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SANTOS, Douglas Xavier dos. Avaliacdo de individuos com sindrome
metabdlica, antes e apds ingestdao de leite fermentado com Lactobacillus
plantarum-Lp 115. 2012. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina. 2012.

RESUMO

O Lactobacillus plantarum ainda nédo é considerado um micro-organismo probidtico
pela legislacao brasileira, e tampouco € encontrado comumente em produtos lacteos
fermentados. Entretanto, na Europa e nos Estados Unidos essa alegacdo €
consolidada e muitos trabalhos confirmam os beneficios promovidos por este micro-
organismo. Atualmente o interesse tem sido focado sobre o impacto dessas
bactérias acido-lacticas sobre o metabolismo dos parametros clinicos relacionados
com a sindrome metabdlica. O objetivo deste trabalho foi avaliar as condi¢cdes de
crescimento de L. plantarum -Lp 115 na producéo de um leite fermentado e distribui-
lo para 37 pacientes voluntarios com sindrome metabdlica durante um periodo de 06
semanas de ingestdo. Os metabolitos de interesse foram avalidos através de
exames sanguineos. O leite fermentado foi preparado com adi¢cdo de inoculo (10%
p/v), leite em pdé desnatado reconstituido (10% p/v), acucar refinado (8% p/v),
esterilizado (121°C/15 minutos), incubado a 37°C por 40 horas. Os sujeitos foram
divididos em grupo de suplementacdo (leite fermentado) e placebo (leite
esterilizado). Foram realizadas afericbes da presséo arterial e dos parametros
antropometricos, além da coleta de amostras sanguineas antes e ap0s o periodo de
intervencdo com a bebida fermentada para medida dos marcadores bioquimicos e
inflamatorios. Os resultados foram submetidos ao testes Qui-quadrado, Mann-
Whitney e Wilcoxon (p<0,05). Observou-se que os niveis de acido urico, glicemia,
homocisteina, colesterol-HDL, leucécitos, triacilglicerideos, proteina c—reativa,
aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase, além dos parametros
antropometricos e pressao arterial ndo apresentaram diferenca significativa. Por
outro lado, a administracédo de leite fermentado influenciou significativamente a
elevacdo o numero de hemoglobina (p<0,01) e colesterol total. Entretanto, o leite
esterilizado distribuido para o grupo placebo apresentou diferenca significativa nas
concentracdes de colesterol total (p<0,01), colesterol-LDL (p<0,01), colesterol-HDL e
insulina. Portanto, conclui-se que, a elevacdo dos niveis de hemoglobina foi o Gnico
efeito benéfico promovido pela porcéo diaria de 3,2x10°UFC/mL de L. plantarum -Lp
115 no periodo administrado. O periodo de 06 semanas de intervencdo nao foi
suficiente para que o leite fermentado promovesse efeitos estatisticamente
significativos sobre os outros parametros avaliados.

Palavras-chaves: Acido rico. Glicemia. Homocisteina. Colesterol-HDL.
Leucdcitos. Triacilglicerideos. Proteina c-reativa. Aspartato
aminotransferase. Alanina aminotransferase.



SANTOS, Douglas Xavier dos Santos. Evaluation of patients with metabolic
syndrome before and after ingestion of fermented milk with Lactobacillus
plantarum-Lp 115. 2012. 104 p. Dissertation (M.Sc Food Science)-University of
Londrina. 2012.

ABSTRACT

Lactobacillus plantarum is still not considered a probiotic micro-organism by brazilian
legislation, and it is nhot commonly found in fermented dairy products. However, in
Europe and in the United States that claim is established and many studies confirm
the benefits promoted by this species. Currently, interest has been focused on the
impact of these lactic acid bacteria about the metabolism and influence in clinical
parameters related to metabolic syndrome. The objective of this study was to
evaluate the conditions for growth of L. plantarum — Lp 115 in the production of a
fermented milk drink and distribute it to 37 volunteer patients with metabolic
syndrome during a period of 06 weeks intake. The metabolites of interest were
evaluated through blood tests. The fermented milk was prepared with addition of
inoculum (10%w/v), reconstituted nonfat dry milk (10%w/v), refined sugar (8%w/v),
sterilized (121°C/15 minutes), incubated at 37°C by 40 hours. The subjects were
divided in groups of supplementation (fermented milk) and placebo (sterilized milk).
Were performed measurements of blood pressure and anthropometric parameters, in
addition to the collection of blood samples before and after the intervention period
with the fermented beverage for measurement of biochemical inflammatory markers.
The results were analyzed by Chi-square, Mann-Whitney and Wilcoxon (p<0.05). It
was observed that the levels of uric acid, glycemia, homocysteine, HDL-cholesterol,
leukocytes, triacilglycerides, C-reactive protein, aspartate aminotransferase and
alanine aminotransferase, beyond anthropometric and blood pressure parameters
showed no significant difference. On the other hand, administration of fermented milk
significantly influenced the elevation the number of hemoglobin (p<0.01) and total
cholesterol. However, sterilized milk distributed to the placebo group showed a
significant difference in the concentrations of total cholesterol (p<0.01), LDL-
cholesterol (p<0.01), HDL-cholesterol and insulin.

Therefore, we conclude that, the increase of hemoglobin levels was the only effect
beneficial promoted by the daily portion of 3,2x10UFC/mL of L. plantarum -Lp 115
administered in the period. The periodo of 06 weeks of intervention was not sufficient
that fermented milk promote effects statistically significant on other parameters
evaluated.

KEYWORDS: Uric acid. Glycemia. Homocysteine. HDL-cholesterol. Leukocytes.
Triacilglycerides. C-reactive protein. Aspartate aminotransferase.
Alanine aminotransferase.
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1. INTRODUCAO

O fato de camponeses bulgaros em 1900 terem sua expectativa de vida
prolongada foi considerado consequencia do grande consumo de leite fermentado,
incentivando a pesquisa de produtos com probidticos, uma classe importante de
alimentos com micro-organismos benéficos. Os probiéticos mais comumente
estudados e utilizados como suplemento em alimentos pertencem aos géneros

Lactobacillus e Bifidobacterium.

Para a escolha de probiéticos para a fabricacdo de um produto alimenticio
Sa0 necessarios rigorosos critérios de selegcdo do micro-organismo e este nao deve
apresentar patogenicidade, deve ser Gram-positivo, produtor de &cido, acido
resistente, promoverem a exclusao competitiva, resistir a bile e ser viavel/estavel. As
bactérias probibticas devem sobreviver a todas as condicoes estressantes durante o
processo de digestdo e chegarem vivas ao intestino delgado ou célon, formando um
complexo sistema ecolégico que promovera bem-estar e saude ao hospedeiro.

Estudos apontam que esses micro-organismos utilizam metabdlitos
antimicrobianos como acido lactico, acético e propibnico, sintetizados apoés a
fermentacdo dos substratos, para interferirem no desenvolvimento dos micro-

organismos putrefativos no trato gastrintestinal.

As culturas probidticas com boas propriedades tecnolégicas devem
apresentar boa multiplicacdo no alimento, promoverem propriedades sensoriais
adequadas no produto e serem estaveis e viaveis durante armazenamento. Desta
forma, podem ser manipuladas e incorporadas em produtos alimenticios sem perder
a viabilidade e a funcionalidade, resultando em produtos com textura e aroma
adequados.

Dentre os micro-organismos probiéticos, destacam-se as bactérias acido-
laticas do género Lactobacillus, que se caracterizam por serem Gram-positivas, nao
formadoras de esporos, anaerdbicas ou aerdbicas facultativas, cocos ou bastonetes,
produtoras de acido lactico como produto resultante da fermentacao de carboidratos.

Alguns experimentos conduzidos com animais de laboratério tém

demonstrado existir impacto dessas bactérias acido-lacticas sobre o metabolismo de
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colesterol e sua posterior influéncia sobre os niveis de colesterol plasmatico. Altos
niveis desse colesterol sdo apontados como um dos fatores responsaveis pela
formacao de ateroma e associados a ocorréncia de doencgas coronarias. Pesquisas
confirmam que os Lactobacillus possuem grande potencial hipocolesterolémico em

camundongos e suinos, apds a suplementacdao com leite fermentado.

Os L. plantarum sao bactérias presentes em alimentos fermentados como
missd e em varios queijos. Algumas cepas desse micro-organismo apresentaram
potencial em reduzir o colesterol in vitro, e pesquisas recentes apontam que estes
sao responsaveis pelo efeito hipocolesterolémico e hepatoprotetor em ratos. Outros
estudos relatam que a suplementacdo com células mortas de L. plantarum
aumentou ligeiramente os niveis de colesterol HDL e ndo modificou os niveis dos

outros lipideos.

Assim, tornou-se relevante a realizacdo de uma pesquisa sobre os possiveis
efeitos benéficos da cultura probiética de L. plantarum-Lp 115. O trabalho foi
desenvolvido nos laboratérios do DCTA (Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) e do DPACT (Departamento de Patologia, Analises Clinicas e
Toxicologicas) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), PR, e objetivou avaliar
a influéncia do consumo de leite fermentado contendo L. plantarum —Lp 115 sobre a
saude de 37 pacientes voluntarios, diagnosticados com sindrome metabdlica (SM),
divididos em dois grupos, suplementacdo e placebo, durante um periodo de 06
semanas de ingestao, através de exames sanguineos. Os exames ocorreram antes
e apos o periodo de intervencdo por meio da avaliacido da pressao arterial,

parametros antropomeétricos, marcadores bioquimicos e inflamatoérios.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Conceito de probiéticos

No inicio do século XX, o bacteriologista russo llya Metchnikoff, observou
gue os camponeses bulgaros tinham uma vida média de 87 anos. Diante deste fato,
ele investigou os efeitos benéficos das bactérias laticas presentes no leite
fermentado e atribuiu esta longevidade ao uso habitual de leite fermentado na dieta
(HUGHES; HOOVER, 1995; LOURENS-HATTING; VILJOEN, 2001).

Diante das observagdes realizadas por Metchnikoff, outros estudiosos
sugeriram mais pesquisas sobre os beneficios das bactérias laticas e assim foi
demonstrada a influencia positiva de algumas espécies de lactobacilos sobre o trato
gastrintestinal. Hoje, estes micro-organismos sao classificados como probiético
(VASILJEVIC; SHAH, 2008). A palavra probidtico € um termo derivado da lingua
grega que significa “para a vida” (FULLER, 1992). Considerando essa idéia, a
Organizacdo Mundial da Saude define os probidticos como micro-organismos vivos
que, administrados em quantidade adequada, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Diante disso, inumeros artigos cientificos ressaltam sua importancia na
ciéncia e tecnologia de alimentos, devido a suas caracteristicas funcionais, como
Oliveira et al. (2002); Komatsu, Buriti e Saad, (2008); Coolbear et al. (2008).

A maior parte das pesquisas aponta que esses micro-organismos colonizam
o trato gastrintestinal pela adesdo nas células epiteliais da parede intestinal em
quantidade suficiente para realizarem a colonizagdo, apds sobreviverem as
condigbes estressantes derivadas dos sais biliares e enzimas especificas excretadas
pelo processo digestivo (ARAGON-ALEGRO et al., 2007; SALMINEN; WHIGHT;
OUWEHAND, 2004).

Dentre as fungdes atribuidas as bactérias acido-laticas pode-se citar: (i)
acidificacdo do meio pela producdo de &cido lactico, dando inicio a atividade
antimicrobiana e preservacdo do produto; (ii) modificacdo das propriedades
sensoriais pela producdo de compostos volateis e polissacarideos extracelulares; (iii)

liberacdo de aminoéacidos e vitaminas, que elevam o valor nutricional do produto; (iv)
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promovem reducdo dos niveis de colesterol sérico e propriedades profilaticas ao
cancer (PARVEZ et al., 2006).

2.2 Critérios de selecao de probiéticos

Estudos apontam que os principais parametros influenciados pelos
probidticos nos alimentos sdo o melhoramento ou manutengcdo das propriedades
tecnoldgicas nos produtos, sem a perda da viabilidade e funcionalidade dos micro-
organismos implementados (SAARELA et al., 2000).

As caracteristicas destes micro-organismos devem diferencia-los dos
demais, tornando-os assim o0s Unicos que executam funcdes especificas apds a
ingestao. Diante destes fatores, as principais caracteristicas dos probioticos sao: i)
resisténcia as condi¢des desfavoraveis durante e apds sua colonizacado nas células
epiteliais intestinais; ii) estimulacdo direta ou indireta do sistema imunolégico iii)
metabolismo do colesterol e lactose; iv) elevacao da absorcao de calcio; v) sintese
de vitaminas; vi) ndo devem apresentar patogenicidade; vii) producdo de &acido
organicos de cadeia curta; (viii) especificidade ao hospedeiro; ix) promover exclusao
competitiva na microbiota intestinal; x) aderéncia e colonizacdo da mucosa intestinal
e xi) ser viavel/estavel (FULLER, 1992; BRIZUELA et al., 2001; PARVEZ et al.,
2006).

Além disso, o desempenho tecnoldgico esperado para elaboracdo de
produtos alimenticios com qualidade é um fator importante para a selecdo e
administracdo das culturas probidticas. As propriedades sensoriais apresentadas
pelo produto séo influenciadas diretamente pelo seu desenvolvimento e estabilidade
durante o seu armazenamento. Desta forma, a aplicacdo dos probiéticos, pode
resultar em alimentos com boa textura e aroma, sem perder a viabilidade e a
funcionalidade (OLIVEIRA et al., 2002).

2.3 Lactobacillus

No inicio do século passado, Ernst Moro isolou pela primeira vez os micro-
organismos do género Lactobacillus, a partir das fezes de lactentes alimentados com

leite materno. ApOs a realizagdo desse experimento, esse pesquisador atribuiu-lhes
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o nome de Bacillus acidophilus, designacao genérica dos lactobacilos intestinais
(ITSARANUWAT; HAL-HADDAD; ROBINSON, 2003).

Segundo Lee e Salminen (2009), as bactérias do género Lactobacillus sao
definidas morfologicamente como Gram-positivas, ndo formadoras de esporos,
anaerodbicas, acidoduricas, homofermentativas ou heterofermentativas, possuindo
uma complexa necessidade nutricional (carboidratos, aminoacidos, peptideos,
acidos graxos, sais, acidos nucléicos e vitaminas).

Algumas revisdbes sobre este género sdao amplamente encontradas na
literatura, com informagdes sobre a natureza e aplicacdo de muitas espécies em
alimentos industriais processados. Estudos apontam que muitas linhagens dos
Lactobacillus séao tolerantes aos acidos do processo digestivo, além de sintetizarem
acido lactico espontaneamente, através de fontes de carboidratos como silagem e
vegetais (SALMINEN; WRIGHT; OUWEHAND, 2004).

Dentre as principais caracteristicas dos Lactobacillus estao a producao de a-
galactosidase (EC 3.2.1.22) e a B-galactosidase (EC 3.2.1.23) responsaveis pela
hidrélise de oligossacarideos e polissacarideos que possuem grupos a-galactosil ou
B-D-galactopiranosideos, respectivamente. A a-galactosidase é sintetizada
especialmente pelos L. acidophilus, L. delbrueckii e L. fermentum, para hidrélise de
oligossacarideos como a rafinose e a amilose de leguminosas, reduzindo a

sensagao de desconforto intestinal e flatuléncia (ALAZZEH et al., 2009).

Estudos apontam que as bactérias do género Lactobacillus apresentam
genes responsaveis pela resisténcia a antimicrobianos como o cloranfenicol,
eritromicina, estreptomicina, tetraciclina e vancomicina conforme as observagdes de
Bacha, Mehari e Ashenafi (2010). A transferéncia destes genes ocorre pela
reproducdo assexuada, por meio de troca de plasmideos entre as células
bacterianas.

