizado a 1210C por 15 minutos. Apos atingir
a temperatura proxima da ambiente foi inoculada a cultura liofilizada de L. plantarum — Lp

115. O frasco foi levado a estufa a 37 °C por 8 horas.

5.2.1.2 Producao do leite fermentado

O leite fermentado foi produzido em frascos de vidro de 500 mL com tampa
rosqueavel resistentes a esterilizagdo.

O leite foi reconstituido (10% m/v) com adi¢do de acticar refinado (8% m/v)
foi esterilizado (121 °C / 15min.). Ao atingir temperatura proxima da ambiente foi adicionado
o in6cuo ativado na concentragdo de 10% (v/v). Apdés homogeneizagdo o frasco foi levado a
estufa 37 oC.

O processo de fermentacao durou cerca de 18 horas. No final desse periodo
foi verificado o pH da bebida obtendo-se um valor médio de 4,3. Para tal avaliacdo utilizou-se
um potencidmetro digital devidamente calibrado com pH 4,0 e 7,0.

Depois de fermentado foi adicionado aroma de frutas citricas (0,01% v/v) e
baunilha (0,05% v/v).

As bebidas prontas foram envasadas em frascos plasticos menores
previamente esterilizados. E acondicionadas sob refrigeragdo (5 + 1 °C).

A figura 4 demonstra em forma esquematica o processo.

5.2.2 Produgao do Leite ndo Fermentado

O leite ndao fermentado foi preparado de forma semelhante ao leite

fermentado, porém sem a adi¢ao do inocuo (Figura 5).
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5.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbioldgicas foram embasadas no que preconiza a legislagao
brasileira vigente.

A RDC n° 12 de janeiro de 2001 da ANVISA, relata parimetros
microbioldgicos sanitdrios que devem ser avaliados em alimentos destinados a consumo
humano. A resolugdo estabelece a necessidade de avaliar a contagem de coliformes a 45 °C

em leite fermentado (ANVISA, 2001). A ANVISA preconiza ainda que a contagem minima
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de bactérias viaveis para um produto ser considerado probiotico deve estar na faixa de 108 a
109 UFC. (ANVISA, 2008)

A Instrugdo normativa n® 16 de 23 de agosto de 2005, do Ministério da
Agricultura, pecudria e Abastecimento (MAPA) estabelece padroes de identidade e qualidade
de bebida lactea destinada ao consumo humano. Segundo a legislacdo a bebida lactea
fermentada deve conter uma contagem total de bactérias lacticas viaveis de 106 UFC/g no
produto final durante todo o prazo de validade. Além de padrdes de higiene, com contagem de
coliformes totais e a 45°C (MAPA 2005).

A contagem de bactérias lacticas viaveis foi realizada por dilui¢cdes seriadas
em agua peptonada 0,1% (m/v) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e plaqueamento
por pour palte em agar MRS (de Man Rogosa e Sharpe, Difco, Diadema, BR). A contagem de

coliformes totais e a 45°C se deu em meio caldo verde brilhante (Himidia; Munbai).

5.4 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS E COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE.

As medidas antropométricas ¢ as coletas das amostras de sangue foram
realizadas antes do inicio do tratamento (T0) e 90 dias apds (T90), no ultimo dia da ingestao
da bebida.

As amostras de sangue foram coletadas nas UBSs pelas enfermeiras
responsaveis e levadas ao Laboratério de Analises Clinicas do Departamento de Patologia,
Andlises Clinicas e Toxicologicas do Hospital Universitario de Londrina para serem
examinadas. Os voluntarios foram orientados a fazer jejum de 12 horas.