2.4 Aplicacoes e viabilidade de probioticos em produtos lacteos

O estilo de vida contemporaneo € considerado para o desenvolvimento de

novos produtos alimenticios. Dessa forma, a busca por produtos atrativos e mais
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saudaveis, tornou-se um desafio para a industria de alimentos (KOMATSU; BURITI;
SAAD, 2008). Assim, o0s investimentos em pesquisas resultam em novos
ingredientes, em que as propriedades tecnoldgicas das macromoléculas alimentares
sdo modificadas, objetivando a elaboracdo de produtos que promovam melhorias na
qualidade de vida dos consumidores.

Vasiljevic e Shah (2008), destacam as condicbes especificas em que 0s
probidticos devam se desenvolver, garantindo a viabilidade, de modo que exergcam
suas propriedades funcionais. Em todas as etapas envolvidas no processamento, a
viabilidade e atividade das culturas probiéticas podem ser afetadas em fungédo da
disponibilidade de nutrientes, pelos promotores e inibidores de crescimento, pela
concentracdo de acgucares, oxigénio dissolvido e permeacgédo de oxigénio através de
embalagens (especialmente para Bifidobacterium spp.), pelo nivel de inoculacdo, e
tempo de fermentacao. Os L. acidophilus possui a capacidade de resistir a pH 3,72 —
7,74, que permite sobreviver as mudangas de pH e adquirir estabilidade em
condicoes acidas (SHAH, 2000).

A producéo de leite fermentado com adicao de Bifidobacterium bifidum BBl e
Lactobacillus acidophilus LAl é um grande desafio técnico, uma vez que, o leite nao
€ o melhor meio para a multiplicacdo dessas espécies (VINDEROLA et al., 2000;
OSTLIE; TREIMO; NARVHUS, 2005). Diante disto, a incorporacdao de
micronutrientes, como peptideos, aminoacidos e outros fatores que influenciam a
taxa de desenvolvimento, podem promover a viabilidade da cultura pela redugédo do
tempo de fermentacédo (KLAVER, et al., 1993).

De acordo com Ong, Henrikssonb e Shah (2006), a concentracdo de acido
acético manteve-se elevada durante todo o periodo de maturagdo, enquanto a
concentracao de acido latico elevou-se apenas no primeiro més, devido a presenca
de lactose residual. Entretanto, ndo foi observada diferenga significativa na
composicao de sal, gordura, umidade e proteinas nos queijos. Estes pesquisadores
sugerem ainda que a sintese de protedlises secundarias contribuiu para a elevagao

da concentracao de aminoacidos livres.

A viabilidade de uma célula probiotica & fundamental para sua aplicagao em
qualquer processo industrial. Diversas pesquisas sao realizadas para a garantia da
integridade da cultura mantendo suas caracteristicas morfolégicas, e dentre as



20

técnicas mais empregadas atualmente encontra-se o processo de liofilizacao.
Entretanto, a sobrevivéncia da célula pode ser comprometida pelas lesdes
estruturais e fisiologicas, influenciadas pela concentracdo inicial das células,
reidratacdo, espécie e tamanho celular (ZARATE; NADER-MACIAS, 2006; OTERO;
ESPECHE; NADER-MACIAS, 2007). Diante disso, inimeros artigos cientificos
ressaltam a importancia da microencapsulagdes de células probidticas para a
ciéncia e tecnologia de alimentos, devido a suas caracteristicas desejaveis, como
Komatsu; Buriti; Saad, (2008); Heidebach; Forst; Kulozik, (2008); Tymczyszyn et al.
(2011).

2.5 Efeitos dos probioticos na salude e seus mecanismos de acao

Durante as ultimas décadas, os probi6ticos estao atraindo a atencao especial
pelas propriedades nutritivas e nutracéuticas. Varias pesquisas sdo desenvolvidas
em todos os continentes visando esclarecer os mecanismos de ag¢ao dos probidticos
no organismo humano (MIMURA et al., 2004; OLIVARES et al., 2006; SHAH, 2007;
SENOK; ISMAEEL; BOTTA, 2005; VASILJEVIC; SHAH 2008). Atualmente, a
literatura traz grandes progressos e consideravel empenho na organizagdo de
estudos sobre a acdo das bactérias probibticas, por meio de ensaios
cuidadosamente planejados, aleatorizados e controlados por placebo. Assim, as
possiveis suposi¢cdes podem ser cientificamente comprovadas.

Os efeitos benéficos dos probidticos sdo conferidos por cepas-especificas, e
nao somente por espécies ou géneros-especificos. Diante disso, as cepas de L.
rhamnosus GG (Valio), Saccharomyces cerevisiae Boulardii (Biocodex), L. casei
Shirota (Yakult), e Bifidobacterium animalis Bb-12 (Chr. Hansen) apresentam efeitos
comprovados a saude humana, estando relacionados ao combate a ma absorcédo da
lactose, diarréia associada ao uso de antibidticos, controle da colite induzida por
rotavirus e por Clostridium difficile (PLAYNE; BENNET; SMITHERS, 2003; SHAH,
2007).

Os micro-organismos probidticos também utilizam outros mecanismos de
acao. Dentre estes incluem a producdo de compostos antimicrobianos, competi¢ao
por nutrientes, exclusdo competitiva e modulagdo do sistema imunolégico
(ZOUMPOPOULOWU et al., 2008).



21

2.5.1 Atividade antimicrobiana e controle de infeccoes intestinais

As bactérias acido-laticas tais como Lactobacillus spp. sao produtoras de
diversos agentes antimicrobianos (bacteriocinas) responsaveis pelo tratamento e
prevencoes de varias doencas infecciosas provocadas por micro-organismos
patogénicos (SPINLER, 2008), além de exercerem fungdes fundamentais na
producdo de nutrientes, protegdo contra micro-organismos patogénicos e
degradacao de compostos xenobibticos (compostos quimicos estranhos ao sistema
biolégico) (CUEVA et al., 2010).

Evidéncias demonstram que a fermentacdo do glicerol em condicoes
anaerodbicas, os L. reuteri promovem a sintese de um composto antimicrobiano
conhecido como (3 — hidroxipropionaldeido (3-HPA). Este agente apresenta um
amplo espectro contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e

protozoarios, devido ao seu grande potencial terapéutico (SPINLER, 2008).

Além disso, as culturas lacticas de L. plantarum, L. rhamnosus, B. infantis
apresentam a maior atividade antimicrobiana (TIMMERMAN et al.,, 2007). Estes
pesquisadores sugerem que os L. salivarius podem promover a inibicado de bolores
especificos como Candida albicans e C. glabrata quando atuam em conjunto com
culturas probidticas.

As bacteriocinas agem na membrana plasméatica e atuam permeabilizando
as membranas de células sensiveis por meio da formagcao de poros, 0 que causa
desbalanceamento iénico e fluxo de ions fosfato. A conseqiiéncia da formagéao de
poros € a dissipacao da forca protdnica (FPM), que esta envolvida diretamente com
a sintese de ATP, fosforilacdo de proteinas, sintese e rotacdo dos flagelos,
transporte de proteinas, entre outros. Com a dissipag¢ao da forca protbnica, 98,9%
de ATP é hidrolisado, na tentativa de manutencao da mesma. O transporte ativo de
aminoacidos cessa e 0s aminodacidos de reserva sao liberados da célula pelos poros
formados. Esse distarbio primario talvez gere outras desordens como lise celular. No
entanto, estudos mostram que as bacteriocinas adicionadas durante o
processamento podem ser degradadas no estdmago e intestino humano e, portanto,
apresentam poucas possibilidades de atuarem beneficamente na saude do
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hospedeiro (BRUNO; MONTVILLE, 1993; GARCERA et al., 1993; REID; KIM;
KOHLER, 2006).

Pesquisadores afirmam que o mecanismo de “exclusdo competitiva” é a
principal forma de colonizagdo da microbiota intestinal pelos probiéticos. Dessa
forma, estes micro-organismos alteram o meio onde estao fixados pela sintese de
acidos graxos de cadeia curta, reduzindo a aderéncia dos sitios epiteliais da mucosa
intestinal. Assim, o desenvolvimento dos micro-organismos putrefativos sera
desfavorecido na mucosa intestinal, influenciando diretamente no controle do
namero das unidades formadoras de colénia durante a competicdo por nutrientes
e/ou da producao de compostos antimicrobianos (KAUR; CHOPRA; SAINI, 2002;
GUARNER; MALAGELADA, 2003).

A exclusao de patdgenos pela resisténcia a colonizacdo da mucosa intestinal
e do aparelho geniturinario do hospedeiro € uma das propriedades mais desejadas
para 0s micro-organismos benéficos e sua suplementagdo tornou-se uma terapia
segura para a prevencao de diarréias e disturbios gastrintestinais (LAHTEINEN et
al., 2010).

2.5.2 Prevencao de doenca inflamatoria intestinal

As doencas inflamatérias intestinais sdo caracterizadas por um conjunto de
sintomas caracteristicos das doencas de origem alimentar, que incluem dores
abdominais, diarréia e sangramento com muco, podendo promover ulceragao e
estreitamento anormal do trato gastrointestinal (HANAUER, 2006). Diante destes
fatos, Kelly e Reiff (2010) sugerem que a etiologia envolve uma interagdo complexa
entre o sistema imunoldgico, meio ambiente, gendétipo do hospedeiro e

principalmente a microbiota entérica.

Ha evidéncias sobre os danos aos tecidos e inflamagbes crbnicas
promovidas pelas bactérias patogénicas presentes na regiao intestinal, entretanto, o
fluxo intestinal e o tratamento com antibidticos sdo duas alternativas viaveis para
reducdo das lesdes (GEIER; BUTLER; HOWETH, 2007; HORMANNSPPERGER;
HALLER, 2010).
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Os probidticos apresentam mecanismos de acao na prevencao das doencas
inflamatérias intestinais resultantes da modulacdo do sistema imune. Estudos
demonstram que os L. rhamnosus GG modulam o sistema imune por meio da
reducao da secrecao de IL-8 induzida por TNF-a (ZHANG et al., 2005). Diante
disso, os L. reuteri estimulam a elevagao dos niveis de NGF (Fator de Crescimento
do Neural) e inibem a secrecao de IL-8 (MA; FORSYTHE; BIENENSTOCK, 2004).

2.5.3 Prevencao e reducao dos sintomas de diarréia

Segundo Pereg et al. (2005), existem poucos estudos que avaliam os
beneficios do consumo dos probibticos aplicados na dieta de uma populacado adulta
e saudavel. Dentre estes estudos, destacam-se as pesquisas realizadas por Raizel
et al. (2011); Vandenplas et al. (2011) e Kahn; Fuentes; Villarroel (2009). Entretanto,
as condicbes gastrintestinais promovidas pelos probiéticos, ainda continuam sendo
um assunto digno de investigacao cientifica, pois existem alguns relatérios
abrangentes publicados em relagdo a eficiéncia desses micro-organismos sobre a
constipacéao, gastrenterite e infecgdes do trato geniturinario (GIRALT et al., 2008).

Diversos estudos avaliaram a influéncia dos probiéticos em ensaios clinicos,
em que houve reducdo de risco de diarréias associadas aos antibidticos, diarréia dos
viajantes e diarréia aguda. Em um estudo realizado por Sazawal et al. (2006),
ocorreu uma queda de 57% do risco de diarréia aguda entre as criangas e 26% entre
os adultos apés a ingestao continuada de culturas de Saccharomyces boulardii, L.
rhamnosus GG, L. acidophilus e L. bulgaricus. Estes pesquisadores demonstraram
que as cepas avaliadas apresentaram efeitos similares quando empregadas
individualmente e em conjunto. Szajewska, Ruszczynskki e Radzikowski (2006),
reforcaram estes argumentos apds realizarem um experimento com administracao
de probidticos na dieta de um determinado grupo de criancas, em que apdés um
periodo de 2 meses de suplementacao, apenas 4,5% dos individuos desenvolveram
0s sintomas da doenga.

Existem na literatura resultados em paises em desenvolvimento que
apontam reducgdes significativas dos indices de diarréia dos viajantes quando o0s
individuos sdo suplementados diariamente com L. rhamnosus GG (HERBERT,
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1999). Existem medicamentos (antibiéticos) que abrandam os sintomas da diarréia,
por meio do controle dos micro-organismos infectantes aderidos nas mucosas
intestinais. Porém, esses agentes antimicrobianos também possuem efeitos

colaterais, como a diarréia associada a antibiético.

Apesar da existéncia de diversos trabalhos na literatura sobre as
propriedades funcionais dos probi6ticos, 0s mecanismos de acao sobre a reducéo e

alivio dos sintomas da diarréia permanecem sem elucidacao completa.

2.5.4 Efeito hipocolesterolémico

O colesterol - LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade) € um fator importante
para elevacao dos riscos de doenca cardiovasculares (SIMONS; AMANSEC,;
CONWAY, 2006; NGUYEN; KANG; LEE, 2007). Segundo ATAIE-JAFARI (2009), a
hipercolesterolémia foi relatado a mais de 15 anos na sociedade iraniana
abrangendo cerca de 11,1% da populagéo. A redugdo em 1% pode reduzir o risco
do surgimento de doencas cardiacas coronarias em 2 e até 3% (ZHANG et al., 2007,
JEUN et al., 2010).

Outras observacdes foram realizadas no estudo de Sridevi, Vishwe e
Prabhune (2009), onde a ingestao de probibticos contribuiu para a assimilacao do
colesterol pela sintese de hidrolases de sais biliares. Estas enzimas especificas
liberam as moléculas de colesterol em maior quantidade pela via fecal. O efeito é
potencializado pela ma solubilizagdo dos lipidios que limitam a sua absorcédo no
intestino (BEGLEY; HILL; GAHAN, 2006; NGUYEN; KANG; LEE, 2007).

Além disso, estes micro-organismos podem reduzir o colesterol através da
sintese de acidos graxos de cadeia curta como foi observado em uma pesquisa
realizada por Liong e Shah (2006). Estes pesquisadores avaliaram a reducdo do
nivel de colesterol sérico como consequéncia da alteracao do metabolismo lipidico

em fungao da presenca de acidos graxos de cadeia curta.

Estudos realizados com voluntarios de um grupo de pesquisa, envolvendo
suplementacao de dieta com L. reuteri CRL 1098, resultaram na queda de 40% dos



25

niveis de triacilglicerideos e elevacao de 20% na proporcao de colesterol - LDL
através da translocacgao bacteriana da microbiota nativa (TARANTO et al., 1998). Em
contrapartida, Losada e Olleros (2002) administraram Lactobacillus sp. na dieta de
individuos durante 03 meses e obtiveram como resultado uma significativa reducao
nas taxas de colesterol. Avaliou-se nesse experimento um ligeiro aumento do
colesterol-HDL. Entretanto, ndo foi observado nenhuma variagdo nos indices de

triacilglicerol.

2.6 Sindrome metabdlica

A SM é um termo sugerido pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) em
1998 para relacionar de uma forma universal, os fatores que favorecem o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (FRANCO et al.,, 2009), como
inflamacgdes cronicas e disfungdes endotelial (BAHIA et al., 2006). Estes fatores sédo
mais acentuados com a elevacdo da expectativa de vida, justificando a grande
preocupacao do sistema de saude publica (SIQUEIRA et al., 2006). Além disso, a
SM tem sido tema de inUmeros debates e discussdes na literatura, relacionando
uma série de fatores como indices antropométricos, dislipidemias aterogénicas,
hipertesao arterial e hiperglicemia (MANNA; DAMIANI; SETIAN, 2006; NABIPOUR et
al., 2007).

Estudos apontam que a SM esta relacionada com a predisposicao genética
para hipertensao arterial, e a vida sedentaria com os problemas ambientais como
estresse psico-social e ma alimentacdao (LOPES, 2005). Além disso, este
pesquisador concluiu que esta interacdo promove elevacao da resisténcia a insulina

nos individuos pré-dispostos geneticamente.

Segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensdo (2005), a elevagdao dos
niveis de mortalidade resultante dos problemas cardiovasculares é uma realidade
presente em diversos paises desenvolvidos e, recentemente, em paises em
desenvolvimento. Evidéncias sugerem que a mortalidade ocasionada por doencgas
cardiovasculares se elevam quandos os individuos pertencem ao grupo de pessoas
com SM (ESPOSITO; GIUGLIANO, 2004).
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Diante disso, as funcdes fisiolégicas importantes na regulacao de anormalias
€ 0S mecanismos subjacentes a SM, ainda ndo foram completamente elucidados,
mas a fisiopatologia da SM vem sendo estudada por pesquisadores que
desenvolvem estratégias eficientes que identificam e contribuem para prevencao de
futuros riscos, inerentes aos problemas cardiacos (LAFORTUNA et al., 2008).

Embora muitos paises asiaticos estejam atravessando rapidas mudancas
sécio-econdmicas, existem poucas pesquisas que relacionam o impacto da
repentina mudanca do estilo de vida da populacdo ao surgimento de doencas
influenciadas pela SM, em um continente em franca espansao politica (ZAHID;
CLAUSSEN; HUSSAIN, 2008). Segundo Punzalan et al. (2004), a mudanca do estilo
de vida, ganho de peso, sedentarismos e péssima alimentagao, ja eram os principais
responsaveis pela mortalidade entre os filipinos adultos por doencas
cardiovasculares. Entretanto, a prevencao da SM desde a infancia, por meio de uma
dieta adequada e a pratica regular de atividade fisica, pode melhorar a qualidade e
aumentar a expectativa de vida da populacdo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HIPERTENSAO, 2004). A SM vem sendo relacionada com a elevagao dos niveis de
outros parametros como insulina, resisténcia a insulina, citocinas, homocisteina,
proteina c-reativa e &cido Urico (LOPES, 2005; PEREZ, 2005; CARVALHEIRA;
SAAD, 2006; SOUZA et al., 2008).

Os produtos lacteos promovem efeitos benéficos a saude dos consumidores,
afetando beneficamente a sensibilidade a insulina, reduzindo a pressao arterial e 0s
niveis séricos de lipideos (PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2007).

Estudos demonstram que a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias pelo
tecido adiposo estd relacionada com o desenvolvimento da aterosclerose e
variagdes metabdlicas (ESPOSITO; GIUGLIANO, 2004). Ja Ritchie e Connell (2007)
associaram a modificacdo do equilibrio normal das adipocinas com a elevacao do

acumulo da gordura visceral que induzem um estado pré-inflamatério.

Além disso, em um estudo realizado por Fruchart et al. (2004), evidenciou
que o nivel de concentragcdao de homocisteina pode ser um fator de risco adicional
independente para o surgimento doencas cardiovasculares.
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Outros estudos revelam que os elevados niveis de insulina plasmatica e/ou
aumento da resisténcia a insulina em individuos nao-diabéticos estdo diretamente
associados aos parametros clinicos envolvidos na SM e distarbios hemodinanicos
(BONORA et al., 2008). Dessa forma, uma analise univariada relacionou os niveis
de leucdcitos com os parametros clinicos relacionados com a SM, resisténcia a
insulina, tabagismos, alcoolismo e sedentarismo (TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et
al., 2000).

2.6.1 Hiperglicemia

A hiperglicemia & um fator de risco independente para o surgimento de
doenca arterial coronariana (GRUNDY, 1998), estando incluido como um dos
critérios da identificacdo de individuos com SM junto com a hipertensao arterial e
parametros antropométricos (MISRA; VIKRAM, 2007). Além disso, a SM é
apresentada em diversos estudos como um bom preditor do risco de diabete tipo 2,
independente da base genética (AMINI; JANGHORBANI, 2009). Segundo Cook et
al. (2008), a Associacdo Americana de Diabetes (AAD) recomendou, em funcao da
elevacao dos riscos de desenvolvimento de diabete melitus tipo 2 e doencas
cardiovasculares, uma modificagdo do nivel maximo da concentracdo de glicemia

em jejum de 110mg/dL para 100mg/dL.

Estudos recentes demonstram que a suplementacdo de frutose € uma
alternativa viavel para a substituicado da sacarose na dieta dos consumidores, pois
este acucar redutor ndo agravou os indicadores relacionados com SM (SUN et al.,
2011). Assim, os probidticos tem se mostrado uma alternativa muito promisora em
relacdo a reducao dos niveis de glicemia entre os consumidores (MOROTI et al.,
2009).

Dentre estes eventos, um experimento realizado com 499 voluntarios nipo-
estadunidenses nao diabéticos, sugeriu que os mecanismos relacionados com a
hiperglicemia e a hipertensdo s&o independentes da adiposidade central ou
resisténcia a insulina (BOYKO et al., 2010). Além disso, a glicemia e os parametros

antropométricos foram utilizados em uma avaliagdo canadense com adolescentes
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multiétinicos, como indicadores para uma possivel deteccao precoce da presenca de
SM, bem como o seu impacto ao longo dos anos neste grupo (VUKSAN et al.,
2010).

2.6.2 Circunferéncia abdominal

Evidencias sugerem que a obesidade é uma doenca crdnica e epidemica,
que resultou em elevada taxa de morbilidade e mortalidade nas ultimas décadas em
todos os paises (OLIVEIRA et al., 2004). Dessa forma, este resultado demonstra a
importancia da reducdo da CA em relacdo ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e metabolicas (RITCHIE; CONNELL, 2007).

Outro estudo realizado com individuos nipo-brasileiros apontou que o estilo
de vida cotidiana no Brasil contribuiu para a elevacédo da CA entre os voluntarios nao
obesos (LERARIO et al., 2002). Diante disso, estes pesquisadores concluiram que
esta pesquisa foi um estudo prospectivo sobre a morbilidade e mortalidade

cardiovascular em uma comunidade estabelecida no pais.

Evidéncias demonstram que a melhor avaliagdo da concentracéo de gordura
na regiao abdominal € a afericdo do ponto médio entre o Ultimo arco costal e a
cristaliaca que apresentaram associacdo com as alteragdes metabdlicas do que a
relacao cintura-quadril (OLIVEIRA et al., 2004).

Recente estudo realizado com a populacao residente em Fukuoka no Japao,
pesquisadores locais investigaram a associagdo da circunferéncia abdominal e o
IMC em relacdo com a concentragdo de hemoglobina (YOSHIDA et al., 2009). Os
resultados apontaram um aumento significativo da circunferéncia abdominal e o IMC
foi associado a elevagao dos niveis de hemoglobina dos voluntarios recrutados.

2.6.3 Pressao arterial

A hipertensdo arterial € um dos principais parametros da SM que esta
diretamente relacionada com a elevacao da taxa de morbilidade e mortalidade,
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principalmente com a ocorrencia de acidente vascular encefalico, entre a populagéo
obesa e diabética do tipo 2 (FRANCO et al., 2009). Além disso, a hipertensao arterial
€ a doenca com maior prevaléncia entre a populagdo adulta brasileira de ambos os
sexos e frequentemente encontrada entre os individuos com SM, sendo considerada
uma das principais causas de morbidade entre esta populacdo adulta (SALAROLI et
al., 2007).

Além disso, estudos evidenciam a importancia da atividade fisica sobre a
pressao arterial de individuos diabéticos tipo 2, através de exercicios aerobicos e de
resisténcia que conferem melhoria de outros parametros relacionados a SM
(MORAIS et al., 2011).

Dados recentes encontrados na literatura apontaram que 51,8% dos
voluntarios selecionados para uma pesquisa apresentavam quadro de obesidade,
sendo que aproximadamente 25% destes individuos possuiam uma pressao sistélica
e diastolica em torno de 140 e 90 mmHg, respectivamente (BONORA et al., 2008).
Além disso, um levantamento de dados ocorrido na regidao central da China com um
grupo com SM, mostrou que 56,3% dos homens e 40,1% das mulheres deste grupo
sofriam de hipertensédo arterial (WANG et al., 2009).

Além disso, os desequilibrios fisiolégicos e as disfungdes endoteliais sdo
resultantes da obesidade visceral, que contribui para a elevacdo dos riscos
cardiovasculares e metabdlicos que podem ser agravados pela dislipidemia,
hipertensao arterial e tabagismo (RITCHIE; CONNELL, 2007).

Estudos envolvendo micro-organismos probiéticos tém sido conduzidos e os
resultados sdo diversos. Uma pesquisa realizada com voluntarios saudaveis que
possuiam constipacao e diarréia revelou que nao houve diferenca significativa entre
as pressoes sistélica e diastdlica apés o consumo diario de iogurtes contendo L.
plantarum SN35N ou L. plantarum SN13T durante as 6 semanas de suplementacao
(HIGASHIKAWA et al.,, 2010). Resultados semelhantes foram encontrados por
Burton et. (2011), quando avaliaram a influéncia do saché St. salivarius K12 sobre a
reducao das pressoes arteriais sistélica e diastolica de voluntarios saudaveis durante
28 dias de pesquisa e concluiram que os efeitos promovidos pelo micro-organismo
nao se diferenciou significativamente em relacdo ao grupo placebo. Entretanto, em

um estudo anterior realizado por Jauhiainen et al. (2005) com voluntarios
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hipertensos, relataram que os efeitos do consumo diario de leite fermentado
contendo 17,5% de tripeptideos bioativos e L. helveticus LBK-16H apresentaram
reducao da pressao arterial ap6s 14 semanas.

Em contrapartida, outros pesquisadores concluiram que a ingestao por meio
de uma bebida contendo L. reuteri SD2112 por individuos infectados por HIV (virus
da imunodeficiéncia humana) influenciou apenas reducdo da pressao arterial
diastélica dentre os parametros avaliados durante as 3 semanas de experimento
(WOLF et al., 1998).

2.6.4 Colesterol-HDL

O surgimento de uma doencga cardiovascular mais aterogénica em individuos
com SM se deve a um quadro de dislipidemia, caracterizada pela elevacdo dos
niveis de triacilglicerideos e reducao do colesterol-HDL (SIQUEIRA et al., 2006).
Estudos recentes demonstram que a prevalencia da SM em uma populacdo nao
caucasiana pode promover um maior risco de desenvolvimento de diabetes melitus
tipo 2, enquanto que a aterosclerose € mais frequente em individuos caucasianos
(LONGO-MBENZA et al., 2011).

Evidencias surgerem que niveis reduzidos de colesterol-HDL e a prevaléncia
da pressao arterial sistdlica estdo constantemente diagnosticadas entre os
individuos de ambos os sexos com SM (MENOTTI et al., 2011). Além disso,
Punzalan et al. (2004) relataram que os filipinos apresentam menores niveis de
colesterol-HDL em relagdo ao diagnosticado em outro estudo realizado entre 1998 e
1999, cuja média foi de 30mg/dL. Dados semelhantes foram encontrados em um
estudo composto por individuos com SM que se recuperavam de uma doenca
arterial coronariana (YAMASHITA et al., 2004) e entre voluntarios do sexo feminino
que haviam sido selecionados em uma pesquisa sobre a prevaléncia da SM
(SALAROLI et al., 2007).

Diante desses dados, a SM mostrou-se como um preditivo muito importante
para a prevencao de doencas cardiovasculares, em uma pequena comunidade
italiana (MORAIS et al., 2011). Porém, estes pesquisadores concluiram que somente
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a concentracdo de colesterol-HDL e a afericdo da pressao arterial nao
demonstraram nenhuma precisdo no diagnostico da SM.

Diante destes fatos, alguns pesquisadores enfatizam que a reducédo do
colesterol-LDL e o aumento do colesterol-HDL estdo diretamente associados com a
reducdo do risco de uma doencga cardiovascular, o que significa que a variagao
simultanea das fracdes pode se utilizada para o tratamento de pessoas com SM
(ZHAO et al., 2009).

2.6.5 Hipertrigliceridemia

A hipertrigliceridemia € outro critério da SM que esta diretamente
relacionada com eventos coronarianos agudos (LOMBO et al., 2006). Esta alteracéao
ocorre simultaneamente com a sintese hepatica de colesterol-VLDL (lipoproteina de

baixissima densidade).

Uma pesquisa realizada por Cardona et al. (2008) evidenciou que dentre os
principais parametros que influenciam o surgimento da hipertrigliceridemia, a
sobrecarga de gordura contribui para que o estresse oxidativo elevasse ainda mais
0s niveis séricos de triacilglicerideos entre os individuos com SM.

Além disso, inUmeras pesquisas ressaltam a influéncia dos probidticos em
funcéo da reducao dos niveis de triacilglicerideos, como Minelli et al. (2004); Ertanto
et al. (2009); Larkin; Astheimer; Price (2009).
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3. JUSTIFICATIVAS

Atualmente, muito se sabe sobre os beneficios de micro-organismos
probidticos sobre o organismo humano e animal, entretanto, informacdes a respeito
dos efeitos benéficos promovidos por estes micro-organismos sobre os parametros
que caracterizam a sindrome metabdlica ainda nao foram totalmente esclarecidos.
Nao se tem até o momento, nenhum estudo avaliando o tempo e a dosagem
necessaria para que a ingestao de leite fermentado contendo L. plantarum possa
promover efeitos benéficos sobre a saude de individuos com sindrome metabdlica.
Portanto, a necessidade de um aprofundamento e conhecimento destes dados
torna-se um alvo de investigacao bastante atraente.

Um fator de interesse em se tratando de uma bactéria acido-lactica esta
relacionado a melhora dos parametros metabdlicos e inflamatérios que séao
exercidos sobre o0 organismo alvo. Uma série de efeitos benéficos tem sido atribuida
aos L. plantarum, mas a maioria dos resultados ainda esta restrita a experimentos

com animais e poucos estudos foram realizados com humanos.

Desse modo, torna-se relevante a realizacdo de uma pesquisa sobre os
possiveis efeitos benéficos das culturas de L. plantarum sobre a saude dos
voluntarios com SM. O que pode contribuir de maneira significativa ao entendimento

do desempenho desde micro-organismos no organismo humano.



33

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacao com L. plantarum — Lp 115 em varios

parametros clinicos e laboratoriais em pacientes com sindrome metabdlica no inicio

e apds 6 semanas de intervencao.

4.1. Objetivos especificos

a)

b)

f)

Realizar medidas de presséao arterial, antropométrica e avaliar os marcadores
de lesao hepatica: pressao arterial sistélica e diastélica, indice de massa
corporal, circunferéncia abdomial, alanina aminotransferase e aspartato

aminotransferase dos sujeitos da pesquisa;
Avaliar as variagdes do perfil lipidico: colesterol total e fragcdes, triacilglicerois;

Realizar analises dos paradmetros hematolégicos: contagem total de
leucécitos e concentracdo de hemoglobina;

Avaliar as variagdes do perfil glicémico: glicemia e insulina de jejum;

Realizar analises sobre os parametros bioquimicos e inflamatérios: &cido

urico, homocisteina e proteina c-reativa;

Todas as avaliacbes serdo observadas no inicio e apdés 6 semanas de
intervencao, além da comparacao com um grupo placebo.
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5. METODOLOGIA

5.1. Material e métodos

5.1.1 Ativacao da cultura de L. plantarum e producao dos inéculos

5.1.1.1 Cinética de crescimento

Para a determinacao do periodo de incubagéo do L. plantarum, foi realizado
um estudo preliminar, onde se investigou o comportamento da espécie, nas
condicbes de incubagdo mais adequadas. A cinética de crescimento dos L.
plantarum — Lp 115 foi calculada de acordo com os modelos propostos por
MARTINEZ-VILLALUENG e GOMEZ (2007), em funcao da velocidade especifica de

crescimento (1) e do tempo de geracéo (tg):

Velocidade especifica de crescimento (p1)=(logio X2 — log10X1)/(t2-t1) (1)
Tempo de geracao=In(2/p) (2)
Onde:

LogioX2 e LogioXs = Contagem de células viaveis em UFC/mL (Logaritimo)

t> e t1 = Tempo de fermentacdo durante a fase exponencial (horas)

A linhagem de L. plantarum —Lp 115 foi fornecida pela empresa Danisco. Os
micro-organismos foram ativados em leite desnatado reconstituido. Durante o
preparo dos indculos, adicionou-se acucar refinado (Unido, 8% p/v) ao leite em pé
desnatado (Molico, 10% p/v) em tubos tipo Falcons, volume de 50mL que foram
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esterilizados a 121°C/15 minutos (Figura 1). Em seguida, a cultura foi inoculada e

incubada a 37°C durante 6 horas.