No mesmo dia da coleta foi verificado: pressdo arterial, peso, altura, e
circunferéncia abdominal dos pacientes (sempre efetuado pela mesma pessoa). A pressao
arterial foi aferida por meio de um esfigmomandmetro, apds os pacientes permanecerem por
no minimo 10 minutos sentados (PICKERING; HALL; APPEL; et al, 2005). O peso e altura
foram verificados em balanca digital antropométrica acoplada com estadiometro apds os
pacientes retirarem os calgados. A circunferéncia abdominal foi verificada no ponto médio
entre a parte inferior da ltima costela palpavel e a parte superior da crista iliaca, de acordo

com a OMS (WHO, 2008).
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5.5 ANALISES DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram avaliadas quanto: colesterol total e fracdes
(HDL-c e LDL-c), triglicerideos, insulina, glicose, resisténcia a insulina, gama glutamil

tranferase (GGT), homocisteina, acido urico, IL-6, a, leptina e adiponectina.

5.5.1 Parametros Metabolicos

A dosagem de colesterol total, triglicerideos, HDL-c, glicose, GGT ¢ acido
urico foram feita com kits comerciais Dade Behring utilizado um auto-analisador bioquimico
(Dade Dimension AR Dade Behring, Deerfirld, IL, EUA). Os niveis séricos de insulina e
homocisteina foram determinados por quimioluminescéncia em microparticulas (Architect,
Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA) e a resisténcia a insulina foi calculada utilizando o
modelo HOMA-IR.

5.5.2 Analises Imunoldgicas

A dosagem de IL-6, TNFa, leptina e adponectina foram feitas pelo método
imunoenzimatico Enzime-linkes immunosorbent assay - ELISA por meio de kits comerciais

eBioscience (eBioscience; Inc. Copyright; US).

5.6 Analise Estatistica

A distribuigdo de género, etnia e uso de medicamentos utilizados para
hipertensdo foi analisada pelo teste exato de Fisher. Foi realizado teste de Mann-Whitney para
comparacao dos dados obtidos no TO entre os grupos e para comparar os tratamentos. O teste
de Wilcoxon foi realizado para comparacao entre os dois tempos (T0 e T90) dentro do grupo.
Os dados foram apresentados como mediana e percentis (25% - 75%) e o nivel de
significancia foi estabelecido em p<0,05. Para analise estatistica utilizou-se o programa Graf

Pad Prism versdo 4.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS

No final de cada lote foi avaliado o teor coliforme total e a 45°C. Todos os
lotes apresentaram resultado satisfatério para os parametros microbiologicos avaliados.

A contagem de bactérias viaveis no produto fermentado esteve contida em
10® UFC/mL, ndo havendo redugdo de nem um ciclo log durante os 14 dias de estocagem.
Segundo 0 MAPA a quantidade de bactérias viaveis recomendada ¢ de no minimo 10°UFC/g.
Considerando o peso médio da porcao diaria recomendada em torno de 85 gramas, chegamos
a uma contagem final proxima de 1,25 x 10'UFC/g. A ANVISA recomenda uma contagem de
no minimo 10® a 10° UFC. A contagem média por mL do produto foi de 4,5 x 10°,
multiplicando esse valor pelo volume diario recomendado a contagem pode ser expressa em:
3,6 x 10°UFC. O resultado mostrou-se satisfatorio diante das recomendagdes das legislagdes

vigentes.

6.2 PARAMETROS METABOLICOS

Diante dos valores encontrados na investigagdo (Tabela 4), podemos notar
que, apds 90 dias de tratamento, houve redu¢do significativa, em relacdo aos valores iniciais,
dos niveis de glicose (p = 0,04) e homocisteina (p =0,02), apenas no grupo que ingeriu o leite
fermentado. Houve diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

Tanto o grupo que ingeriu o leite fermentado, quanto o grupo que ingeriu o
leite ndo fermentado apresentou reducdo nos niveis de colesterol total (p = 0,01/0,04
respectivamente) e GGT (p=0,02/0,04 respectivamente). Houve reducdo significativa de
LDL-c (p = 0,02) no grupo que ingeriu a bebida ndo fermentada e uma tendéncia a reducao de
LDL-c (p = 0,09) para o outro grupo. O Unico pardmetro que os grupos sairam de baseline

diferente fo1 GGT.
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Tabela 4 —Resultado da analise estatistica dos pardmetros bioquimicos e medidas
antropomeétricas