Leite em pd desnatado
(10% phv)

Esterilizacao

Tubo tipo Falcon

(121°C/15 minutos)

Lactobacilus
plantarum —Lp 115

N Incubac&o
(37°C/6 horas)

Acucar refinado
(8% piv)

Figura 1. Fluxograma da producéo dos inéculos empregados na formulagédo do leite fermentado.

5.1.2 Producéao das Bebidas lacteas

5.1.2.1 Producao do leite esterilizado para o Grupo Placebo

O leite esterilizado foi produzido (Figura 2) com adicdo de leite em pd

desnatado (Molico, Aracatuba, 10% p/v) e acucar refinado (8% p/v) no frasco

graduado (Boeco, Germany) esterilizado (121°C/15 minutos).

Leite em pd desnatado
(10% p/v)

h 4

Frasco graduado

Acucar refinado
(8% p/v)

(121°C/15 minutos)

Esterilizacdo

Figura 2. Fluxograma da producéo do leite esterilizado distribuido para o grupo placebo.
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5.1.2.2 Producao do leite fermentado para o Grupo de Suplementacao

O leite fermentado foi produzido de acordo com as determinagdes da
legislacdo vigente (Ministério da Agricultura e do Abastecimento, regulamento: N.°
36, de 31 de outubro de 2000 e Anvisa, Abril de 2008), contendo uma dosagem em
torno de 3,2x10'° UFC/mL de L. plantarum - Lp 115.

Esta bebida foi elaborada com adicdo do leite em pd desnatado (Molico,
10% p/v) e acucar refinado (Acucar, 8% p/v) em um frasco graduado (Boeco),
esterilizado (121°C/15 minutos). O inéculo (10% v/v) foi adicionado e incubado a
37°C por 40 horas (Figura 3).

Indculo (10% viv)

h

Esterilizacdo Incubag&o
(121°C15 minutos) EhEsco/oraduado *| (37°C/40 horas)

Leite em pd desnatado
(10% piv)

Frasco graduado

Aclcar refinado
(8% piv)

Figura 3. Fluxograma da producéo do leite fermentado distribuido para o grupo de suplementagéo.

5.1.3 Envase e armazenamento

Envasou-se manualmente 80mL de ambas as bebidas em embalagem de
plastico (109-SL, Inplavel, Joinville) previamente esterilizada (121 °C/15 minutos). As
embalagens foram tampadas com tampas rosqueaveis (Pilfer 28, Inplavel, Joinville),
(Figura 4). E em seguida os lotes foram estocados em camera fria a 4°C, em caixas
de plastico, devidamente codificadas, para distribuicdo junto aos grupos
determinados para receber o leite fermentado ou leite esterilizado (placebo).
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5.1.4 Analises microbioldgicas e fisico-quimicas

A determinacdo da viabilidade de L. plantarum em UFC/mL no produto,
ocorreu através de diluicbes seriadas em 0,1% (p/v) de agua peptonada (Oxoid,
Cambridge, UK) e plaguedas em agar MRS (de Man Rogosa e Sharpe, Difco,
Diadema, Brasil) pour-plate em jarra de anaerobiose (Probac. Sdo Paulo) a 37°C por
48h. As contagens de bolores e leveduras (agar batata dextrose, Himidia, Mumbai,
india) e a determinagao de coliformes a 35°C e 45°C (caldo verde brilhante, Himidia,
Mumbai, india), foram realizados conforme determina a legislagdo (Ministério da
agricultura e do abastecimento, regulamento: N.? 36, de 31 de outubro de 2000 e
Anvisa, Abril de 2008), além de medidas de acidez (Hidroxido de sédio 0,1N,
Nuclear) e pH (HI223, Hanna instruments, EUA) de acordo com a Association of
Official Analytical Chemist — AOAC (1999).

Leite esterilizado Leite fermentado Embalagens de plastico
{Frasco graduado) {Frasco graduado) (Frascos e tampas)
¥
Adic&o de acido citrico (0,01% viv) e < Esterilizac&o
aromatizante de baunilha (0,05% w/v) (121°C/15 minutos)

|

Envase das bebidas em
embalagens de plastico

|

Fechamento das embalagens de
plastico com tampas rosqueaveis

Estocagem na
camera fria (4°C)

Figura 4. Fluxograma de envase e estocagem do leite fermentado e esterilizado.
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5.1.5 Distribuicao das bebidas aos voluntarios da pesquisa

Medidas preventivas foram adotadas durante a distribuicdo dos produtos
entre os voluntarios, como a montagem de um kit contendo 7 embalagens de leite
fermentado ou leite esterilizado durante o periodo de envase das bebidas. As
embalagens foram acondicionadas em uma embalagem secundaria (bobina para
Freezer) e lacradas com o auxilio de uma gravata. Os nomes de cada voluntario
foram fixados no kit através de uma etiqueta. Dessa forma, os kits foram
acondicionados em uma caixa de isopor e entregues a cada voluntario em seus
respectivos locais de trabalhos. Estes voluntarios foram orientados a estocarem
seus kits em um refrigerador que se encontrasse no local de trabalho até o fim do
expediente.

Durante a coleta da primeira amostra sanguinea (antes do periodo ingestao
das bebidas) foi entregue uma orientacao para cada voluntario (Anexo 1) sobre a
forma como o produto deveria se consumido e armazenado até a entrega do

proximo kit, além informagdes adicionais.

5.2 Sujeitos e métodos

5.2.1. Selecao dos sujeitos da pesquisa

Essa parte da pesquisa foi conduzida nos laboratoérios do Centro de Ciéncias
da Salde e apés aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, da Universidade Estadual de Londrina (Anexo Il) (Protocolo CEP
209/2011). Foram convidados a participar da pesquisa todos os servidores da
Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil com indicagdo para sindrome
metabdlica (Anexo Ill). Dentre os convidados, quarenta e trés funcionarios (n=43)
aceitaram participar da pesquisa e preencheram os requisitos de participacdo. Antes
de iniciar o estudo, os pacientes foram aleatoriamente designados para o grupo
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placebo (n=21) ou grupo de suplementagao (n=22) apds a estratificacdo por idade e
indice de massa corporal (IMC). Porém, houve desisténcia de 5 voluntarios durante

o periodo de intervencao.
Critérios de inclusao adotados para a selecao dos participantes:

As medidas antropométricas e os parametros laboratoriais foram avaliados
no inicio do estudo e ap6s o periodo de intervencao, conforme os critérios definidos
pelo Adult Treatment Panel Il (ATP lll). Segundo as diretrizes do ATP lll, pelo
menos trés das cinco seguintes caracteristicas devem ser confirmadas: 1) A
obesidade abdominal: circunferéncia da cintura = 88 cm para a mulher e = 102 cm
para o homem; 2) hipertrigliceridemia 2150 mg/dL; 3 ) Os baixos niveis de colesterol
HDL <50mg/dL para a mulher e <40 mg/dL para o homem; 4) A pressao arterial
elevada: 2130/85mmHg e 5) de glicose de jejum elevada 2100 mg/dL (GRUNDY et
al., 2004).

Todos os individuos participaram voluntariamente da pesquisa e a conducao
do estudo obedeceu as normas estabelecidas pelo Comité de Etica. O termo de
consentimento livre e esclarecido foi apresentado e assinado por todos os

participantes.

A principal motivacdo estava relacionada com a ingestdo de uma terapia
nao-farmacoldgica, agradavel sensorialmente e que ndo possuia efeitos colaterais. A
distribuicao das mulheres p6s-menopausicas foi semelhante entre os grupos (dados
ndao mostrados). Os funcionarios portadores de doencas da tiredide, renais,
hepaticas, gastrointestinais ou oncolégicas, medicados com hipolipemiantes,
hiperglicemiantes e em terapia de reposicao de estrogénio ndo foram selecionados.
Os pacientes que estavam sendo medicados com anti-hipertensivos nao foram
excluidos da selecédo e foram autorizados a continuar a consumir a mesma dose da
droga. Nenhum dos individuos seguiu uma dieta especifica antes do inicio e durante
a ingestao de leite fermentado.

Os participantes foram orientados a manterem suas dietas habituais,
prevendo a possivel ingestao de bebidas com teor alcodlico, mantendo os niveis de
atividades fisicas, ou outros estilos de vida durante todo o periodo de intervencao.
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5.2.2 Delineamento experimental

Os pacientes do grupo placebo (n=20) e grupo de suplementacéo (n=17)
foram avaliados no inicio do estudo e ap6s o periodo de administracdo e foram
submetidos a puncao venosa para coleta de amostras sanguineas. Tal procedimento
aconteceu duas vezes, a primeira antes do inicio do periodo de ingestdo do
suplemento e a segunda, ap6s as 06 semanas do experimento, e as coletas foram

realizadas no Dasc (Divisdo de Assisténcia a Saude da Comunidade).

O grupo placebo consumiu leite esterilizado, enquanto que o grupo de
suplementacdo consumiu uma dosagem de leite fermentado contendo
aproximadamente 3,2x10'° UFC/mL de L. plantarum. Ambos os grupos consumiram
80mL diarios durante 06 semanas de intervencdo. As bebidas poderiam se
consumidas em qualquer periodo do dia. Entrevistas foram realizadas para garantir
que nenhuma mudanca no estilo de vida dos voluntarios durante o estudo. A nocao
de placebo traz implicita a idéia de que €& possivel separar os mecanismos
psicolégicos sobre os biolégicos, mesmo reconhecendo a influéncia destes
mecanismos e associando-se ao conjunto de procedimentos que envolvem uma
relacdo de orientacao e prescricdo com o voluntario de possiveis efeitos principais
ou colaterais do composto avaliado (HERBERT; GAUDIANO, 2005; ROCHA; DEL
PRETTE; DEL PRETTE, 2008).

5.2.3 Medidas antropométricas e de pressao arterial

As medidas antropométricas e a pressao arterial de cada voluntario foram
anotadas em uma ficha de avaliagdo (Anexo IV) A CA foi medida com uma fita suave
em pé no meio do caminho assuntos entre costela e a crista iliaca, e a média dessas
medidas foi utilizada na analise, segundo Pickering et al. (2005). Os participantes
permaneceram sentados por pelo menos 5 minutos em uma cadeira com apoio para
as costas e com os pés no chao. A pressao arterial foi aferida por uma Unica pessoa,
que foi devidamente treinada. Foram seguidas as Recomendacbes do Relatério do



41

Sétimo do Comité Misto Nacional de Prevencéo, Deteccéo, Avaliagdo e Tratamento
da Hipertensao Arterial (CHOBANIAN et al. 2003).

5.2.4 Analises laboratoriais

Amostras de sangue foram coletadas apds jejum de 12 horas, enviadas
para andlises laboratoriais: indice glicémico, colesterol total (CT), lipoproteina de alta
densidade (colesterol-HDL), lipoproteina de baixa densidade (colesterol-LDL),
triglicérides (TG), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), e acido urico. Empregou-se um auto-analisador bioquimico (Dade Dimension
AR Dade Behring, Deerfield, IL, EUA), utilizando kits Dade Behring®. Os niveis de
insulina plasmatica foram determinados por quimioluminescéncia (ARCHITECT®,
Abbott Laboratory, Abbot Park, IL, EUA). O coeficiente de variagcao (CV) inter e intra-
ensaio para os exames foi <10%. O indice de resisténcia a insulina e homocisteina
foram determinadas pelo HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment-Insulin
resistance) e calculado de acordo com a férmula: HOMA-IR = insulina jejum (uU/mL)
X glicose jejum (mmol/L)/22,5 (CHOBANIAN et al. 2003). A proteina c-reativa de alta
sensibilidade (hs-PCR) foi determinada por nefelometria (Behring Nephelometer II,
Dade Behring, Marburg, Alemanha). A determinacdo da hemoglobina e a contagem
total de leucdcitos foi realizada utilizando o equipamento ADVIA® 120 Hematology
System.

5.3 Analise estatistica

A distribuicdo de géneros, etnia e medicamentos de hipertensdo foram
analisados pelo teste qui-quadrado. O teste Mann-Whitney foi realizado para
comparar as diferencas entre os parametros de grupo e as diferengcas entre os
grupos de tratamento (mudancgas inter-grupo), enquanto que o Wilcoxon foi utilizado
para verificar combinacdo de pares e alteracdes da linha de base (mudanca intra-
grupo). Os dados sdo apresentados como mediana (25%-75%) e o nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05. Para realizagdo da estatistica e plotagem
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das figuras utilizou-se os programas Graph Pad Prism versdo 3.0 e o Microsoft
Office Excel 2003, respectivamente.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Monitoramento da producao do leite fermentado

6.1.1 Tempo de geracao do L. plantarum - Lp 115 no inéculo

O tempo de geracéao (tg) € o periodo em que uma célula necessita para se
dividir durante a fase exponencial de seu ciclo de vida. Durante a fase exponencial
da curva de desenvolvimento do L. plantarum - Lp 115, no inéculo, a velocidade
especifica de crescimento (Umax) € 0 tg foram de 4,74h™ e 0,42h, respectivamente. A
curva do tg, representada pela Figura 5, apresentou um coeficiente de determinacao
(R?) de 79,65%, indicando um bom ajuste dos dados e desenvolvimento da
regressao.
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Figura 5. Crescimento do L. plantarum-Lp 115 durante a fase exponencial da produgao do inéculo.
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Tabela 1. Equacdes da velocidade especifica de crescimento (u) e tempo de
geracao (tg) de L. plantarum - Lp 115 no indculo.

Equacobes

H inoculo = (10910 6.10° — log1o 2,95.10%)/(3-1) = 9,48/2 = 4,74h™ (3)
tg inoculo = |n (2/4,74) = 0,42h (4)

A sensibilidade aos acidos organicos e a presenca de oxigénio, na presenca
de lactose e rafinose, contribuiu para um tg do B. bifidum em torno de 3h
(MARTINEZ-VILLALUENG; GOMEZ, 2007). Outro experimento realizado com
iogurte evidenciou que a protocooperacao entre o St. thermophillus e o L. bulgaricus
contribuiu para que o tg do Lactobacillus atingisse 0,34h em 3 horas de bioprocesso
(TALON et al., 2002). O mesmo fendmeno foi reforcado por outros autores que
evidenciaram a reduc¢ao do tg do L. acidophilus de aproximadamente 1h para um
valor em torno de 0,5h, pela presenca do St. thermophilus durante a fermentacao do
iogurte (OLIVEIRA et al., 2011).

6.1.2 Avaliacao do crescimento do L. plantarum no inéculo e no leite
fermentado

6.1.2.1 Crescimento do L. plantarum no inéculo

Durante o periodo de monitoramento do indculo, a contagem inicial foi de
3,39x10® UFC/mL para 25,3x10® UFC/mL, apés 6 horas de fermentacao (Figura 6 e
Tabela 2). O final da fase exponencial levou aproximadamente 3 horas de incubacao
para que os L. plantarum —Lp 115 alcancasse uma contagem de 6x10% UFC/mL.

A contagem encontrada no in6culo foi superior a concentracao celular obtida
por Oliveira et al. (2002) encontraram contagem iniciais de 35x10°, 15x10°, 60x10° e
5x10°UFC/mL para indculos fermentados por St. thermophilus, L. bulgaricus, L.

acidophilus e L. rhamnosus, respectivamente.
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Além dos fatores citados anteriormente, a fermentacao do inéculo levou em
média 3 horas para atingir a concentracao celular maxima, enquanto que Viegas et
al. (2010) observaram um tempo superior para alcangar o maior desenvolvimento
dos L. acidophillus. Estudos demonstraram que a sacarose foi o substrato mais
consumido pelo L. plantarum, em comparacao a rafinose e estaquiose avaliados no
experimento (OUNIS et al., 2008). Deste modo, alguns autores enfatizam que L.
plantarum possui elevado numero de genes que codificam a capacidade de

adaptacao as diversas condicoes e substratos (VRIES et al., 2006).
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Figura 6. Crescimento de L. plantarum - Lp 115 em LDR 10% a 37°C.

Tabela 2. Modelagem da curva de crescimento e os coeficientes de determinacdes

do L. plantarum-Lp 115 no indculo e leite fermentado.

Equacbes
UFC/MLinscuio = -5E+08x2 + 3E+09x + 4E+08 R?=0,9533 (5)
UFC/MLisite fermentado = -655931x% + 3E+07x + 2E+08 R?=0,8852 (6)

6.1.2.2. Crescimento do L. plantarum no leite fermentado

O periodo de monitoramento da producédo do leite fermentado (Figura 7 e
Tabela 2) apresentou uma variagdo da concentracdo celular de 1,95x10% a 4x108
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UFC/mL em 40 horas de fermentacdo. Durante a fase exponencial os micro-
organismos levaram aproximadamente 20 horas de fermentagdo para atingirem
6,43x10® UFC/mL. Logo, a contagem de 4x102UFC/mL resultante do periodo de
fermentacdo foi superior a contagem minima recomendada de 1x10° UFC/mL
determinada pela legislagcédo vigente (ANVISA, 2008).
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Figura 7. Curva de desenvolvimento do L. plantarum-Lp 115 durante a produgéo do leite fermentado.

Entretanto, um experimento realizado por Talon et al. (2002) evidenciou uma
variacao de 1,5 ciclos logaritimos, na fase exponencial, durante o desenvolvimento
do L. bulgaricus, em 3 horas fermentacdo. A incorporacado de micronutrientes, como
peptidios e aminoacidos, e de outros fatores de crescimento pode ser necessaria
para reduzir o tempo de fermentacao e propiciar viabilidade as bactérias probibticas
(KLAVER; KINGMAN; WEERKAMP, 1993). Além disso, o desenvolvimento do L.
bulgaricus foi 2,3 vezes superior quando a fermentacado ocorreu em condi¢cdes de
anaerobiose (FU; MATHEWS, 1999).

Além disso, é possivel concluir que a temperatura e o tempo de fermentacao
influenciam na sintese de diferentes subprodutos durante o bioprocesso (OSTLIE;
TREIMO; NARVHUS, 2005).

O meio se torna desfavoravel com o passar do tempo, devido ao excesso de

metabdlitos sintetizados durante o periodo de fermentacdo. Porém, a presenca de
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citratos e fosfatos induz a um efeito tampao que impedird temporariamente a
variagdo do pH. No entanto, a acidificagdo € um fenémeno independente da
presenca de proétons livres no meio (AQUARONE et al., 2001). Em um estudo
realizado por Fu e Mathews (1999) relataram que a morte da celular probiética no
indculo ocorre como consequencia dos efeitos do pH e reducao da concentracao de
lactose.

6.1.3. Sintese de acido latico e variacao do pH

O comportamento da curva de sintese de acido latico no inéculo foi linear
enquanto que no leite fermentado foi quadratica durante toda fase de producao
(Tabela 3 e 4). Durante o preparo dos inéculos, os valores iniciais de pH e acido
latico foram 5,94 e 0,16% (Figuras 8 e 9), respectivamente. Apds o periodo de 6
horas de processo, a concentracao de acido lactico elevou-se para 0,30% e o pH
reduziu para 4,87. Comportamento semelhante foi encontrado no monitoramento da
producéo da bebida fermentada. Os valores encontrados de pH variaram de 6,02 a
4,76 e a concentracao de acido latico elevou de 0,35 para 0,71%.
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Figura 8. Sintese de acido latico e variagao do pH resultante da fermentacao do indculo.
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Tabela 3. Modelagem do pH, porcentagem de acido latico e os coeficientes de
determinacdes do L. plantarum-Lp 115 no inéculo.

Equacobes
QH =-0,1826x + 5,994 R2=0,9704 (7)
Acido latico %= 0,0241x + 0,164 R2=0,9522 (8)

Estudos demonstraram que um periodo de fermentacdo de 9 horas foi
suficiente para que a sintese de acidos organicos, metabolizados pelo L. plantarum,
influenciasse a reducao do pH do caldo de cana de 6,6 para 3,9 (GUPTA et al.,
2011). Estes pesquisadores ainda explanaram outros parametros importantes como
o periodo de fermentagdo, a concentracdo de sacarose e a auséncia de agitacao
durante o bioprocesso. Em um estudo in vitro, os L. plantarum demonstrou
apresentar uma elevada tolerancia a presenca do acido cloridrico (pH 2,0) (VRIES et
al., 2006).

Acido latico%

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (horas)

—e—pH —=— Acido latico %

Figura 9. Sintese de acido latico e variacao do pH resultante da fermentacéo do leite fermentado.

Estudos também apontam que o L. plantarum ATCC 21028 possui um
grande potencial de sintese de acido lactico, em um pH préximo a 5,5 durante um

periodo de 36 a 40 horas de bioprocesso. Entretanto, a concentracao de lactose no
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meio nao foi completamente esgotada apdés uma semana de fermentacdo (FU;

MATHEWS, 1999).

Tabela 4. Modelagem do pH, porcentagem de acido latico e os coeficiente de
determinacdes do L. plantarum-Lp 115 no leite fermentado.

Equacobes
pH = 0,0004x" - 0,0511x + 6,0585 R*=0,9816 (9)
Acido latico = 0,0002x? + 0,0012x + 0,3716 R?=0,9541 (10)

6.2 Avaliacao dos efeitos da ingestao de L. plantarum sobre as analises
laboratoriais

6.2.1 Acido urico

A administracao do leite fermentando contendo os L. plantarum-Lp 115 nao
foi suficiente para promover reducdes (p>0,05) nos niveis de acido Urico (Tabela 6)
dos sujeitos participantes da pesquisa (Tabela 5) nos tempos avaliados. Os valores
iniciais de acido urico encontrados no grupo de suplementacéo e placebo foram de
5,35 e 5,38 mg/dL, respectivamente. A diferenca encontrada de 0,56% néao
apresenta diferenga estatistica (p=0,7260) entre os grupos avaliados. No final do
periodo de suplementagédo, o desenvolvimento dos micro-organismos na microbiota
dos individuos nao foram suficiente (p>0,05) para influenciar os niveis de acido urico
durante as 6 semanas de administracdo. Os niveis de acido Urico do grupo de
suplementacao atingiu 5,82 mg/dL, enquanto que o grupo placebo reduziu para 5,26
mg/dL e a diferenca de 10,16% (p=0,1870) dos efeitos individuais ndo foram
suficiente para apresentar qualquer influéncia do L. plantarum-Lp 115 durante as
seis semanas de ingestao.

Além disso, uma pesquisa avaliou a capacidade de colonizacao intestinal de
5 cepas de L. casei e os possiveis efeitos benéficos sobre a saude de 25 ratos
durante 10 dias de administracdo de leite fermentado. Apdés o periodo de
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suplementacao os micro-organismos avaliados nao influenciaram os niveis de acido
arico (MINELLI et al., 2004). Em outro estudo, evidéncias sugerem que a
suplementacdo de leite fermentado por uma cultura binéria (L. GG e L. gasseri)
durante 10 semanas nao foi suficiente para apresentarem qualquer efeito
significativo sobre os niveis de acido urico entre os 40 voluntarios selecionados na
cidade japonesa de Kanagawa (KAWASE et al., 2009).

Tabela 5. Avaliacao dos parametros clinicos e dos marcadores de lesao hepatica
em pacientes com Sindrome Metabdlica submetidos ou ndo ao tratamento com L.
plantarum Lp-115.

Parametros Grupo placebo (n=20) Grupo de suplementagao (n=17) p
Género (M/F)? (13/7) (10/7) 0,5206
g:ﬂggz:zﬂg/”ao (10/10) (12/5) 0,3152
mgg:‘t’:r:gggt‘(’jge 3 (15,0) 4 (23,5) 0,6800
Idade (anos)® 49,0 (40,0-54,75) 49,0 (40,0-52.0) 0,6980
CA® 102,0 (96,0-106,0) 98,0 (91,0-118,0) 0,1947
IMC® 27,85 (26,38-30,34) 27,86 (25,49-30,80) 0,9062
PAS® 13,0 (11,0-14,0) 12,0 (11,0-13,0) 0,4307
PADP 8,0 (7,0-9,0) 8,0 (7,0-8,0) 0,2192
*AST (U/L)° 25,5 (21,25-36,25) 24,0 (18,50-43,50) 0,5418
*ALT (U/L)° 38,0 (34,0-45,0) 29,0 (28,5-56,0) 0,4466

Teste qui-quadrado®. Teste Mann-Whitneyb. Os dados sao expressos como mediana (25%-75%).
M/F: masculina/feminino; CA: Circunferencia abdominal; IMC: indice de massa corporal; PAS:
pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial dist6lica; AST: aspartato aminotransferase; ALT:
alanino aminotransferase. *Marcadores de lesdo hepética.

6.2.2 Homocisteina

Os niveis iniciais de homocisteina do grupo de suplementacdo foram de
13,36 umol/mL e apdés um periodo de 6 semanas de suplementacdo a quantidade
desta molécula chegou a 13,42 umol/mL (Tabela 6). Dessa forma, a variagdo de
0,44% (p=0,8129) nao representa nenhuma influéncia do consumo da bebida
fermentada sobre os niveis de homocisteina. O nivel inicial desta molécula no grupo

placebo foi de 15,12umol/mL e ao final do experimento a concentragdo reduziu para



51

14,92 umol/mL, ocorrendo uma queda de 1,34% (p=0,1978). Diante destes fatos,
nao houve diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo aos niveis de homocisteina
entre o grupo de suplementacao e placebo.

Quando as concentracbes de homocisteina de ambos os grupos avaliados
sdo comparadas entre si no inicio do experimento, existia uma diferenca de 11,64%
(p=0,3686) que indica que houve homogeneidade entre os grupos estudados, pois
essa variagdo nao apresentou diferenga significativa (p>0,05). Durante as seis
semanas de ingestao do leite fermentado, ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre as variagcbes ocorridas nos niveis de homocisteina de cada grupo
experimental. Ambos o0s grupos de suplementacdo e placebo apresentaram uma
pequena diferenca de 3,63% (p=0,4280), respectivamente. Durante o periodo de 6
semanas de intervengcdo com o leite fermentado os efeitos ocorridos nos niveis de
homocisteina ndo foram estatisticamente significativos para apresentarem efeitos

benéficos a saude dos individuos participantes.

Tabela 6. Avaliacdo dos parametros hematolédgicos, bioquimicos e inflamatério em
pacientes com Sindrome Metabdlica submetidos ou ndao ao tratamento com L.
plantarum Lp-115.

Grupo placebo (n=20) Grupo de suplementagao (n=17)

Parametros T0 T6 o T0 T6 o
Glicose (:“g/d") (85,97)‘51:8(;,75) (96%?90,75) 0.8679 (86,0901-’10(;)0,00) (86,590?’10(;)3,00) 0.1312
<L”57n'1"ﬂ? (6,3101-’1260,82) (6,2221112,48) 0.1165 (6,95%-1104,90) (8,615(2’1550,1 o) 01963
@ﬁs/ﬁf)m (4,2958’-3;923) (4,2050,-256,678) 0.4688 (4,07%?65,855) (4,1456?72,030) 0,2763
PCR (mg/dL) (0,8320’-24?,293) (0,9523’-256,470) 0.8092 (1,2025i77,90) (1,0315-673:465) 0,8469
?n?s;?gf)mema (11,;2112,82) (12,61531?2,12) 0,1978 (10,;?:?2,44) (10,;?112,89) 0.8129
(gl/jjeLr)q’ogbbma (1 3,;21?2,95) (1 4,105-’1060,68) 0.2178 3,;8113,80) (1 5,11321?2,45) 0,041
Leucocitos 6400 6570 5.700 5.900
(leucocitos/mm3) 0,0963 0,0798

(4.950-6.950)

(5.550-8088)

(5.200-7.615)

(5.450-7.600)

O teste Wilcoxon foi realizada para verificar combinacdo de pares e alteragées da linha de base
(mudanga intra-grupo). O teste Mann-Whitney® foi realizado para comparar as diferencas entre os
parametros de grupo e as diferengas entre os grupos de tratamento (mudancgas inter-grupo). Os
dados sdo apresentados como a mediana (25% -75%). As diferengas significativas (*p<0,05 e
**p<0,01). Nao houve diferenca entre grupos de tratamento (p> 0,05). TO: 0 semana; T6: 6 semanas.
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Apesar dos resultados obtidos ndo demonstrarem nenhuma influéncia dos L.
plantarum-Lp 115 sobre os niveis de homocisteina, Hugenschmidt et al. (2010)
avaliaram o potencial de producao de acido félico por 151 bactérias acido-lacticas e
14 bactérias propidnicas. Dentre os micro-organismos envolvidos na pesquisa, os L.
plantarum SM39 foram os maiores produtores de acido félico dentre as culturas
empregadas nesta pesquisa in vitro, atingindo uma producéo otimizada de 397,60
ng/mL. Eles concluiram que este micro-organismo apresentou um elevado potencial
para futuras aplicacées em processos fermentativos.

Estudos realizados nos ultimos 10 anos demonstram que uma dieta
deficiente em 4&cido félico e auséncia do gene responsavel pela enzima
metilenotetrahidrofolato redutase contribuem diretamente para elevacao dos niveis
séricos de homocisteina (PEREIRA et al., 2004; HAIDEMENOS et al., 2007).

6.2.3 Proteina carbono-reativa

Os exames laboratoriais iniciais (Tabela 6) do grupo de suplementacao
apresentaram um nivel de PCR de 2,6 mg/dL, sendo que este valor sofreu uma
reducdo de 38,46% chegando a 1,6 mg/dL (p=0,8469). A reducdo resultante do
periodo de 6 semanas de ingestdo nao foi influenciada pela bebida fermentada
(p>0,05). Além disso, o grupo de suplementacdo nao apresentou diferenca
estatistica em relacédo ao grupo placebo. Pois, os niveis de PCR do grupo placebo
foram de 2,27 mg/dL e ap6s as 6 semanas definidas pelo design experimental essa
concentragcao reduziu para 2,26 mg/dL, ocorrendo uma queda de 0,44% (p=0,8092).