Grupo do leite néo fermentado Grupo do leite fermentado

m=12) m=12
Parimetro T To0 P To 150 p
103.5 103.3 101 997
C4 : ' 1,000 0,657
(em) (94.0-1079)  (97.25-109.6) (96,5 - 108,5) (9,89 - 108,0)
67.7 70.1 66.0 66,0
P : ’ 1,000 ’ ’ 0,320
eso (Kg) (60.5-75.7) (60.4-76.T) ’ (63.3-829) (63.9-80.7) ’
. 273 285 275 290
MC (Eg/m® ' 0,824 0,106
Ke/m) (24.3 - 30.0) (24,0 - 30,00 (26.0-313) (26.3-34.8)
120.0 120.0 1200 1300
b (1100 -130,0)  (102,5-130,0) 1onTE (1125-137.5)  (120,0- 137.5) LDt
75.0 20,0 80,0 200 .
PAd (mmHe T 1,000 0,588
¢ g 70,0 - 20.0) (70,0 - 80.00 (70,0 - 80,0 (20,0 - 80.0)
leose* 083 9535 0.755 109.0 98 5 0,037
(mg/dL} (85,3 - 110.0) (84.0 - 130.8) (91.5 - 146.8) (87.5-1249)
Tnsulina 0.4 01 127 106 _
. 0,380 0,556
{pU/mL) (7.2-11.6) (7.5-12.%) (7.5-16,3) (6.3 -16.4)
15 27 23 2.7
Bl Lm (L7-54) (15-47) - (19-29) (1.7- 3.2) Lt
210.5 207, 2,
{:o]_egrfrlﬂ]_ total 2105 ) 180.0 i 0.043 207.0 1820 0.010
(mg/dL) (181.8-218.8)  (159.5-197.9) (196,0-2248)  (133.8-205.9)
Triglicerideos 118.0 1502 0.060 1545 170.5 0.504
(mg/dL) (102,5-154,3) (1028-1805) (1128-231.8)  (1193-232,00 =
IDL-c 473 195 480 45.0
; : 0.431 0,624
(mg/dL) (42,0 - 54,00 (43.3-33.3) (368 -63.0) (35.5-61.5)
HDL ¢ 135.0 972 0,002 1256 06,2 0,092
(mgdL) (122.9.1451) (82.1-1282) (1146-1461)  (71.8-121.0)
GGT 27.0 235 305 36,0
0,036 i 3 0,018
(ULy** 2.5-31.00 (19,0-28.3) (31.8-74.3) (25.5-62.8)
URCA 48 49 5.3 53
0,622 0,791
(mg/dL) (4.7-6.5) (45-67) ’ (4.0-64) (3.5-6.2) ;
o o 11.1 10.1 12.1 11.5
omocistemna | 9 e -
(umol/mT) 9.3-14.49) 9.4-12.0) 0,301 (104-147) 9.6-12.1) 0,010

Texte de Wilcoxon. Os dados sdo expressos como mediana (25%-75%). CA: Circunferéncia Abdominal; IMC:
Indice de massa corpdrea; PAs: pressdo arterial sistolica; PAd: pressao arterial diastolica; HOMA-IR: indice de

resisténcia a insulina; GGT: gama GT; URCA: 4cido urico.
*Diferenga entre os tratamentos (Leite fermentado vs ndo fermentado) Teste Mann-Whitney
**Baseline diferentes

6.2.1 Obesidade

Para avaliar alteracdes relacionadas a obesidade foram utilizados: medida da
circunferéncia abdominal (CA) e indice de massa corpérea (IMC). Nao houve redugdo

significativa entre eles (p> 0,05) durante o periodo de estudo.
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Alguns estudos in vivo usando modelos animais, principalmente roedores
(LEE; PAEK; LEE; et al., 2007, TAKEMURA; OKUBO; SONOYAMA, 2010) ¢ in vitro
(PARK; AHN; HUH; et al., 2011) apresentaram um efeito positivo na redu¢do da adipocidade
pelo tratamento com diferentes cepas de L. plantarum. Mesmo assim permanecem nao
elucidados os mecanismos que resultam nas respostas encontradas por esses investigadores,
particularmente em humanos.