Ao final da fase experimental, observa-se que nao existiu nenhuma diferenca
estatistica (p>0,05) quando as variagcbes ocorridas em ambos 0s Qgrupos
experimentais foram avaliadas. Os grupos apresentaram homogeneidade no inicio
da pesquisa, pois a diferenca de 13,21% (p=0,4929) ndo apresentou diferenca
significativa. Logo, a diferenca de 6,28% (p=0,3864) demonstra que a ingestao de
leite fermentado nao foi suficiente para que o produto influenciasse uma reducgao
significativa sobre essa resposta inflamatéria hepatica.

Segundo Saxelin et al. (2010), investigaram a sobrevivéncia e resisténcia de
4 probidticos administrados simultaneamente em 3 matrizes alimentares (capsulas,
queijos e iogurtes) contendo P. freudenreichii subsp. shermanii JS, B. animalis, L.

rhamnosus GG e L. rhamnosus LC705 através de exames clinicos. Durante as 2
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semanas de suplementacdo com a dosagem de 10'°UFC/dia, a cultura mista ndo
apresentou nenhum efeito significativo nos niveis de PCR dos 36 sujeitos avaliados.
Apesar de alguns trabalhos demonstrarem que alguns micro-organismos nao
possam promover reducdes nos niveis de PCR, alguns estudos demonstram que a
suplementacdo diaria de 40 individuos fumantes com uma dosagem de 2,5x10°
UFC/dia de L. plantarum 299v reduziram significativamente em 22% o0s niveis de
PCR em 6 semanas de estudo, e este declineo também foi estatisticamente
correlacionado com a concentracdo sanguinea de propionato resultante do
metabolismo da cultura lactica (NARUSZEWICZ; BUKOWSKA; MILLO, 2003).

6.2.4 Glicemia

Durante as 6 semanas de experimento, o leite fermentado n&o influenciou a
uma reducgdo significativa dos niveis de glicose (p>0,05) durante o periodo de
intervencao (Tabela 6). Os resultados iniciais dos exames clinicos realizados antes
da ingestdo do L. plantarum-Lp 115 apresentou um nivel glicémico de 91mg/dL e
apds as 6 semanas de suplementacdo ocorreu um pequeno aumento de 93mg/dL.
Dessa forma, essa elevacdo de 2,19% (p=0,1312) nado representa nenhuma
modificacdo no nivel de glicemia no grupo de suplementagcédo. Entretanto, o grupo
placebo ndo apresentou variagdo nos valores obtidos apdés o mesmo periodo de
tempo avaliado. Os niveis de glicemia permaneceram estaveis em 94 mg/dL
(p=0,8679).

Os niveis de glicemia encontrados nos grupos de suplementacao e placebo
nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05), o que indica que os dados eram
homogéneos no periodo inicial da pesquisa mesmo com uma diferenca de 3,19%
(p=0,6817). No final do experimento, a variagdo de 1,96% (p=0,2964) existente
sobre o efeito ocorrido em cada grupo, indica que o leite fermentado nao apresentou
resultados que indiquem alguma influéncia positiva ou negativa sobre a glicemia dos
sujeitos avaliados.

Em outra pesquisa realizada com ratos obesos e hiperinsulinémicos, o
consumo diario de pdo a base de trigo contendo 1x10°-5x10° UFC/dose de L.
plantarum 299v ndo apresentou nenhum efeito positivo sobre o metabolismo da

glicose durante 14 dias de intervengdo. No entanto, a dieta composta pelo mesmo
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pao e acido latico foi o suficiente para promover reducées nos niveis da glicose
sanguinea (OSTMANA et al., 2005).

Entretanto, uma pesquisa recente realizada por Ejtahed et al. (2011)
relataram melhorias no metabolismo da concentracdo de glicose em 64 pacientes
diabéticos através do consumo de 300g diarias de iogurte probidtico contendo
1,79x10° UFC/g de B. lactis Bb12 e 1,85x10° UFC/g de L. acidophilus La5 durante 6

semanas de suplementacao.

6.2.5 Insulina

Os valores referentes a insulina (Tabela 6) encontrada inicialmente através
dos exames foram homogéneos (p>0,05), sendo que o grupo de suplementacao e
placebo possuiam 9,10 e 11,20uU/mL, respectivamente. Ao final da fase
experimental, os niveis de insulina do grupo de suplementagcdo atingiram 10,50
uU/mL e a do grupo placebo reduziu para 8,15uU/mL. Dessa forma, os L. plantarum-
Lp 115 ndo promoveram nenhum efeito benéfico sobre a salde dos voluntarios do
grupo de suplementacado, pois a insulina elevou-se 15,38% (p=0,4758), enquanto
que o leite esterilizado contribuiu para uma reducgdo significativa de 27,23%
(p=0,0232) durante o periodo de suplementagao.

Quando comparamos as variacdes dos efeitos resultantes do periodo de
administracao entre os grupos experimentais apos 6 semanas de intervencao, houve
diferenga significativa (p<0,05) entre eles. O efeito promovido pelo consumo do
produto lacteo esterilizado influenciou uma reducao de 15,69% na concentracao de
insulina do grupo placebo, enquanto que o leite fermentado promoveu uma elevagao
de 8,33% no grupo de suplementagdo. Este resultado sugere que a diferenca de
24,02% (p=0,0232) demonstra que o leite fermentado promoveu uma elevacao dos
niveis deste horménio quando comparado aos efeitos originados pela ingestao de
leite esterilizado no mesmo periodo de tempo.

Em contraste ao resultado encontrado nesta pesquisa, Angelakis et al.
(2012) avaliaram o efeito promovido pelo desenvolvimento dos L. ingluviei CIP
102980 na microbiota intestinal de aproximadamente 30 camundongos saudaveis
durante 90 dias de administracdo. Estes pesquisadores relataram que a dosagem
diaria de 10'°UFC/mL deste micro-organismos influenciaram a reducdo da

concentragéo de insulina nos animais em que foram administrados.
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Em contrapartida, pesquisadores investigaram uma cultura probibtica
composta por bactérias dos géneros Bifidobacterium, Lactobacillus e Streptococcus
sobre o acumulo de gordura nos tecidos hepaticos em camundongo durante 4
semanas (MA; HUA; LI, 2008). Os resultados apontaram que a suplementacgao diaria
com agua estéril contendo 1,5x10° UFC/dose destes micro-
organismos influenciaram no processo inflamatério das células hepaticas NKT que,

por consequéncia, aumentou os niveis de insulina.
6.2.6 Triacilglicerideos, Colesterol —LDL, Colesterol-HDL e Colesterol Total

Os niveis de triacilglicerideos (Tabela 7) analisado no grupo de
suplementacao apresentaram uma tendéncia a elevagcao durante o consumo de leite
fermentado ao longo do experimento (p>0,05). Podemos observar que os resultados
iniciais de triacilglicerideos apresentaram 181 e 159,50 mg/dL nos grupos de
suplementacdo e placebo, respectivamente. A variacdo de 13,48% (p=0,2792)
demonstram homogeneidade dos dados antes da fase de ingestao inicial. Ao final do
periodo de consumo do L. plantarum-Lp 115, os niveis de triacilglicerideos
aumentaram nos 2 grupos abordados, sendo que o grupo de suplementagao foi o
que apresentou a maior elevacao e a diferenca de 18% (p=0,1816) entre os grupos
nao foram significativo.

Ambos o0s grupos avaliados nao apresentaram nenhuma mudanca
significativa no decorrer da fase experimental, mas o grupo de suplementacao
apresentou tendéncia a elevacdo dos niveis de triacilglicerideos. Os niveis
encontrados nos grupos de suplementacao foram de 181 e 234mg/dL, que resultou
em uma elevacao de 29,28% (p=0,0522) e os niveis do grupo placebo variaram de
159,50 e 152,50 mg/dL com uma queda de 4,39% (p=0,2549). Estes resultados
demonstram que o leite fermentado apresentou uma tendéncia para elevacao dos
niveis de triacilglicerideos.

Entretanto, as concentragbes de iniciais de colesterol total (Tabela 7) no
grupo de suplementacdo apresentaram elevacado (p<0,05) durante o consumo de
leite fermentado durante 6 semanas de administracdo de leite fermentado. Os
resultados iniciais de colesterol total foram de 196 e 225,50mg/dL nos grupos de
suplementacao e placebo, respectivamente. A diferenca de 15,05% (p=0,0293) foi
significativa, ou seja, ndo existiu homogeneidade entre os dados antes do inicio da
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pesquisa. No final do periodo de consumo do L. plantarum-Lp 115, a concentracao
do colesterol total do grupo de suplementacdo atingiu 214mg/dL e o no grupo
placebo reduziu para 204mg/dL. Dessa forma, os grupos avaliados apresentaram
diferenca significativa no decorrer da fase experimental. O grupo de suplementacao
apresentou uma elevagdo de 9,18% (p=0,0467) dos niveis de colesterol total,
enquanto que a reducao de 9,53% (p=0,0066) dos niveis encontrados nos grupos

placebo no final do periodo de administracao apresentou diferenca significativa.

Tabela 7. Avaliacdo do perfil lipidico em pacientes com Sindrome Metabdlica
submetidos ou ndo ao tratamento com L. plantarum-Lp 115.

Parametros TOGrupo pIaceb;)_E(;n=20) . GrL_Jr%o de supIemer_Frggéo (n=1 72)
Triacilglicerideos 159,50 152,50 0.255 181,00 234,00 0.052
(mg/dL) (114,5-231,5)  (105,5-221,8) (150,5-220,5) (164,5-277,5) '
**Colesterol total® 225,50 204,00 196,00 214,00
(mg/dL) (195,5-241,5)  (183,0-234,0) 0,007 (169,5-221,5) (193,0-235,0) 0,047
**Colesterol LDL" 153,00 137,00 129,00 131,00
(mg/dL) (131,5-167,0) (115,3-156,3) 0,025 (95-147,5)  (108,5-150,5) 0,108
Colesterol HDL 43,50 39,50 35,00 38,00
(mg/dL) (37,5-52,50)  (31,75-49,75) 0,046 (32,5-46,0) (31,0-46,0) 0,568

O teste Wilcoxon foi realizada para verificar combinagdo de pares e alteragdes da linha de base
(mudanca intra-grupo). O teste Mann-Whitney” foi realizado para comparar as diferencas entre os
parametros de grupo e as diferencas entre os grupos de tratamento (mudancgas inter-grupo). Os
dados sdo apresentados como a mediana (25% -75%). As diferencas significativas (*p<0,05 e
**p<0,01). Nao houve diferenca entre grupos de tratamento (p>0,05). TO: 0 semanas; T6: 6 semanas.
TO: 0 semana; T6: 6 semanas.

Os efeitos resultantes da bebida fermentada apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) em ambos os grupos. A concentracdo de colesterol total
resultante da administracdo da bebida fermentada apresentou uma elevagdo de
5,16% (p=0,0467), enquanto que os resultantes do grupo placebo reduziu para
6,15% (p=0,0066). Estes resultados demonstram que o leite esterilizado influenciou
a reducao dos niveis de colesterol total.

A concentracdo de colesterol-HDL (Tabela 7) no grupo de suplementado
com leite fermentado apresentou uma pequena elevacdo nao significativa no
decorrer das semanas de avaliagdo. Os niveis iniciais de colesterol-HDL nos grupos
de suplementacédo e placebo foram de 35 e 43,50mg/dL, respectivamente. Dessa
forma, os dados ndo apresentaram homogeneidade, pois a diferenca de 24,28%
(p=0,0493) foi significativo. Durante o periodo de consumo da bebida fermentada, a

concentragcdo do colesterol-HDL dos individuos pertencentes ao grupo de
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suplementacdo subiu para 38mg/dL, enquanto o0s niveis encontrados no grupo
placebo reduziu para 39,50mg/dL. Assim, a elevacdo de 8,57% da concentragédo
resultante do periodo de ingestdo do grupo de suplementacdo nao foi significativo
(p=0,5683). Entretanto, os voluntarios do grupo placebo apresentaram uma reducao
significativa de 9,19% (p=0,0455) dos niveis encontrados, o que indica que a queda
dos niveis do colesterol total pode ter influenciado a variacdo desta lipoproteina no
final do experimento.

Consequentemente, os efeitos ocorridos em cada grupo experimental
apresentaram uma tendéncia estatistica. Pois, a concentracao de colesterol-HDL
apresentou uma diferenca de 2,09% (p=0,0733) entre os grupos avaliados no final
do experimento.

No inicio do experimento, as concentracées de colesterol-LDL (Tabela 7)
nao foram homogéneos e a diferenca inicial de 15,68% (p=0,0100) apresentou
diferenca significativa. O grupo de suplementacéo e placebo apresentaram os niveis
de 129 e 153mg/dL, respectivamente. Durante o periodo de consumo do leite
fermentado, os niveis de colesterol-LDL elevaram-se para 131mg/dL e a
concentracdo do grupo placebo reduziu para 137mg/dL. A diferenca de 1,55%
(p=0,1084) resultante do consumo de 6 semanas no grupo de suplementacdo nao
apresentou diferenca significativa no decorrer da fase experimental, mas o grupo
placebo apresentou uma reducdo de 10,45% (p=0,0066) nos niveis de colesterol-
LDL.

Dessa forma, os efeitos da ingestdo do L. plantarum resultaram em uma
diferenga significativa (p<0,01) entre os grupos avaliados. Os niveis de colesterol-
LDL dos grupos de suplementacdo e placebo apresentaram reducdes de 6,62 e
10,78%, respectivamente. A diferenca de 3,51% (p=0,0032) entre os efeitos
demonstra que a ingestdo de leite esterilizado contribuiu para a reducdo do
colesterol-LDL durante as 6 semanas de intervencao.

Estes resultados demonstram que os L. plantarum-Lp 115 néo
demonstraram nenhuma influéncia sobre os niveis lipidicos dos voluntarios durante
as 6 semanas de experimento. A reducao do colesterol total influenciou diretamente
os efeitos ocorridos nos niveis de colesterol-HDL e colesterol-LDL. No entanto, o
leite esterilizado apresentou um grande potencial hipocolesterolémico conforme as
condi¢des experimentais estabelecidos conforme o design experimental.
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Outra pesquisa realizada por Bukowska et al. (1997) demonstrou que a
suplementacao diaria de 30 voluntarios hipercolesterolémicos com L. plantarum
299v influenciou na reducao dos niveis de colesterol total e colesterol-LDL, enquanto
que a concentracdes de colesterol-HDL e triacilglicerideos nao apresentaram
nenhuma variagao durante o periodo de 6 semanas de avaliagdo. Dessa forma, os
pesquisadores concluiram que a ingestdo dessa cultura deveria ser recomendada na
dieta de pacientes com niveis de colesterol moderadamente elevados.

Estudos demonstraram que a ingestdo de 45¢g de soja combinada com uma
dosagem de 10'°UFC/dia iogurte probiético (L. acidophilus, B. bifidus e L. GG) ou
prebidtico (amido resistente) durante 14 semanas poderiam modificar o metabolismo
dos 31 voluntarios saudaveis (LARKIN; ASTHEIMER; PRICE, 2009). Pois, os
resultados sugerem um sinergismo no periodo de suplementagdo entre a dieta
regular a base de soja, probidticos e prebibticos, ja que ambas as combinacdes
reduziram os niveis de colesterol total.

Além disso, 2 estudos clinicos paralelos foram realizados com
suplementacao diaria de leite fermentado contendo uma dosagem de 2x10° UFC de
L. acidophilus L1 e L. acidophilus ATCC 43121 demonstraram que ambos os micro-
organismos apresentaram potencial hipocolesterolémicos. No entanto, o colesterol-
LDL reduziu em 3,9% nos 14 individuos suplementados com L. acidophillus L1 e
5,9% nos 15 voluntarios alimentados com L. acidophillus ATCC 43121 na primeira
pesquisa durante 3 semanas. No segundo estudo, ndo houve efeitos significativos
ao 19 membros do grupo placebo durante o periodo de avaliagdo e os 21 voluntarios
pertencentes ao grupo de suplementado com L. acidophillus L1 apresentou uma
reducao média de 3,2% e 4,1% dos niveis de colesterol total e colesterol-LDL em 4
semanas de intervengao, respectivamente (ANDERSON; GILLILAND, 1999).

Outro trabalho analisou os efeitos da suplementacdo de 46 voluntarios
hipercolesterolémicos com L. fermentum encapsulados contendo 2x10°
UFC/microcapsula durante 10 semanas. O consumo diario de duas capsulas
contendo o micro-organismo nao apresentou efeitos significativos em relacdo as
analises realizadas durante o periodo de experimento. Entretanto, esta bactéria nao
apresentou patogenicidade e sim uma boa tolerdncia por parte dos voluntarios
(SIMONS; AMANSEC; CONWAY, 2006).

Segundo Higashikawa et al. (2010), a administracao diaria de iogurte
contendo 2x10'° UFC/dose de L. plantarum SN13T em um grupo de pesquisa
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apresentou maior potencial hipocolesterolémico, quando os resultados clinicos
destes 24 voluntarios saudaveis foram comparados aos niveis encontrados no final
do mesmo periodo de consumo de outros grupos suplementados com iogurte
contendo a mesma dosagem de Lc. lactis A6 e St. thermophilus 510 durante as 6
semanas de avaliagao.

Um estudo realizado com 18 ratos induzidos a diabete demonstrou que o
consumo de um produto lacteo indiano fermentado uma cultura binaria (L.
acidophilus e L. casei) durante 8 semanas de suplementagcdo, apresentou efeitos
significativos sobre a reducdo das concentracdes de triacilglicerideos, colesterol
total, colesterol-HDL e colesterol-LDL pelo sinergismo resultante do desenvolvimento
entre as culturas (YADAV et al., 2007).

Segundo Minelli et al. (2004), avaliaram o potencial hipocolesterolemico de 4
linhagens distintas de L. casei em um estudo com 25 ratos, suplementado
diariamente com 10° UFC/dose durante 10 dias de experimento. Ambas as culturas
avaliadas apresentaram efeitos significativos sobre a reducdo dos niveis de
triacilglicerideos e aumento do colesterol-HDL.

Estudos recentes relataram que o iogurte probidtico contendo 10
UFC/dose de L. paracasei LPC37 e enriquecido com caélcio promoveu efeitos
benéficos a saude dos 32 voluntarios hipercolesterolémicos. Esta dosagem didria foi
suficiente para influenciar a queda dos niveis de colesterol total e colesterol-LDL.
Porém, a concentracao de triacilglicerideos e do colesterol-HDL nao apresentaram
nenhuma mudanca significativa e os pesquisadores concluiram que o sinergismo
obtido pela bebida fermentada enriquecida modulou a concentracao lipidica
sanguinea (TRAUTVETTER et al., 2011).

Através de um estudo realizado com um grupo de 26 individuos portadores
de dislipoproteinemia, Doncheva et al. (2002) relataram que a suplementacao diaria
de leite fermentado contendo 8x10'°UFC/dose de L. bulgaricus GB N1 apresentou
reducdées nos niveis de triacilglicerideos e nas fragdes de colesterol-LDL e
colesterol-HDL através do consumo diario de uma bebida fermentada.

Um estudo investigou o impacto de um produto fermentado a base de aveia
contendo Pediococcus damnosus 2.6 sobre a reducédo da concentracao de lipidios
plasmaticos durante 5 semanas em 56 invidividuos saudaveis (MARTENSSON et
al., 2005). Além disso, os pesquisadores relataram que somente a reducdo da
concentragdo de colesterol total e colesterol-LDL apresentaram diferenca
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significativa quando comparados aos niveis resultantes do consumo de iogurte
probidtico contendo L. acidophilus La5 pelo outro grupo experimental.

Em contraste, Savard et al. (2011) ndo observaram diferenca significativa
entre os voluntarios saudaveis que ingeriram iogurte probidtico comercial contendo
10°UFC/dose de B. lactis BB 12 e L. acidophilus LA-5, sobre os niveis das
lipoproteinas avaliadas pelos exames clinicos realizados durante 4 semanas de
intervencao.

A biodisponibilidade de minerais e outros elementos tragos como zinco,
magnésio, manganés, selénio e ferro se elevam em fungado da ingestdo de proteinas
e peptideos originarios do leite (VEGARUD; LANGSRUD; SVENNING, 2000).

Um experimento realizado por Trautvetter et al. (2011) relataram que a
suplementacdo com uma combinagcdo de Lactobacillus paracasei LPC37 e penta
céalcio hidroxitrifosfato influenciou a reducao dos niveis de colesterol-LDL em
voluntarios hipercolesterolémicos. A ingestdo de calcio foi diretamente associada
com a elevacado da concentragdo de colesterol-HDL em mulheres (DROUILLET et
al., 2007) e reducao dos niveis colesterol total durante 2 semanas de administracao
oral (CARLSON et al., 1971).

Por outro lado, Ditscheid; Keller; Jahreis (2005) observaram que o
metabolismo do colesterol é resultante da modulagcdo do aumento da excrecao de
acidos biliares originados do colesterol endégeno do figado. Ja Singh et al. (2007)
envidenciaram que o aumento da retencao de calcio no organismo depende do pH
resultante da fortificagdo de sais de calcio e da estabilidade térmica resultante do
tratamento térmico empregado no produto.

Estudos demonstram que nao existiu diferenca entre os niveis de colesterol
entre individuos suplementados com iogurte e calcio (THAKUR; JHA, 1981). O
resultado evidencia que a concentracdo de calcio pode ser um fator responsavel
pela reducdao dos niveis de colesterol, porém outros agentes responsaveis pelo
efeito hipocolesterolémico podem ter influenciado o resultado da pesquisa.

Entretanto, outros pesquisadores relataram a reducdo de 33% na
concentracao de triacilglicerideos ap0s a ingestdo de uma dieta composta de sais de
célcio, mas nao houve diferenca significativa quando o tratamento foi comparado
com a ingestao de clorofibrato no final do experimento (LEHTONEN; VIIKARI, 1979).
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Este resultado foi semelhante ao encontrado por Mitchell; Fyfe; Smith (1968), em
que os efeitos da ingestdo de calcio foram avaliados em um grupo de voluntarios
recrutados e os resultados demonstraram que o0s niveis de triacilglicerideos
apresentaram poucas alteragdes basais durante o periodo de intervengao.

O leite esterilizado influenciou a reducéo significativa dos niveis de colesterol
total, colesterol-LDL e colesterol-HDL no grupo placebo, o que demonstra que o
tratamento térmico poderia ter induzido a ocorréncia de alteragdes tecnoldgicas das
macromoléculas alimentares, disponibilizando fracdes de peptideos biotivos que

influenciaram um possivel efeito hipocolesterolémico.

Os peptideos bioativos desempenham um papel importante na regulagéo do
metabolismo durante o processamento de alimentos ou na digestdo gastrintestinal,
sugerindo a sua utilizacdo em produtos funcionais ou nutracéuticos devido aos
efeitos benéficos providos ao consumo (CANOVAS et al., 2011). Uma recente
pesquisa in vitro, pesquisadores avaliaram o comportamento dos peptideos bioativos
e sugeriram que a toxidade proveniente da atividade do pH pode influenciar
diretamente as acées de muitos peptideos bioativos como arginina e lisina (TU et al.,
2009).

Nagaoka et al. (2001) realizaram um estudo in vivo cujo objetivo foi
esclarecer os mecanismos responsaveis pelo efeito hipocolesterolémico através da
administracdo de  B-sitosterol, Isoleucina-Isoleucina-Alanina-Glutamato-Lisina
(HAEK), peptideos hidrolizados das B-lactoglobulinas e caseinas. Eles concluiram
que a reducdo da absorcdo das micelas mistas de colesterol ocorreu mediante
interacdo com os peptideos resultantes dos HTL.

Estudos realizados por Chatterton et al. (2006), evidenciam que o fragmento
71-75 de um peptideo bioativo derivado do B-lactoglobulina apresentou potencial
hipocolesterolémico em ensaios realizados com ratos. O mecanismo de agédo esta
relacionado com a insolubilidade micelar da molécula de colesterol, reduzindo sua

absorcao intestinal pela interagdo com o peptideo no epitélio jejunal.

Diante disso, o efeito hipocolesterolémico dos peptideos foi apresentado em
uma pesquisa realizada com ratos, em que os pesquisadores também sugeriram

que a reducao da solubilidade micelar do colesterol pelo fragmento protéico foi o
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principal responsavel pela queda dos niveis de triacilglicerideos e colesterol-
LDL+colesterol-VLDL durante 30 dias de suplementacado (ZHONG et al., 2007).

Evidéncias sugerem que a composicado especifica dos aminoacidos da dieta
podem reduzir os niveis de colesterol plasmatico, mas 0s mecanismos responsaveis
pelo efeito hipocolesterolémico ainda nao foram totalmente identificados (ERDMANN
et al., 2008).

As atividades e biodisponibilidade dos peptideos bioativos sofrem reducdes
mediante as alteracbes promovidas dos tratamentos térmicos realizados no leite
(KORHONEN et al., 1998). Estes pesquisadores relataram ainda que a esterilizacdo
e o tratamento térmico UHT (ultra high temperature) podem destruir cerca de 10 a
15% e menos de 2% da concentragdo de lisina disponiveis na matriz,

respectivamente.

Outros estudos realizados por Erdmann et al. (2008), demonstram que a
lactosatatina é uma enzima responsavel pelo metabolismo e consequente efeito
hipocolesterolémico pela inducdo da transcricdo dos genes humano conhecidos
como 7a-hidroxilase (CYP7A1).

Estudos demonstram que diferentes tratamentos térmicos podem alterar o
padrao proteolitico das B-lactoglobulina pelo processo de hidrolise, originando
sequencias peptidicas como IRL e LQKW que se formam rapidamente pela elevacao
da temperatura do processo que promovem sitios de clivagem que nao sao
acessiveis na proteina nativa (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2006).

Evidéncias sugerem que tripeptideos composto de isoleucina-prolina-prolina
(IPP) ou valina-prolina-prolina (VPP) derivados da caseina apresentaram atividade
bioldgica na reducao dos niveis lipidicos através do sinergismo resultante da adicéo
de esterdis vegetais quando administrado na dieta de voluntarios humanos por 10
semanas (TURPEINEN et al., 2009).

Outros pesquisadores extrairam aminoacidos assimilados entre as
moléculas de acidos biliares do processo digestivo para analisar os peptideos com
potencial hipocolesterolémico. Dessa forma, as fontes de alimentos que possuem
estes peptideos funcionais foram identificadas e estdo contribuindo para formulacao
de novos produtos (TAKESHITA et al., 2011).
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Segundo Gibney (1983), as principais diferencas encontradas entre as
proteinas da soja e caseina do leite € a concentragdo de glicina, alanina, lisina e
arginina. Entretanto, os niveis de glicina-arginina e arginina isolada na dieta de
coelhos ndo apresentam nenhuma influéncia significativa sobre o metabolismo

lipidico.

6.2.7 Hemoglobina

Em nossa pesquisa, os niveis de hemoglobina (Tabela 6) elevaram-se
durante o periodo avaliado. Na primeira avaliacdo clinica realizada no grupo de
suplementacao, o nivel encontrado de hemoglobina foram de 14,70g/dL e este valor
sofreu uma elevacao durante o periodo de 6 semanas atingindo uma concentracao
de 15,30g/dL. O aumento do numero inicial de hemoglobina neste grupo foi
influenciado diretamente pela ingestdo da bebida fermentada resultando em um
aumento significativo de 4,08% (p=0,0041). No entanto, a concentracao inicial de
hemoglobina presente no grupo placebo foi de 15,509/dL, a concentracao desta
proteina sofreu uma pequena reducdo e chegou a 15g/dL, representando uma
diferenca nao significativa de 3,33% (p=0,2178).

A concentragdo de hemoglobina de ambos os grupos avaliados foram
comparados entre si no periodo posterior as seis semanas de suplementacao, a
diferenca inicial de 5,16% (p>0,05) entre os niveis de hemoglobina dos grupos
experimentais indicou homogeneidade dos dados avaliados (p=0,1308). No final do
periodo de administracao, o leite fermentado apresentou uma elevacgéao significativa
de 1,95% (p=0,0033). Estes resultados indicam que o consumo diario de 80mL de
leite fermentado contendo 10® UFC/mL de L. plantarum-Lp 115 durante 6 semanas
apresentou um efeito benéfico a salude dos voluntarios mediante as condicoes
estabelecidas pelo design experimental.

Em um estudo recente e semelhante realizado com 53 voluntarios
saudaveis, os pesquisadores avaliaram a seguranca e tolerabilidade dos St.
salivarius K12 administrado diariamente com 10'°UFC/dose através de exames
clinicos. Durante 28 dias de suplementacdo com os saches, 0s micro-organismos se
desenvolveram na microbiota intestinal, mas nao influenciou nenhuma variacao dos

niveis de hemoglobina e de outras analises hematoldgicas (BURTON et al. 2011).
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A esse respeito, Silva et al. (2008) concluiram que houve uma correlacao
estatisticamente positiva entre a ingestao diaria de uma bebida lactea enriquecida
com ferro contendo 8x10® UFC/dose de St thermophilus, L. bulgaricus e L
acidophilus sobre o estado nutricional de 190 criancas apdés 101 dias de
suplementacao. As criangcas que consumiram a bebida probidtica apresentaram um
aumento nos niveis de hemoglobina. As evidéncias levaram aos pesquisadores a
concluirem que o desenvolvimento dos micro-organismos na microbiota influenciou a
elevacao da biodisponibilidade do ferro.

Segundo Rayes et al. (2002), a nutricdo enteral composta de fibras e 10°
UFC/dose de L. plantarum 299v nao promoveu nenhuma variagdo nos niveis de
leucocitos, PCR e hemoglobina entre os 30 individuos hospitalizados avaliados
durante 10 dias de avaliacdes clinicas.

Outro estudo realizado com individuos diabéticos, os pesquisadores
relataram que o iogurte consumido diariamente por 64 voluntérios contendo 10%
UFC/dose de St. thermophilus, L. bulgaricus, B. lactis Bb12 e L. acidophilus La5 nao
promoveram nenhuma influéncia sobre as concentragdes de hemoglobina, devido ao
curto periodo de 6 semanas de ingestdao (EJTAHED et al., 2011).

Estudos demonstram que a dieta diaria de camundongos saudaveis com
leite fermentado contendo 4x10'? UFC/dose contendo St. thermophilus RD 102 e RD
104 foi avaliada em um periodo experimental de 15 dias. Os dados posteriores a
pesquisa demonstraram que os St thermophilus RD 102 e RD 104 foram
responsaveis pela elevacdo do numero de hemoglobina em aproximadamente
15,7% e 14,8%, respectivamente (IYER; TOMAR, 2011). Estas bactérias acido-
laticas apresentaram uma grande producdo de acido félico, conforme testes
realizados antes do inicio da pesquisa. Além disso, uma pesquisa realizada por Jia
et al. (2011), ndo encontrou diferenca estatistica entre o grupo de tratamento e
controle em relagéo ao nivel de hemoglobina entre 100 ratos saudaveis durante a
ingestdo de 10'° UFC/peso de L. paracasei GM080 durante 90 dias. Diante desses
fatos, resultados semelhantes também foram relatados por SHU et al. (1999), em
que foram avaliado os efeitos do consumo diario de leite fermentado contendo L.
acidophilus HNO17, L. rhamnosus HNOO1, L. acidophilus LC1 e B.lactis HN0O19
(5x107, 10° e 5x10'° UFC/dose, respectivamente) sobre o perfil hematolégico de 156
camundongos saudaveis apés a translocacao bacteriana do tratogastrintestinal para

0 baco e rim. Ainda estes pesquisadores sugerem que esses micro-organismos nao
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influenciaram a concentracdo de hemoglobina e de outros parametros
hematoldgicos e histolégicos.