Em um estudo envolvendo seres humanos, o L. gassei SBT2055 influenciou
a reducdo de adiposidade abdominal e peso corporal. Os individuos ingeriram 200mL por dia
de feite fermentado contendo 10°UFC/mL durante 12 semanas (KADOOKA; SATO;
IMAIZUMI, et al., 2010), quantidade maior em um ciclo log da utilizada em nosso estudo.

Os voluntarios foram aconselhados a manter seu estilo de vida normal, nao
tendo sido recomendado uma dieta especifica ou atividade fisica regular. Esse fator pode ter
influenciado o resultado, diferindo daquele encontrado por outros autores em modelos

animais e in vitro, onde interferentes podem ser controlados.

6.2.2 Hipertensao

Nao ocorreu diferenga significativa na pressao sistolica (PAS) e diastolica
(PAD) de ambos os grupos (p>0,05).

Algumas bactérias lacticas usadas na producdo de leite fermentado
produzem polipeptidios que atuam inibindo a enzima conversora de angiotensina (ECA),
resultando em uma resposta vasodilatadora e consequentemente reduzindo a pressao arterial
(SEPPO; JUAHIAINEM; POUSSA; et al., 2003; BOELSMA; KLOEK, 2010; CABELLO;
HERRERA; ARTACHO, 2011; MCGRANE; ESSEY; OBBAGY, et al., 2011).

Pan ¢ colaboradores (2005) demonstraram que L. helveticus produziram
isoleucina-prolina-prolina (IPP) e valina-prolina-prolina (VPP), dois polipeptidios com agdo
inibitoria na ECA, a partir de leite desnatado. Um estudo com 89 individuos verificou que a
administracdo de leite fermentado com L. helveticus (contendo uma quantidade de Smg/dia
dos polipeptideos citados acima), foi capaz de reduzir a pressdo arterial em pacientes
hipertensos ap6s 12 semanas de tratamento. Porém os individuos que fizeram parte do grupo
estudado ndo faziam uso de medicamentos anti-hipertensivo (JAUHIAINEN; RONNBACK;
VAPAALOQ; et al, 2010). Diferente do trabalho citado acima, dos 24 pacientes que
concluiram o presente estudo, apenas 2 ndo faziam uso de anti-hipertensivo. Tais

medicamentos podem ter mascarado uma possivel acdo do L. plantarum sobre a hipertensio.
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Outros estudos ndo apresentaram melhora no quadro hipertensivo dos
pacientes pela acao dos lactopeptideos. Engberink (2008) e colaboradores avaliaram o
comportamento de 135 hipertensos que ndo faziam uso de medicamentos para controlar a
pressao arterial, frente a uma dose de 14mg/dia de IPP e VPP, durante um periodo de 8
semanas. Usinger e colaboradores (2010) acompanhou, durante o mesmo periodo de tempo,
uma populagdo de 94 hipertensos. Nesse estudo foi avaliando o efeito de leite fermentado com
L. helveticus com uma dosagem de 4,7 mg/dia de IPP ¢ VPP. Ambos os tratamentos nio
resultaram em redugdo significativa da pressdo arterial nos individuos participantes.

Nao ¢ do nosso conhecimento estudos que relacionam a producdo de

polipeptidios por L. plantarum, assim como a ac¢do desse probidtico na pressdo arterial.

6.2.3 Dislipidemia

O perfil lipidico dos voluntarios foi avaliado por meio dos seguintes
parametros: colesterol total, triglicerideos, HDL-c e LDL-c. Ocorreu redugdo significativa de
colesterol total no grupo que foi tratado com L. plantarum (p=0,01) e uma tendéncia a
reducdo de LDL-c (p=0,09). O grupo que ingeriu o leite ndo fermentado também apresentou
redugdo significativa colesterol total (p=0,04) e LDL-c (p=0,002). Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p> 0,05). Nao foi detectada alteracdo significativa nos
niveis de triglicerideos e HDL-c (p> 0,05) nos dois grupos investigados.

Alguns estudos demonstraram bons resultados na melhora do perfil lipidico
pela ingestao de produtos lacteos. Nao se sabem quais compostos do leite sdo responsaveis
por essa melhora, mas se sabe que esse efeito ¢ mais pronunciado quando associado a uma
bactéria probidtica (KIMOTO; OHMOMO; OKAMOTO, 2002; BEGLEY; HILL; GAHAN,
2006; PATEL; SINGHANIA; PANDEY; CHINCHOLKAR, 2010).

Algumas hipoéteses t€m sido citadas para explicar o mecanismo pelo qual os
probioticos reduzem o colesterol. Sabe-se que algumas culturas sdo capazes de incorporar o
colesterol em sua membrana celular, causando uma melhora no nivel de colesterol sérico, uma
vez que ele se torna indisponivel para absor¢do sanguinea (KIMOTO; OHMOMO;
OKAMOTO, 2002).

Algumas culturas produzem hidrolases de sais biliares. Aproximadamente
95% dos sais biliares sdo absorvidos no ileo. Sais biliares desconjugados sdo mais
hidrofébicos que sua forma conjugada, reduzindo a eficiéncia de reabsor¢do e tendo como

consequéncia a excrecdo de maior quantidade de acidos biliares livre nas fezes. Para
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compensar essa perda, novos acidos biliares sdao sintetizados, promovendo um aumento no
consumo de colesterol e consequentemente uma redug¢dao do nivel sérico (BEGLEY; HILL;
GAHAN, 2006, PATEL; SINGHANIA; PANDEY; et al., 2010; CHANG; PARK; JANG:; et
al., 2011).

O célcio e magnésio, minerais presentes no leite, também podem atuar na
reducdo do colesterol. O calcio esta envolvido no mecanismo de absor¢dao intestinal de
colesterol. Atua ainda aumentando a perda de gordura pelas fezes, por meio de um
mecanismo muito pouco conhecido (VASKONEM, 2003). O efeito do magnésio ainda nao
esta elucidado, mas supde-se que ele atua de forma semelhante ao calcio. (MCGRANE;
ESSEY; OBBAGY, et al., 2011).

Outros estudos em roedores tem sugerido o efeito hipocolesterolémico de
diferentes linhagens de L. plantarum. Nguyen e colaboradores (2007) verificaram o efeito
hipocolesterolémico em ratos, apds 14 dias de ingestdo da linhagem PHO04, em uma
concentracio de 10’ UFC por dia. Jeun e colaboradores (2010) avaliou a linhagem
KCTK3928 em uma concentragdo de 109 UFC/dia, em 6 camundongos. Obtendo o mesmo
resultado. Xie e colaboradores (2011) verificou redugao significativa dos indices de colesterol
total, LDL-c e triglicerideos em ratos (n=40), apos ingestio de 10° UFC da linhagem 9-41-A
por 6 semanas. Kumar e colaboradores (2011) obteve o mesmo resultado ao estudar o
comportamento de 30 ratos hipercolesterolémicos, diante do tratamento com duas linhagem
diferentes de L. plantarum (Lp 91 e Lp21), na mesma concentragio (10*UFC), por um periodo
de 3 semanas. O perfil lipidico dos estudos citados a cima foram avaliados no plasma ou soro

sanguineo.

6.2.4 Resisténcia a Insulina

Os parametros investigados incluiram avaliagdo dos niveis de glicose,
insulina ¢ HOMA-IR. Ocorreu uma redugdo significativa dos niveis de glicose apenas no
grupo de pacientes tratados com o leite fermentado (p= 0,037), sendo significativa a diferenca
dos tratamentos (p =0,01) Nao houve diferen¢a significativa nos niveis séricos de insulina e
HOMA-IR em ambos os grupos (p> 0,05).

Outras espécies de Lactobacilos, como L. casei e L. acidophilus, t¢ém sido
avaliados quanto a resisténcia a insulina. Naito e colaboradres (2011) obtiveram melhora no
quadro de resisténcia a insulina em ratos (n=20) apds 4 semanas de tratamento com L. caseli

(linhagem Shirota YIT). Outro grupo de pesquisadores avaliou o efeito do L. acidophilus
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NCFM (1010UFC/dia) em 48 mulheres com diabetes tipo 2, durante o mesmo periodo, nao
obtendo melhora, ou seja o quadro de resisténcia a insulina foi preservado (ANDREASEN;
LARSEN; SKOVSGAARD; et al., 2010).

Os relatos sobre a melhora no perfil glicémico envolvendo L. plantarum sao
escassos na literatura. Kim e colaboradores (2012) estudou o efeito da ingestao, por 25 dias,
de um extrato obtido de um produto fermentado a base de ginseng com L. plantarum KCCM
11322 (10" UFC), em ratos diabéticos; obtendo como resultado uma melhora da intolerdncia a
glicose e a insulina. Porém estudos indicam que o ginseng possui substancias anti-

hiperglicemiante.

6.2.5 Marcadores Laboratoriais de Doengas Cardiovasculares

6.2.5.1 Homocisteina

Durante o periodo de 90 dias ocorreu reducao significativa na concentracao
plasmatica de homocisteina no grupo tratado com a bebida fermentada (p= 0,02). Nenhuma
alteracdo significativa foi verificada no grupo controle (p> 0,05). Houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p<0,05)

O nivel plasmatico de homocisteina ¢ influenciado pela alimentacdo. A
ingestdo de actcar e gorduras estd associada com aumento na concentragdo, enquanto que o
consumo de leite, vegetais e frutas estd associado com uma reducdo. Isso se deve ao fato de
que esses alimentos sdao uma fonte moderada de folatos (SYBESMA; STARRENBURG;
TIJSSELING; et al., 2003; KONSTANTINOVA; VOLLSET; BERSTAD, et al., 2007). Sabe-
se que o consumo de folatos esta associado a reducdo de homocisteina (CHMURZYNSKA;
MALINOWSKA; RAJEWSKA; et al., 2012).

O folato ¢ um fator chave para o metabolismo da homocisteina. Funciona
como um cofator para a metionina sintetase, enzima que atua convertendo a homocisteina em
metionina. Assim, uma dieta pobre em folato pode resultar em acumulo de homocisteina no
sangue (BLOM; SMULDERS, 2011).

Produtos lacteos fornecem de 20 a 50ug de folato por litro. Quando o leite ¢
fermentado essa quantidade aumenta para 110pg. Esse acréscimo estd diretamente
relacionado com a acao de bactérias lacticas (SYBESMA; STARRENBURG; TIJSSELING;
et al., 2003).
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Algumas bactérias lacticas do género Lactococcus, Leuconostoc e
Streptococcus sao capazes de biossintetizar folato. Dentre o género Lactobacillus, apenas o L.
plantarum possui essa atividade (LIN; YOUNG, 2000; SYBESMA; STARRENBURG;
TIJISSELING, 2003, NOR; MOHAMAD; FOO, et al. 2010).

6.2.5.2 Gama glutamil transferase (GGT)

A reducdo de GGT foi verificada tanto no grupo que ingeriu a bebida
fermentada (p=0,018) quanto no grupo controle (p=0,036). Nao havendo diferenca
significativa entre os tratamentos (p>0,05).

Estudos que relatam a interferéncia de probioticos e/ou leite fermentado na
concentracdo plasmatica de GGT sdo escassos na literatura. Kirpich e colaboradores (2008)
verificaram uma reducdo dos niveis de GGT apés 5 dias de suplementagdo com
Bifidobacterium bifdum (10° UFC) e L. plantarum (10® UFC), em um estudo realizado com
66 mulheres dependentes de alcool. Wakita (2010) e colaboradores acompanharam um grupo
de 23 consumidores de bebidas alcodlicas, por 56 dias, obtendo redu¢do de GGT no final do

tratamento por ingestdo L. brevis (10'° UFC).

6.2.5.3 Acido trico

Nao houve redugdo significativa de acido urico (p > 0,05), nos dois grupos

avaliados, tdo pouco houve diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05).

6.3 PARAMETROS IMUNOLOGICOS

Para avalia¢dao dos parametros imunoldgicos foram dosados os teores de IL-
6, TNF o, adiponectina e leptina. Houve reducdo significativa de IL-6 tanto no grupo que
ingeriu a bebida fermentada (p= 0,002) quanto no que ingeriu a bebida sem fermentar (p=
0,03). Nao havendo diferenga significativa entre os tratamentos (p>0,05). Redugdo de
adiponectina (p= 0,011) também foi verificada no grupo que ingeriu a bebida fermentada.

Para os demais parametros ndo foi encontrada alteragao significativa (p> 0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Resultado da analise estatistica dos pardmetros imunoldgicos

Grupo do lette nio fermentado Grupo do lette fermentado
(n=12) (n=12)
Parimetro T0 T90 p T0 T90 p
782 10,0 534 154
IL-6 0,032 0,002
(24.0-118.7) (5.2 - 60.0) (20.4-1219)  (7.8-30.1)
924 2.0 0.175 98.4 95,7 0.622
INE-a (56.7-120,5)  (2.0-589) (73.1-1209) (2.0-1118) =
Adi 11 >0 +0 0,365 32 3.1 0,011
Adiponectina 365 .
P (4.4-95) (4.2-8.5) (3.2 -8.9) (2.3-4.3)
: 228 441 235 272
Leptina 0,123 0,970
(19.0-31.1)  (22.4-53.4) (18.7-404) (23.9-428)

Texte de Wilcoxon. Os dados sdo expressos como mediana (25%- 75%). IL-6: Interleucina - 6;
a: Fator de necrose tumoral o

Niveis elevados de IL-6 estdo relacionados com a resisténcia a insulina.
Essa substancia atua fosforilando os receptores de insulina no musculo esquelético,
diminuindo sua captacdo e aumentando a concentragdo de glicose no sangue (MAGGIO;
GURALNIK; LONGO, et al., 2006).

Estudos em roedores mostraram resultados distintos em quatro semanas de
tratamento para duas linhagens de lactobacilos. A administragdo de L. acidophilus nao
apresentou reducdo significativa (ANDREASEN; LARSEN; SKOVSGAARD; et al., 2010)
enquanto que a ingestao de L. gasseri resultou em uma redugdo significativa dos niveis de IL-
6 (SATO; UZU; YOSHIDA; et al., 2008).

A adiponectina possui ag¢dao protetora. Baixos teores sdo associados a
obesidade e resisténcia a insulina (KO; SO; TONG; et al., 2010; ELISHA; KARELIS;
IMBEAULT; LHORET, 2010).

Estudos com leite fermentado contendo L. gasseri apresentaram diferentes
resultados em ratos e humanos. Sato e colaboradores (2008) avaliou adiponectina em ratos,
nao encontrando aumento significativo apds 4 semanas de tratamento, Kakota e colaboradores
(2010) estudou o comportamento dessa citocina em 45 humanos obesos. Apds 12 semanas de
tratamento foi relatado um aumento de adiponectina e redugdo da gordura abdominal no
grupo tratado com L. gasseri em relagdo ao grupo controle.

O tempo de tratamento do leite fermentado com L. plantarum foi o mesmo
de Kakota e colaborados, porém ndo ocorreu reducdo significativa da circunferéncia
abdominal e IMC e houve reducdo de adiponectina. Sabe-se que a concentracdo sérica €

inversamente proporcional ao tecido adiposo visceral (HERMDORFF; MONTEIRO, 2004).
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Nao houve redugdo significativa (p> 0,05) dos teores de a nos voluntarios
tratados com o L. plantarum durante as 12 semanas de tratamento. Axling e colaboradores
(2012) estudaram a agdo desse probidtico (associado a cha verde em pd) em camundongos
sobre o o durante 22 semanas. Analises feitas no tempo de 11 semanas ndo apresentou
reducdo significativa, s6 podendo ser verificada no final das 22 semanas. Roedores
suplementados apenas com o probidtico ndo apresentaram reducdo de marcadores
inflamatorios. Outro estudo, também em camundongos, conseguiu resultados positivos em 8
semanas utilizando uma mistura de bactérias probidticas (bifidobacteria, lactobacilli e S.
thermophilus) (MA; HUA; LI, 2008).
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7 CONCLUSAO

Houve reduc¢do significativa dos indices de glicose, homocisteina, colesterol
total, GGT, IL-6 e uma tendéncia de reducdo de LDL-c nos individuos com SM, tratados por
90 dias, com o leite fermentado; indicando ag@o positiva do Lactobacillus plantarum sobre os
mesmos.

Redugdes de colesterol total, LDL-c, GGT e IL-6 também foram observadas
no grupo que ingeriu o leite ndo fermentado.

Os dois tratamentos foram capazes de apresentar efeitos benéficos nos
fatores de risco cardiovasculares associados a SM em humanos. Novos estudos deverdo ser
realizados incluindo um grupo controle sem qualquer intervencdo para avaliar a ingestdo

alimentar.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Universidade Estadual de Londrina
Regisiro CONEP 268

Parecer CEP/UEL: | 324/2011 ‘
CAAE: 0280.0.268000-11
Processo: 31065/201 1_;;___‘_
Folha de Rosto: 463879 ] )
" ! Pesquisador{a}: ' ‘Lucia Helena da Silva Migiiorénza --------
Unidade/Orgao: 'CCA - Programa de Mestrado em Ciéncia de Alimentos
Prezado(a) Senhor{a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Esftadual de Londrina” (Registro CONEP 288) — de acordo com as
orientaces da Resoclugao 196/96 do Consetho Nacional de Satde/MS & Resolugbes
Compiemeantares, avaliou o projeto:

“EFEITO DA INGESTAO DE LEITE FERM ENTADO CONTENDO LACTOBACILLUS
PLANTARUM SOBRE POCRTADORES DE SINDROME METABOLICA.”

Situacio do Projeto: Aprovado

informamos que devera ser camunicada, por escrito, qualguer modificagio que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL refatério
final da pesquisa.

Londrina, 24 de novembro de 2011,

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelii
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina
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ANEXO III

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa:
“Efeito da ingestio de leite fermentado contendo Lactobacillus plantarum sobre

portadores de sindrome metabdlica.”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a parficipar da pesquisa “Efeito da ingestio de leite
fermentado contende Lactobacillus plantarum sobre portadores de sindrome
metabélica”, realizada na Universidade Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa &
avaliar a influéncia da ingestéo de leite fermentado contendo Lactobacilius plantarum sobre
a dislipidemia, hiperglicemia, obesidade e hipertensdo em pacientes humanos, portadores
de sindrome metabdlica. A sua participacdo € muito importante e ela se daria através da
ingestdo do leite fermentado contendo L. plantarum por um periodo de trés meses e da
coleta de sangue para avaliagdo dos pardmetros cbhservados (as amostras de sangue serdo
coletadas na Unidade Basica de Salde do seu Bairro, por um profissional treinado e com
experiéncia na area. As coletas serdo realizadas uma vez por mes durante um periodo de 3
meses. Gostariamos de esclarecer que sua participacao € totalmente voluntaria, podendo
voCé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acamete
qualquer dnus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacgdes serao
utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

(Apds as andlises as amostras de sangue serao devidamente descartadas).

Os beneficios esperados sdo: reducdo do colesterol total, triglicerideos e LDL, reducdo da
circunferéncia abdominal e da pressao arterial e melhora no quadro glicémico.

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

Caso vocé tenha dividas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar
(Fabiola Malaga Barreto, Rua Bernardo Saydo, 296 Londrina, 9956-7818,
ffabiolamb@hotmail.com), ou procurar o Comité de Efica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n® 60, ou no
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telefone 33712490, Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo
uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, __ de de 2011.

Pesquisador Responsavel

, tendo sido devidamente esclarecido sobre os
procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita

acima.

Assinatura (ou impressado dactiloscopica):
Data:
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