Em particular, Herias et al. (2005), induziram o surgimento de ulcera em 2
grupos compostos por 6 camundongos, em que os mesmos foram alimentados
através de uma sonda intragastrica contendo 108UFC/mL de L. casei Shirota
YIT9029 e dextrina sulfato de sddio durante 10 dias. Os pesquisadores concluiram
que ocorreu uma reducao do nivel de hemoglobina nos animais que faziam parte de
ambos 0s grupos experimentais.

Segundo Pfeuffer e Schrezenmeir (2007), os produtos lacteos melhorarem a
biodisponibilidade do acido félico em funcao a elevada afinidade com as proteinas
do soro que formam uma protecao fisica contra os agentes do processo digestivo.

Alguns estudos demonstraram que as maiorias dos Lc. lactis possuem uma
elevada capacidade de acumulo intracelular de folato, ao contrario dos St.
thermophilus que apresentam extensa capacidade de excrecdo da mesma vitamina
€ 0 género Lactobacillus nao possui condicdes metabdlicas de sintese de acido
folico, com excecdo do L. plantarum (SYBESMA et al., 2003).

Outros autores como Hugenschmidt et al. (2010), reforcam estes
argumentos quando compararam a sintese de acido folico entre bactérias laticas e
propidnicas. Dentre os micro-organismos selecionados, o L. plantarum SM39 foi
unico micro-organismo do género Lactobacillus que apresentou a maior capacidade
de sintese de folato extracelular no caldo MRS, quando sua produc¢éao foi comparada
a outras espécies avaliadas como L. casei, L. curvatus, L. brevis, L. fermentum, L.
fructivorans e L. reuteri. Ainda estes pesquisadores relataram que o L. plantarum
SM39 sintetizou em torno de 397ng/mL de acido félico, um volume considerado 8
vezes superior a quantidade produzida pelas 27 cepas de L. plantarum selecionadas
para o experimento.

Diante disto, estes pesquisadores avaliaram o desenvolvimento dos L.
plantarum SM39 em conjunto com o Propionibacterium freudenreichii DF13
formando uma cultura binaria que sintetizaram simultaneamente um volume muito
elevado de folato e vitamina B12 com uma produg¢do de 8399 ng/mL e 751ng/mL,
respectivamente. O processo ocorreu no caldo MRS enriquecido com proteinas do
soro e otimizado em trés dias fermentacdao anaerdbica seguida de quatro dias de
aerobiose composta de proteinas do soro, cloreto de cobalto (ll),
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dimetilbenzomidazol e acido parabenzdico (HUGENSCHMIDT; SCHWENNINGER,;
LACROIX, 2011).

Em uma pesquisa realizada com bactérias 4acido-laticas produtoras de
vitamina B6 em leite desnatado reconstituido, somente 8 micro-organismos
apresentaram grande potencial de sintese de &cido félico em 30 horas de
fermentacao. A B. longum B6 foi a bactéria estudada que mais sintetizou em caldo
MRS. No entanto, o St. thermophilus 573 foi 0 menos eficiente dentro das condicbes
experimentais avaliadas em caldo M17 (LIN; YOUNG, 2000).

Outros pesquisadores apontam o emprego de fontes vegetais como a
beterraba como substrato para sintese de acido félico. Nestes experimentos, os
pesquisadores utilizaram uma cultura mista composta por L. plantarum, Lc. lactis e
Leuconostoc sp e obtiveram apds 7 dias de fermentacdo aproximadamente 125mg
de folato em caldo MRS e M17 (JAGERSTADA; JASTREBOVAA; SVENSSON,
2004).

Evidencias demonstram que o St. thermophilus foi 0 micro-organismo que
mais sintetizou acido félico dentre as bactérias selecionadas e sua producéo atingiu
em torno de 50ng/g e quando combinado com uma B. animalis originando uma
cultura binaria a concentragdo de folato aumentou 6 vezes em leite fermentado
(CRITTENDEN; MARTINEZ; PLAYNE, 2003). Ainda estes pesquisadores relataram
que todas as espécies do género Lactobacillus selecionados para este experimento
consumiram parte desta vitamina disponivel no leite desnatado reconstituido durante
a fermentagéo.

As bactérias acido-laticas pertencentes ao género Bifidobacterium se
destacam na literatura pela grande capacidade de producao de folato. Segundo um
experimento realizado com 76 espécies de Bifidobacterium, somente a B.
adolescentis 239 MB foi Unico micro-organismo que nao foi afetado por fatores
externos como a presenca da concentracao de folato exégeno, para-aminobenzdico
e fonte de carbono presente no meio durante a sintese de acido félico em
aproximadamente 45 horas de fermentacdo em caldo MRS (POMPEI et al., 2007).
Dessa forma, os pesquisadores concluiram que esse micro-organismo apresentou
um grande potencial industrial para a elaboracdo de produtos probidticos e

simbidticos.
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Fatores ambientais e nutricionais sdo responsaveis pela presenca de alguns
genes especificos para a biosintese de &cido félico, sendo que estes ndo sao
encontrados em algumas espécies de bactérias laticas, entretanto, a literatura relata
que esses genes foram identificados em alguns micro-organismos pertencentes a

este grupo como Lc. latis, L. plantarum e L. bulgaricus (IYER; TOMAR, 2009).

Os elevados niveis de &cido folico sdo obtidos atravées de um fluxo
equilibrado da fonte de carbono presente no meio, além de combinacbes entre os
genes envolvidos na biosintese de folato como o pABA. Este gene é responsavel
pela formagao do acido para-aminobenzéico (WEGKAMP et al., 2007). Na auséncia
de expressdes génicas como PabA-PabB e PabC envolvidos na sintese de para-
aminobenzoato e folato, os L. plantarum realizam um processo de fermentacao

continua para se desenvolverem (TEUSINK et al. 2005).

6.2.8 Leucocito

Avaliamos os niveis de leucdcitos (Tabela 6) dos voluntarios participantes e
na primeira avaliagcdo clinica realizada, os exames demonstraram que os niveis de
leucécito do grupo de suplementagdao foram de 5700/mm3 e apds o periodo de
suplementacdo o numero de leucocitos atingiu 5900/mm3. Assim, o aumento de
3,50% (p=0,0798) no nivel de leucécitos deste grupo apontaram uma tendéncia
estatistica na elevagdo do numero de leucdcitos. O grupo placebo nédo apresentou
nenhuma variagao significativa em relagdo aos valores iniciais de leucocito foram de
6400/mm3 e chegou a 6570/mm3, ocorrendo uma variagéo de 2,65% (p=0,0963).

Em relacdo aos niveis de leucdcitos, os dados ndo apresentaram nenhuma
diferenga significativa no inicio do experimento. Os valores foram comparados entre
si e os dados eram homogéneos apresentando uma diferenca de 10,94% (p=0,6150)
e apo6s o término da ingestao de seis semanas, nao ocorreu nenhuma diferenca nos
efeitos entre os grupos mesmo com uma variacdo de 1,73% (p=0,9065). Os
resultados evidenciam que o consumo do leite fermentado e o leite esterilizado
apresentaram potencial para a elevacao dos niveis de leucécitos dos voluntarios.

Em um estudo realizado por Gill e Rutherfurd (2001) demonstraram que os
niveis de leucécitos de 13 voluntarios idosos saudaveis permaneceram estaveis

durante 3 semanas de administracdo diaria com 5x10'°UFC/dose de L. rhamnosus
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HNNOO1 (DR20™). Apesar deste resultado, outra pesquisa realizada com o0 mesmo
micro-organismo apresentou a elevagcdo da concentragcdo de leucédcito em 40
camundongos durante 7 dias de intervengcao (SHU, 2002). Assim, os pesquisadores
concluiram que a elevacdo do sistema imune celular contribuiu para reduzir a
gravidade da infecgdo promovida pela E. coli 0157:H7 durante o periodo avaliado.
Segundo Crittenden; Martinez; Playne (2003), relatam em seus estudos que
a concentracao de leucécitos e hemacias na corrente sanguinea estao diretamente

associados com a necessidade nutricional de acido folico.



69

7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos durante um periodo de 06 semanas de
administracao de leite fermentado e esterilizado para os grupos de suplementagéo e
placebo, respectivamente. Pode-se concluir que:

i) houve uma elevagédo da concentracédo de colesterol total e uma tendéncia
de aumento dos niveis de triacilglicerideos no grupo de suplementacdo. Os L.
plantarum-Lp115 ndo apresentaram mecanismos que pudessem promover um efeito
hipocolesterolémico nas condi¢cdes experimentais estabelecidas pelo design

experimental;

i) a dosagem diaria de 3,2x10'°UFC/mL de L. plantarum-Lp 115 influenciou

um aumento dos niveis de hemoglobina;

iii) esta bactéria acido-latica promoveu uma tendéncia de elevagdo do
namero de leucdcitos, o que indica a necessidade de um periodo de intervencéao

superior a 06 semanas e um namero maior de participantes;

iv) os parametros bioquimicos e inflamatério avaliados ndo apresentaram

nenhuma variacao significativa durante o periodo de intervencao da pesquisa;
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se que estudos futuros investiguem o0s possiveis mecanismos de
acao dos L. plantarum-Lp 115 em relacdo aos niveis de hemoglobina e leucécito,
através do prolongamento do periodo de estudo, enriqguecimento do leite fermentado
com ferro ou adionando outra bactéria que possa protocooperar para 0 Sseu
desenvolvimento. Além disso, futuras pesquisas poderiam investigar a influencia dos
L. plantarum-Lp 115 sobre uma possivel melhora dos marcadores inflamatérios de
individuos com SM.
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ANEXO |

ORIENTAGAO DISTRIBUIDA PARA OS VOLUNTARIOS ANTES DO PERIODO DE INTERVENGAO.

Universidade

=I= Esiadual de Londrina

POR QUE, VOU TOMAR LEITE FERMENTADO?

- O leite fermentado é produto resultante da fermentagao lactea, cuja matéria-prima [leite] pode ser pasteurizado
ou esterelizado

- Essa bebida [leite fermentado] contém uma cultura lactea [probidtico], cujo objetivo é promover beneficios a
salde dos consumidores quando suplementados regularmente

- Os probidticos estimulam o sistema imune do hospedeiro, por meio do aumento dos niveis de anticorpos e o
aumento da atividade dos macréfagos

- Outros possiveis efeitos dos probidticos séo a sua atuagéo na prevencao de cancer, na modulagao de reagoes
alérgicas, na melhoria da saude urogenital de mulheres e nos niveis sanguineos de lipideos [gordura]

- Reduz os lipideos sanguineos como triglicerideos e colesterol-LDL [colesterol ruim] e estimula a elevacdo do
colesterol- HDL (colesterol bom)

COMO TOMAR?

- Consuma apenas 1 EMBALAGEM contendo 80 mL todos os dias

- AGITE antes de consumir o produto

- Se o consumo de 1 EMBALAGEM n&o for possivel por algum compromisso, néo dia seguinte NAO BEBA 2
EMBALAGENS para compensar o dia anterior. Um UNICO DIA sem a ingestdo da bebida lactea ndo fara
diferenca durante a pesquisa

QUANTO TEMPO IRA DURAR ESTA PESQUISA

- O periodo de ingestao do leite fermentado sera de 6 SEMANAS

- Ap6s a 62 SEMANA DE CONSUMO do leite fermentado, iremos colher um novo exame de sangue para avaliar
as possiveis beneficios promovido peéa bebida

OBSERVAGAO

- Para que se tenha os resultados esperados sera necessario que se cumpra as orientagdes e consuma
corretamente o leite fermentado

QUALQUER DUVIDA ENTRE EM CONTATO
Douglas Xavier dos Santos

Mestrando — Programa de Pds-graduagéao em Ciéncia de Alimentos/CCA/UEL
Cel - (43) 9989-0463

E-mail: tecnol.douglas@rocketmail.com ou douglaaoo@gmail.com
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COMITE DE ETICL £ PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parané
Regis_tro CONEP 268

Parecer de Aprowvacao N° 209/10
CAAE N° 0164.0.268.000-10 Londrina, 21 de setembro de 2010.
FOLHA DE ROSTO N° 362807

PESQUISADORA: LUCIA HELENA DA SILVA MIGLIORANZA

CCA/DCTA — POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA DE ALIMENTOS

Prezada Senhora::

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” (Registro CONEP 268)—
de acordo com as orientagdes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde/MS e
Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“EFEITO DA INGESTAO DE LACTOBACILLUS PLANTARUM SOBRE
HIPERCOLESTEROLEMICOS .”

Situacéo do Projeto: APROVADO

Informamos gque deverd ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdc que ocorra no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

T

Prof®. Dra. Alexandrina Apa’recicla Maciel
Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UEL

Cempus Universltirio: Rodovia Celeo Gurelu Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 3714000 PABX - Faz 375440 - Cuiza Pestal 6,001 - CEP 86051930 — Intermet ttpsdtarww weLbr
Hospital Univenitirio/Centro de Cigacins ds Saside: Av:. 60-Vila Operiria— Fux 337=4041 £ 3377495 - Cairu Postul 291 - CEP 85038440
LONDRINA. - PARANA - BRASIL

Foem. Cidigo 11,764 — Formalo A% (210:397mm)
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ANEXO il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, s

R.G. ,

aceito participar do Projeto “Avaliacao de individuos com sindrome metabdlica, antes

e apos ingestao de leite fermentado com Lactobacillus plantarum”. Estou informado de que:

Receberei uma dose por dia de um leite contendo uma bactéria probiética;

O microrganismo contido no produto é uma linhagem comercial, testada e aprovada como segura
para consumo humano;

O produto recebido é avaliado quanto a suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, e
estd adequado ao consumo humano, conforme a legisla¢édo vigente no pais.

Além disso, estou informado de que:

Serei solicitado a coletar amostras sanguineas e, para tanto, deverei me deslocar até o
Departamento PAT do CCS em periodo determinado, néo inferior a 15 dias, durante 03 meses no
maximo;

A amostra de sangue serd utilizada apenas para analise de hemograma,;

Minha identidade e dados, exceto o impacto da bebida lactea sobre o colesterol sanguineo do
grupo, serd em nenhuma hip6tese divulgado.

Entendo que, ao participar, estarei colaborando no desenvolvimento de uma Dissertacdo de

Mestrado, e, portanto, no treinamento e formagéo de um profissional.

Londrina, 23 de agosto de 2011.

Assinatura do Participante Assinatura dos Pesquisadores Responsaveis

Telefone/e-mail: Profa. Dra. Lucia Helena Miglioranza

Telefone: 3371-4984 e-mail luciah@uel.br
DCTA/CCA/UEL

Prof. Dr. José Wander Bregan6
Telefone: 3371-2721 e-mail

wbregano@onda.com.br DPAT/CCS/UEL
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FICHA DE AVALIACAO ANTROPOMETRICA E DE ACOMPANHAMENTO
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NOME: PRONTUARIO:

IDADE: CAUCASIANO ( )
NAO CAUCASIANO ( )

TELEFONE:

CELULAR:

MEDICAMENTOS:

DOENCA: ( ) SIM( )NAO
QUAL:

DATA:

FUMANTE: ( ) SIM( )NAO

PESO:

ALTURA:

INDICE DE MASSA CORPORAL:

PRESSAO ARTERIAL:

CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL:

ATIVIDADE FISICA: ( ) SIM( )NAO

INFECCAO: ( ) SIM( )NAO
QUAL:






