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Introducdo: As doencas cardiovasculares estédo associadas com a formacao de um estado inflamatério crénico
e uma disruptura metabdlica e do estado nutricional. Neste contexto, vem sendo estudada a utilizacdo de
probiéticos para a regularizacdo de parametros imunoldgicos, metabdlicos, do estado nutricional e relacionados
a saude mental em diferentes doengas cronicas, com resultados promissores. Contudo, destaca-se a caréncia
de estudos em humanos sobre os beneficios dos probidticos em individuos com doencgas cardiovasculares.
Objetivos: Avaliar o efeito da suplementacao de probidticos sobre marcadores inflamatérios e de risco
cardiovascular, indicadores do estado nutricional, parametros clinicos e sintomas de depresséo e ansiedade em
individuos com doencas cardiovasculares.

Materiais e métodos: Individuos adultos e idosos com doencas cardiovasculares serdo convidados a participar
deste estudo randomizado, placebo-controlado e triplo-cego. Os participantes seréo distribuidos em dois grupos:
Grupo controle (placebo) e Grupo intervencao (probiético). O estudo constara de dois momentos experimentais:
MO — momento basal; M1 — momento final, apds 90 dias de suplementagdo. Nos momentos propostos seréo
realizadas a avaliacdo de marcadores inflamatdrios e do risco cardiovascular, indicadores do estado nutricional,
pardmetros clinicos e sintomas de depresséo e ansiedade.

Resultados esperados: Espera-se que a suplementacéo de probioticos possa modular positivamente
parametros imunoldgicos, metabdlicos, indicadores do estado nutricional e de sallde mental em individuos
doencas cardiovasculares. Ainda, pretende-se inferir a aplicagcdo dos resultados na terapéutica global destes
individuos.
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2. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) continuam liderando a causa de mortes em
muitos paises, incluindo paises em desenvolvimento, como o Brasil. A mortalidade por DCV
representou 28% do total de 6bitos ocorridos no Brasil entre 2010 e 2015 e atingiu 38% dos
Obitos na faixa etaria produtiva (18 a 65 anos). Os custos estimados por DCV foram de R$
37,1 bilhdes de reais no ano de 2015, um aumento percentual de 17% no periodo de 2010 a
2015 (SIQUEIRA,; SIQUEIRA-FILHO; LAND, 2017).

Evidéncias mostram que as doencas cardiovasculares estdo fortemente ligadas a
doencas metabolicas e a fatores ambientais (obesidade, diabetes mellitus, dislipidemia,
tabagismo, sedentarismo, dietas ricas em carboidratos e lipidios), contribuindo para a
formacdo de um estado inflamatdrio crénico caracterizado por concentragdes alteradas de
mediadores inflamatdrios, tais como citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e proteinas
de fase aguda, além da ativacdo de vias de sinalizacdo inflamatorias (BOULANGE et al.,
2016; HOTAMISLIGIL, 2017). Alteragfes no equilibrio imunologico podem influenciar a
homeostase metabdlica, interferindo no metabolismo glicidico, lipidico e hormonal. Esta
disruptura imunoldgica e metabolica esta associada com o desenvolvimento de doengas, como
o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), asma, dislipidemia, cancer, contribuindo para o aumento da
mortalidade (WHO, 2018).



Além dos diferentes mediadores imunoldgicos e metabdlicos comumente envolvidos
nestas doengas, evidéncias mostram que a microbiota intestinal exerce importante papel na
patogénese das DCV. A terminologia microbiota intestinal refere-se as col6nias de micro-
organismos que residem no intestino dos animais, sendo composta por espécies nativas que
colonizam permanentemente o trato gastrointestinal e por um numero variavel de micro-
organismos que vivem temporariamente no trato digestorio (QIN et al., 2010). Em individuos
com obesidade, ha baixa diversidade no conteido genémico bacteriano e elevada abundancia
de géneros bacterianos potencialmente pré-inflamatorios, fatores que induzem a inflamacéo
crbnica e a resisténcia a acdo da insulina, aumentando o risco da ocorréncia de DCV (LE
CHATELIER et al., 2013). O lipopolissacarideo (LPS), um componente da parede celular
externa de bactérias gram-negativas, também tem sido apontado como um dos principais
ativadores do processo inflamatdrio. Esse componente € excessivamente absorvido pelos
capilares intestinais diante do desequilibrio da microbiota intestinal (disbiose) e da falha na
funcdo da barreira intestinal, promovendo a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias e de
proteinas de fase aguda, como a proteina C-reativa (PCR), evento conhecido como
endotoxemia metabolica (BOUTAGY et al., 2016). Esta condicdo estd associada a reducéo
das concentracOes de bactérias benéficas na microbiota intestinal, as quais favorecem a funcgéo
de barreira intestinal contra antigenos bacterianos (BOTTACINI et al., 2014).

Entre as abordagens dietoterapicas utilizadas neste contexto estdo os probioticos,
micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a satde do hospedeiro (HILL et al., 2014). Estes micro-organismos exercem varias
funcBes, incluindo a inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas, a preservacdo da
funcdo da barreira epitelial, regeneracdo do tecido epitelial, modulacdo imunometabdlica
favoravel ao hospedeiro, regulacdo do transito intestinal, sintese de acidos graxos de cadeia
curta e de vitaminas, bem como alivio da constipacdo, vomitos e diarreia (HILL et al., 2014;
GUARNER et al, 2017). Em particular, espécies bacterianas pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium tém sido extensivamente estudados e utilizados como
probidticos (NETO et al., 2018).

Bifidobactérias sdo bactérias gram-positivas e anaerobias encontradas ao longo de
todo o trato gastrointestinal (BOTTACINI et al., 2014). Cani et al. (2007) verificaram que
entre diferentes bactérias intestinais de camundongos, diferentes espécies de bifidobactérias
correlacionaram-se positivamente com a melhora da tolerncia a glicose, a secrecdo de
insulina induzida por glicose e a diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias no plasma e no

tecido adiposo. Entre os beneficios das bifidobactérias observados em estudos experimentais



em individuos adultos, destacam-se: reducdo da producdo de citocinas pré-inflamatdrias e
melhora do perfil lipidico em individuos com sindrome metabdlica (BERNINI et al., 2016) e
reducdo da proliferacdo de bactérias patogénicas no intestino (ODAMAKI et al., 2012).

Lactobacilos sdo bactérias probidticas gram-positivas, anaerobias facultativas ou
microaerodfilas (requer menor quantidade de oxigénio). Estes sdo amplamente encontrados em
lacteos, como leite fermentado, iogurte e queijo (DICERBO et al., 2016). Entre os beneficios
dos lactobacilos observados em individuos adultos, destacam-se: reducédo do colesterol total e
LDL-colesterol (FUENTES et al., 2013), imunomodulacédo (IEMOLI et al., 2012), melhora da
constipacdo (HIGASHIKAWA et al., 2010), da diarreia (DIETRICH; KOTTMANN; ALAVI,
2014), do perfil glicémico e da atividade antioxidante no DM2 (ASEMI et al., 2013).

A microbiota intestinal pode também interagir com o sistema nervoso central por
meio de vias de sinalizacdo neural, enddcrina e imunoldgica, coletivamente conhecidas como
0 “eixo intestino-cérebro”. Desordens relacionadas a salde mental, tais como depresséo e
ansiedade, podem ocorrer de forma concomitante a doengas metabolicas. A microbiota
intestinal tem sido investigada como importante meio de modulacdo de desordens mentais em
modelos animais, embora poucos estudos tenham investigado a relagcdo entre o consumo de
probidticos em humanos com doencas crbnicas e sintomas de depressdo e ansiedade
(PIRBABLOU et al., 2016). Diferentes mecanismos tém sido implicados para a melhora de
sintomas depressivos e de ansiedade em doencas crdnicas a partir do uso de probioticos, com
destaque para a modulacdo da composicdo da microbiota intestinal e a producdo subsequente
de substéncias neuroativas que podem auxiliar na modulagdo comportamental (LIANG; WU;
JIN, 2018).

3. JUSTIFICATIVA

Apesar de todos os beneficios observados com o uso de probioticos, a utilizacdo
destes produtos alimentares vem sendo pouco explorada como uma nova proposta terapéutica
para a regularizacdo da microbiota intestinal, de pardmetros imunometabdlicos e da melhora
de sintomas relacionados a depressao e ansiedade em individuos com DCV (COSTANZA et
al., 2015; RAYGAN et al., 2018). Por outro lado, revisdes sistematicas tém mostrado efeitos
benéficos e significativos em seres humanos com fatores de risco cardiovasculares, tais como
obesidade, sindrome metabolica, dislipidemia e DM2 (BESERRA et al., 2015, SUN; BUYS,
2015; FERNANDES et al., 2017; HENDIJANI; AKBARI, 2018).



Considerando os efeitos benéficos dos probioticos na sadde humana e o limitado
namero de estudos com alta qualidade metodoldgica que avaliaram o efeito deste produto
alimentar em seres humanos com DCV, destaca-se a necessidade de maior nimero de ensaios
clinicos randomizados, controlados e duplo/triplo cegos com o objetivo de avaliar o papel
adjuvante dos probidticos no tratamento das DCV.

Diante do exposto, o0 objetivo deste estudo consiste em avaliar o efeito da
suplementacdo de probioticos em marcadores inflamatorios e de risco cardiovascular, em
indicadores do estado nutricional, em parametros clinicos e em sintomas de depressdo e

ansiedade em individuos com DCV.

4. OBJETIVOS
4.1 GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo de probidticos sobre marcadores inflamatorios e
de risco cardiovascular, indicadores do estado nutricional, parametros clinicos e sintomas de

depressao e ansiedade em individuos com doencas cardiovasculares.

4.2 ESPECIFICOS

v" Avaliar marcadores inflamatérios e do risco cardiovascular, antes e apés a
suplementacdo com probioético;

v Auvaliar indicadores bioguimicos do estado nutricional, antes e apés a suplementacdo
com probiético;

v Avaliar indicadores antropométricos do estado nutricional e a forca muscular, antes e
apos a suplementacdo com probidtico;

v" Avaliar parametros clinicos, antes e apds a suplementacdo com probiético;

v Avaliar sintomas de depressdo e ansiedade por meio da aplicacdo de instrumentos

traduzidos e validados, antes e ap0s a suplementacdo com probiotico.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Ensaio clinico randomizado, placebo-controlado, triplo cego, a ser realizado no
Hospital Evangélico Sr. e Sra. Goldsby King, Dourados, MS.



O projeto sera submetido a plataforma Clinical Trials (https://clinicaltrials.gov) para
registro do ensaio clinico apds aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da UFGD.

5.2 AMOSTRA DO ESTUDO

A amostra do estudo sera constituida por individuos adultos e idosos com doengas
cardiovasculares assistidos no hospital.

Os critérios de inclusdo serdo: individuos adultos e idosos (> 20 anos) de ambos os
sexos em tratamento clinico-ambulatorial ou cirdrgico para doenca cardiovascular ou apos
evento coronariano agudo. Serdo excluidos aqueles com: doencas gastrointestinais prévias
(ex: cancer e/ou doencas inflamatorias intestinais); doenca renal cronica em diélise;
intolerancias e/ou alergias alimentares (ex: intolerdncia a lactose e/ou doenca celiaca);
dependéncia alcodlica e/ou de drogas ilicitas; uso atual ou prévio (até um trés meses) de
antibioticos e/ou laxativos e/ou inibidores de apetite (aqueles que receberem antibioticoterapia
profilatica para tratamentos cirdrgicos ndo serdo excluidos); uso regular de antiespasmodicos
e/ou antiacidos; uso atual ou prévio (até trés meses) de modulos de fibras alimentares,
prebidticos, probidticos, simbidticos ou produtos enriquecidos com estes ingredientes;
apresentar intolerancia a prebidticos e/ou probioticos e/ou simbidticos; gravidas ou lactantes e
seguimento atual de dietas ndo usuais (ex: vegetarianos, paleolitico, sem gluten, sem lactose
e/ou macrobidtica). A elegibilidade sera confirmada mediante analise do prontuério do
participante e por questionamentos ao mesmo.

Entre os critérios de exclusdo estdo individuos que seguem dietas ndo usuais, que
apresentam intolerancias e/ou alergias alimentares e que fazem uso de farmacos ou
suplementos que podem alterar diretamente o sistema imunoldgico, a microbiota intestinal e o
apetite, uma vez que sdo fatores confundidores ou modificadores de efeito neste tipo de
intervencao.

Como critérios de descontinuacdo, os participantes que ficarem por dois dias
consecutivos ou mais sem consumir o suplemento. O ponto de corte de dois dias foi baseado
em uma pesquisa com seres humanos que mostrou uma mudanca estrutural significativa da
comunidade microbiana ap6s dois dias de uma intervencdo dietética (DAVID et al., 2014).
Estas alteragOes foram caracterizadas por mudancas na abundancia relativa de grupos
taxonémicos bacterianos, na atividade microbiana e na expressao génica microbiana de varios

maodulos e vias metabdlicas. Estes fatores acarretaram em padrdes diferenciados de motilidade



gastrointestinal, mudancas nos tipos de &cidos graxos de cadeia curta produzidos, mudangas
na concentracdo de cetonas na urina, no peso das fezes e na expressdo microbiana de genes
envolvidos no metabolismo da glicose e de aminoacidos.

Todos os participantes receberdo a mesma educacéo interdisciplinar (informacéo e
esclarecimento) sobre o tratamento ndo farmacoldgico para doencas cardiovasculares.
Contudo, serd orientado aos participantes do estudo que durante o periodo de suplementacéo
evitem: praticar atividade fisica intensa; consumir bebida alcoodlica e alimentos enriquecidos
com prebidticos, probidticos ou simbidticos (APENDICE A).

Os pesquisadores realizardo a triagem dos individuos e, para aqueles que cumprirem
os critérios de elegibilidade, serd apresentada a proposta de pesquisa e efetuado o convite de
participacdo. A assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ocorrera

neste mesmo momento, apos leitura em conjunto (APENDICE B).

5.2.1 Calculo do tamanho da amostra

Considerou-se para o calculo amostral:

a) Dados de meédia e desvio padrdo da PCR-us (desfecho primario da presente
pesquisa) do estudo realizado por Raygan et al. (2018) que avaliaram o efeito de probi6ticos
em diferentes pardmetros metabolicos e inflamatorios em uma amostra com doenga arterial
coronariana;

b) poder do estudo de 80%;

c) intervalo de confianca de 95%;

d) calculos executados no software online OpenEpi®.

O resultado obtido indicou tamanho amostral de 88 participantes. Considerando 20%
de possiveis perdas de seguimento, o tamanho amostral obtido ficou em 106 participantes (53
por grupo). Devido ao processo de randomizacgéo estratificada por blocos (descri¢do completa
no subitem 4.3.2), buscou-se nimero par e divisivel por quatro dentro de cada grupo,
portanto, o tamanho amostral final ficou em 112 individuos (56 por grupo).

Este tamanho amostral deve ser atingido para cada uma das categorias de pacientes
listados abaixo:

1)  Pacientes crénicos em tratamento clinico-ambulatorial,
2)  Pacientes cronicos em tratamento cirdrgico;

3)  Pacientes estaveis ap0s evento cardiovascular agudo.



5.3 PROTOCOLO DO ESTUDO
5.3.1 Momentos do estudo

O estudo constara de dois momentos experimentais: My - momento basal, inicio da
suplementacdo; M; — momento final, 90 dias apos a suplementacao.

No momento basal seré realizada a caracterizacdo dos participantes (APENDICE C)
e em todos 0s momentos propostos nesse estudo serdo realizadas a coleta de sangue para
avaliacdo de marcadores inflamatdrios, do risco cardiovascular e de indicadores bioquimicos
do estado nutricional (APENDICE D), de parametros clinicos (APENDICE E), de indicadores
antropométricos do estado nutricional e da forca muscular (APENDICE F) e de sintomas de
ansiedade e depressdo (ANEXOS A e B).

Os individuos sob tratamento clinico-ambulatorial serdo convidados a participar da
pesquisa em uma consulta ambulatorial. Os individuos programados para tratamento cirdrgico
serdo convidados a participar no momento da avaliacdo pré-operatdria pelo médico. Aqueles
apo6s evento cardiovascular agudo serdo convidados a participar um dia antes da alta
hospitalar programada pela equipe médica, j& com a situacdo clinica estabilizada. Todos
deverdo iniciar a suplementacdo no dia do convite, ap6s leitura do TCLE em conjunto e aceite
em participar da pesquisa. Especificamente naqueles individuos que passardo por tratamento
cirurgico, havera o cessamento do consumo do suplemento no dia da cirurgia (respeitando o
jejum pré-cirargico), retornando o consumo somente ap6s a liberacdo médica de ingestdo de
liquidos ou solidos via oral.

Os pesquisadores e colaboradores manterdo contato presencial com os individuos em
analise (quando eles se dirigirem ao hospital) ou via ligacdo telefénica uma vez por semana,
visando o registro da adesdo ao tratamento (incluindo a suplementacdo, tratamento

farmacoldgico e ndo farmacolégico).

5.3.2 Randomizagdo e cegamento

A técnica de randomizacdo que serd adotada é do tipo estratificada por blocos
adaptada a covariaveis (SURESH, 2011). Serdo criados trés estratos representando o tipo de
paciente no estudo: 1) pacientes cronicos em tratamento clinico; 2) pacientes cronicos
submetidos a tratamento cirdrgico; e 3) pacientes estaveis apds evento cardiovascular agudo.

Blocos contendo quatro codigos de alocacdo cada (dois para o grupo intervencdo e

dois para o grupo controle) serdo atribuidos a cada nivel de um respectivo estrato. Por sua



vez, cada codigo do bloco de cada nivel estard subordinado ao sexo do individuo e a presenca
de DM2 (covariaveis), haja vista que: 1) a literatura tem demonstrado que o sexo do individuo
exerce influéncia sobre a concentracdo de marcadores inflamatorios circulantes
(CHROUSOS, 2010); 2) individuos com DMZ2, incluindo aqueles sob tratamento
farmacologico, apresentam microbiota intestinal e producdo de mediadores inflamatorios
substancialmente diferentes daqueles que ndo tem esta situacdo de doenca (QIN et al., 2012;
FORSLUND et al., 2015; CANI; JORDAN, 2018) (Tabela 1). A aleatorizacdo na distribuicéo
dos grupos de tratamento dentro de cada bloco entre os niveis de estrato serd gerada pelo
software estatistico Stata® v.13.1 para Windows (StataCorp, Texas, EUA).

Os participantes do estudo, bem como o0s pesquisadores responsaveis pelo
recrutamento, coleta e analises laboratoriais, além do responsavel pelo tratamento e analises
estatisticas serdo cegados, caracterizando o estudo como triplo-cego. Os suplementos e o
placebo serdo pré-embalados em sachés opacos e fechados pelo fornecedor e codificados
apenas com numeros aleatérios correspondentes a lista de randomizacgéo, sendo idénticos em

aparéncia fisica, sabor e cor.

Tabela 1 - Lista de randomizacéo estratificada pelo tipo de paciente e adaptada a covariaveis. Exemplo.

Covariaveis
Estratos Nivel Masculino com Masculino sem Feminino com Feminino sem
DM2 DM2 DM2 DM2

Tratamento clinico 1 Intervencéo Controle Controle Intervencéo

Tratamento clinico 2 Controle Intervencéo Intervencédo Controle

Tratamento clinico Intervencédo Controle Controle Intervencéo
Tratamento cirdrgico 1 Controle Intervencéo Intervencédo Controle
Tratamento cirdrgico 2 Intervencéo Controle Controle Intervencéo
Tratamento cirdrgico Intervencéo Controle Controle Intervencéo

Apds evento agudo 1 Controle Intervencéo Intervencéo Controle

Apds evento agudo 2 Controle Intervencéo Intervencéo Controle

Apds evento agudo Intervencéo Controle Controle Intervencéo

A identificacdo dos grupos (para cada nivel e estrato) da lista de randomizacédo sera
substituida por cddigos numéricos aleatérios com oito digitos cada, selecionados
sistematicamente a partir de uma tabela de nimeros aleatérios. Nenhum codigo sera repetido.
Estes processos de sele¢do dos codigos, substituicdo da identificagdo do grupo pelo respectivo
codigo e codificacdo das caixas de armazenamento dos sachés serdo realizados por um
pesquisador ndo envolvido com a pesquisa. Os pesquisadores responsaveis pelo recrutamento,
acompanhamento, coleta e tratamento estatistico dos dados terdo acesso apenas a lista

contendo os estratos/niveis de randomizagdo e os codigos numericos. O mesmo cddigo serd



usado para identificar a caixa que era entregue ao participante (contendo os sachés com
contetdo do respectivo grupo de estudo que fora alocado). Esta auséncia de conhecimento do
grupo para o qual o participante sera alocado € necessaria para garantir a ocultacdo de
alocacdo.

A ordem de escolha dos codigos serd sequencial aos niveis de cada bloco de
randomizacdo, isto é, o primeiro paciente do sexo masculino com DM2 em tratamento clinico
sera alocado para o grupo indicado no bloco do nivel 1, correspondente ao estrato
“Tratamento clinico - Masculino com DM2” da lista de randomizacdo; o segundo, para o
estrato correspondente ao sexo masculino com DM2 do nivel 2 desta lista, e assim por diante.
Para cada um dos trés grupos de pacientes (clinico, cirargico e agudo), havera ao final do
estudo: 56 individuos no grupo intervencdo (probiotico), sendo 14 homens com DM2, 14
homens sem DM2, 14 mulheres com DM2 e 14 mulheres sem DM2, e 0 mesmo quantitativo
no grupo controle (placebo).

Ao final da participacdo do individuo no estudo, os pesquisadores irdo questionar
sobre qual suplemento o participante acreditava estar consumindo (probidtico ou placebo) e o

porqué, visando certificar a eficacia do cegamento.

5.3.3  Caracterizacao da intervencéo

O suplemento probidtico, referente a intervencdo desta pesquisa, apresenta a seguinte

composicdo e informacdo nutricional:

Quadro 1 - Informagao da composigdo do suplemento.

Porcdo de 1 g - 1 saché

Composicéo Quantidade (UFC/dia)
Lactobacillus paracasei 1x10°
Lactobacillus rhamnosus 1x10°
Lactobacillus acidophilus 1x10°
Bifidobacterium lactis 1x10°

Legenda: UFC — Unidades Formadoras de Col6nia.

Os individuos serdo orientados a consumir um saché por dia (4x10° UFC/dia)
durante 90 dias antes de uma grande refeicdo. Cada saché devera ser diluido em 100 mL de
4gua em temperatura ambiente até completa diluicdo (APENDICE G).

O placebo sera a maltodextrina, na mesma quantidade do suplemento supracitado
(1 grama/dia).




Atualmente, o grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Erasmo Benicio Santos de
Moraes Trindade (UFSC) recebe doagbes de suplementos alimentares de diferentes
fornecedores para execucdo de projetos de pesquisa (incluindo pré/pro/simbioticos) e sera

solicitada nova doacéo para este projeto, sem conflito de interesse com os pesquisadores.
5.3.4  Desfechos

O desfecho primério sera a alteragdo das concentracfes plasmaticas de PCR-us ap0s
a suplementacdo. Os desfechos secundarios serdo as alteracbes das concentracOes
plasmaticas/séricas dos demais indicadores bioguimicos, dos parametros clinicos, dos
indicadores do estado nutricional e dos sintomas de depressdo e ansiedade apos a

suplementagéo.

5.3.5 Instrumentos e técnicas de coleta de dados
5.3.56.1 Caracterizacao dos individuos

Os participantes do estudo serdo caracterizados quanto a:

a)  Dados pessoais: nome completo, sexo, idade, tabagismo, comorbidades,
farmacos utilizados, escolaridade, faixa de renda, cor da pele
autodeclarada, endereco residencial, telefone, e-mail e nimero do
prontuario;

b)  Valores basais de todos os desfechos avaliados.
5.3.5.2 Coleta e preparo do material bioldgico

Um total de 15 mL de sangue sera coletado em cada momento do estudo por
profissional capacitado de acordo com técnica padronizada (WHO, 2010) na regido cubital do
antebraco, utilizando tubos apropriados para este fim (sistema Vacutainer® BD Biosciences -
Abingdon, UK), em jejum prévio de 8 a 10 horas.

Os tubos de sangue que serdo utilizados para as dosagens dos marcadores
bioquimicos que ndo séo de rotina no HE, serdo centrifugados no Laboratdrio de Analises
Clinicas deste mesmo hospital e aliquotas de 500 puL de plasma serdo transferidas para
criotubos com capacidade de 2 mL cada, devidamente identificados e armazenados a -80°C.



Importante destacar que as andlises serdo feitas dentro de um ano apds o0 armazenamento,
evitando possiveis perdas de analito por longo periodo de armazenamento.

Ressalta-se que os exames que fazem parte do protocolo de assisténcia dos
individuos assistidos no HE, serdo analisados por este hospital, assim, estes dados serdo
coletados do prontuario do paciente. Para os demais parametros laboratoriais, 0os materiais
para coleta de sangue e para a separagdo e acondicionamento do plasma serdo fornecidos
pelos pesquisadores, sem 6nus ao hospital.

5.3.5.3 Determinacdo de marcadores inflamatdérios e de risco cardiovascular

Os seguintes marcadores inflamatdrios e de risco cardiovascular serdo determinados:
Proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-us), lipopolissacarideo, ureia sérica, creatinina sérica,
taxa de filtracdo glomerular, acido drico, sédio, potassio, magnésio, célcio, parcial de urina,
enzimas cardiacas, malonaldeido (MDA) e &cido tiobarbitarico (TBA).

5.3.5.4 Indicadores bioquimicos do estado nutricional

Os seguintes indicadores bioquimicos do estado nutricional serdo determinados:
Hemograma, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos, glicemia de
jejum, hemoglobina glicada, albumina sérica, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fdsforo, ferro sérico, ferritina, transferrina e saturacdo de

transferrina.

5.3.5.5 Avaliacdo antropométrica do estado nutricional

Para a avaliacdo antropométrica do estado nutricional serdo realizadas aferi¢fes de
peso, estatura, circunferéncias corporais, dobras cutaneas e espessura do musculo adutor do
polegar (EMAP) por profissionais capacitados, seguindo técnicas adequadas.

O peso ser4 mensurado utilizando uma balanca portatil (Marte Cientifica LS200P®),
com capacidade de 200 kg e precisdo de 50g. Os individuos serdo pesados com o minimo de
indumentaria, descalgos, na posicao ereta no centro da plataforma da balanga e com os bracos
soltos ao longo do tronco (WHO, 1995).



A estatura sera medida por estadiébmetro com capacidade de 2,00 m e preciséo de 1,0
mm (Alturexata®). A estatura dos participantes seré aferida com o individuo descalgo ou com
meias finas e usando poucas roupas de modo que o0 posicionamento do corpo possa ser Visto.
Os participantes ficardo sobre uma superficie plana, com o peso distribuido uniformemente
em ambos 0s pes em posicdo ereta, bracos pendentes ao lado do corpo, colocando as
superficies posteriores dos calcanhares, as nddegas e a regido occipital em contato com a
escala de medida. A posicdo da cabeca serd orientada de modo que a linha de viséo
permaneca perpendicular ao corpo e paralela ao solo (plano de Frankfurt). Os individuos
serdo orientados a inspirar profundamente e manter-se numa posicdo totalmente ereta. A
referéncia para a mensuracdo sera o ponto mais alto da cabeca com pressao suficiente para
comprimir o cabelo (WHO, 1995).

A classificacdo do estado nutricional serd realizada pelo indice de massa corporal
(IMC) utilizando-se os pontos de corte definidos pela World Health Organization para adultos
(WHO, 2008) e por Lipschitz et al. (1994) para idosos. O IMC ¢ definido como uma relagdo
do peso em quilogramas com o valor da estatura em metros ao quadrado (kg/m?) (WHO,
1995).

A afericdo das dobras cutaneas e circunferéncias sera repetida duas vezes e realizada
a média das duas aferi¢cdes, sempre no lado ndo dominante. Se as aferi¢des diferirem cerca de
1 cm para as circunferéncias e de 1mm para as dobras cuténeas, serd realizada uma terceira
medida e a média das trés afericdes sera calculada. Para a afericdo das dobras, o paciente
deveréa estar em pé com o braco paralelo ao tronco e relaxado. Sera destacada a dobra formada
pela pele e pelo tecido adiposo com os dedos polegar e indicador da médo esquerda a 1 cm do
ponto marcado; a dobra sera4 pincada com o adipédmetro (Sanny®) exatamente no local
marcado (LOHMAN, 1992).

Para a dobra cutanea triciptal (DCT) e biciptal (DCB), o ponto médio do braco sera
determinado pela medida da distancia entre a projecdo lateral do processo acromial da
escapula e a borda inferior do olecrano da ulna do brago ndo dominante, com o cotovelo
flexionado a 90 graus. A afericdo da DCT ocorrerd na area posterior do brago, no masculo
triceps, 1 cm acima do ponto médio marcado. A afericdo da DCB ocorrera na area anterior do
braco, no musculo biceps, 1 cm acima do ponto médio marcado (LOHMAN, 1992). A dobra
cutanea subescapular (DCSE) sera realizada na diagonal, no angulo inferior da escapula. A
dobra cutanea suprailiaca (DCSI) sera aferida na linha axilar anterior, sobre a crista iliaca, em
um angulo de 45° da horizontal (LOHMAN, 1992). A estimativa do percentual de massa
gorda corporal sera estimada utilizando-se a somatéria da DCT, DCB, DCSE e DCSI,



segundo a equacdo de Durnin e Womersley (1974). A massa livre de gordura seré obtida pela
subtracéo do peso corporal total e do percentual de massa gorda (KAMIMURA et al., 2004).

A circunferéncia do braco (CB) sera efetuada no ponto médio entre a projecdo lateral
do processo acromial da escapula e a margem inferior da ulna, por uma trena antropométrica
inelastica com 2m de comprimento e preciséo de 0,1 cm (Sanny®, Califérnia, EUA), com o
braco formando um angulo de 90 graus. Em seguida, sera solicitado ao individuo que fique
com o braco relaxado, estendido ao longo do corpo, com a palma da mé&o voltada para a coxa,
para a afericdio da medida no ponto médio marcado (FRISANCHO, 1974). Para a
classificacdo, sera utilizada a tabela de percentis propostos por Frisancho (1981).

A circunferéncia muscular do brago (CMB) sera obtida pela combinacdo das medidas
da DCT e CB, utilizando a seguinte formula: CMB (cm) = CB (cm) — n x (DCT (mm)/10)
(FRISANCHO, 1981). A area muscular do braco corrigida (AMBc) sera calculada utilizando
as seguintes formulas: [CB (cm) — n x DCT (mm)] 2 - 10/ 47t (homens) e [CB (cm) — 7 x DCT
(mm)] 2 - 6,5/ 4x (mulheres) (FRISANCHO, 1981). Para a classificagdo de ambas as medidas,
sera utilizada a tabela de percentis propostos por Frisancho (1981).

Para a medida de circunferéncia da cintura (CC), a trena sera colocada em plano
horizontal ao nivel do ponto médio entre a costela inferior e a crista iliaca. O individuo sera
orientado a permanecer em pé, ereto, com os pés juntos, bracos estendidos ao lado do corpo e
peso uniformemente distribuido, usando o minimo de indumentaria. As medidas serdo
aferidas no final de uma expirac¢do normal (WHO, 2008). Para a classificacdo, serdo utilizados
0s pontos de corte propostos por Alberti et al. (2009), de acordo com 0 sexo e com a etnia.

Para idosos serd medida a circunferéncia da panturrilha (CP), pois é um indicador
mais sensivel de massa magra nos idosos. Para sua obtencdo, o individuo pode estar em pé,
sentado (com as pernas soltas, sem encostar no chdo) ou deitado em posi¢do supina com o
joelho flexionado a um angulo de 90°. Deve-se fazer a medicao na parte de maior didmetro da
panturrilha da perna ndo dominante (CHUMLEA et al., 1988). Valores abaixo de 31 cm serdo
considerados como indicativos de reducdo de massa muscular (LANDI et al., 2014)

A medida da EMAP sera realizada com o paciente sentado, o braco flexionado a
aproximadamente 90° com o antebraco e a mao apoiada sobre o joelho. Os individuos serdo
orientados a ficar com a mdo relaxada. Sera utilizado o plicbmetro para pingar o muasculo
adutor no vértice de um triangulo imaginario formado pela extensdo do polegar e indicador
(LAMEU et al., 2004). O procedimento serd feito em ambas as médos por trés vezes sendo
usada a média como medida da EMAP. O ponto de corte para classificagdo foi determinado



segundo preconizado por Andrade, Lameu e Luiz (2005), que apontaram valores acima de 14
mm como preditivo negativo para complicacOes septicas, ndo sépticas e mortalidade.

Para a padronizacdo das medidas antropométricas sera adotada a técnica “Erro
Técnico de Medicao” conforme citado por Perini et al. (2005). Serdo recrutados
aproximadamente 10 voluntarios adultos, utilizando os mesmos equipamentos e seguindo as
mesmas técnicas que serdo empregadas para a coleta de dados neste estudo.

Uma ferramenta de risco nutricional (NRS-2002) também sera aplicada, utilizando
um formulério validado. O resultado total da avaliacdo gera uma classificacdo baseado no
ponto de corte a seguir: > 3 — Com risco nutricional; < 3 — Sem risco nutricional. (KONDRUP
et al., 2003).

5.3.5.6 Avaliacdo da forca muscular

A forca muscular sera avaliada por meio da forca de preensdo manual (FPM),
utilizando um dinamdmetro de méo hidraulico (Saehan SH5001®, Saehan Corporation,
Korea). O individuo sera instruido sobre o uso do dinam6metro, sendo explicado e
demonstrado sobre a necessidade de apertar a manopla com sua maxima forca. No momento
da avaliacdo, o participante devera estar sentado, com quadris e joelhos a 90° de flexdo,
ombro aduzido junto ao tronco, cotovelo flexionado a 90° com o antebrago em posicao neutra
(entre pronacéo e supinagédo) e punho entre 0° e 30° de extensdo e 0° a 15° de desvio ulnar
(SCHLUSSEL et al., 2008).

A FPM seré avaliada no lado do braco considerado pelo participante como o de
maior forca, sendo realizadas trés medidas, com o periodo de contragdo maxima continua de
trés segundos. Para a analise serd escolhido o maior valor das trés aferi¢cbes. Nas anélises, a
forca de preensdo manual sera considerada como variavel continua (kg/forca). O ponto de
corte adotado serda o proposto pelo European Working Group Sarcopenia in Older People
(CRUZ-JENTOFF et al., 2019), de acordo com o sexo (homens: <27kg/forca; mulheres:
<16kg/forca).

5.3.5.7 Quantificacdo da ingestéo alimentar atual
O consumo dietético atual dos individuos sera estimado por meio da aplicacdo de trés

recordatorios de 24 horas (R24h) no momento basal e trés R24h no momento final,

contemplando dois dias de semana e um dia de final de semana. A aplicacdo dos R24h sera



realizada presencialmente (primeiro recordatorio) e por telefone (dois ltimos recordatorios).
Os individuos serdo encorajados a relatar, com o maximo de detalhes (tipo, forma de preparo,
ingredientes, quantidades em medidas caseiras), todos os alimentos e bebidas consumidos no
dia anterior, em cada refei¢do. Ao final da entrevista, o pesquisador procedera a revisdo dos
alimentos e das quantidades relatadas e registradas com o entrevistado (THOMPSON;
BYERS, 2004).

Para a andlise estimada do quantitativo de energia e nutrientes serdo utilizadas a
Tabela de Composicdo de Alimentos da Universidade de Sdo Paulo (TBCA, 2017) e a tabela
proposta pela United States Department of Agriculture (USDA, 2019). Na auséncia dos itens
alimentares nas tabelas de base de dados citadas, proceder-se-a a elaboracédo de fichas técnicas
de preparacdes ou consulta em rétulos de embalagens para determinacdo dos valores de
energia e nutrientes.

Ainda, para maior fidedignidade do consumo relatado, serdo elaboradas fichas
técnicas de preparacOes para as preparacdes alimentares que estdo disponiveis nas bases de
dados consultadas, mas que ndo consideram em sua descri¢do o uso de acucar, sal ou éleo de
adicdo. As quantidades destes ingredientes adicionadas as fichas técnicas serdo calculadas de
acordo com grupo alimentar e técnica de preparo e com base nas recomendacdes preconizadas
na literatura (DOMENE, 2014). Posteriormente, as medidas caseiras serdo padronizadas e
transformadas em gramas/mililitros de alimentos/bebidas, tendo como referéncia os valores
disponiveis nas tabelas de equivaléncias de Pinheiro et al. (2002) e Fisberg et al. (2002).

Serdo calculadas as médias de consumo de energia e nutrientes, em seguida, sera
realizado o ajuste para a variabilidade intra e interindividual utilizando a estimativa das
médias quadraticas. Para obter esses componentes é necessario utilizar a analise de variancia
(ANOVA). A partir destes dados pode-se calcular a variancia total e, posteriormente, a média
e 0 desvio padréo ajustados (I10M, 2001).

Posteriormente ao ajuste para variabilidade intra e interindividual, serd realizado
ajuste para calorias pelo método dos residuos a fim de corrigir as estimativas de nutrientes
pela ingestdo de energia total, conforme metodologia descrita por Willett, Howe e Kushi
(1997).

Ap0s a conclusdo da entrada de dados dos relatos de consumo para cada momento do
estudo, sera realizada uma analise para avaliar a consisténcia das informacdes digitadas e a
presenca de valores extremos de ingestdo diéria (<500 ou >4000 kcal). Essa etapa permitira
verificar possiveis erros de digitagdo ou a ocorréncia de sub ou super-relatos da ingestdo
diéria relatada pelos individuos. Os individuos com sub ou super-relato serdo desconsiderados



da anélise final.

5.3.5.8 Parametros clinicos

Parametros clinicos como pressdo arterial sistolica e diastélica, frequéncia cardiaca,
presenca e duracdo de comorbidades, farmacos utilizados, alteragdes gastrointestinais,
consisténcia e formato das fezes, habito tabagico, eventos cardiovasculares adversos maiores,
infecgBes, mortalidade, historia de eventos cardiovasculares e escore de risco cardiovascular
serdo verificados. Para a determinacdo da presenca de constipacao serdo utilizados os critérios
diagnosticos do ROMA IV (LACY et al., 2016), um sistema internacional desenvolvido para
classificar desordens gastrointestinais funcionais. Para a determinacdo da consisténcia e do
formato das fezes serdo utilizados os critérios da Escala Fecal de Bristol (LEWIS; HEATON,
1997), a qual classifica a forma e a consisténcia das fezes humanas em sete categorias, sendo

a categoria nimero 4 como a referéncia ideal.

5.3.5.9 Avaliacdo de sintomas de depressao

Para avaliacdo dos sintomas de depressdo sera utilizado o Inventario de Depressao de
Beck (BDI) (BECK et al., 1961; GOMES-OLIVEIRA et al., 2012). Uma escala que consiste
de 21 itens, incluindo sintomas e atitudes, cuja intensidade varia de 0 a 3. Os itens referem-se
a tristeza, pessimismo, sensacdo de fracasso, falta de satisfacdo, sensacao de culpa, sensacdo
de punicdo, autodepreciacdo, autoacusacOes, ideias suicidas, crises de choro, irritabilidade,
retracdo social, indecisdo, distorcao da imagem corporal, inibi¢do para o trabalho, distarbio do
sono, fadiga, perda de apetite, perda de peso, preocupacdo somatica, diminuicdo de libido. A
pontuacdo do estado de humor sera calculada como a soma das pontuagdes dos sintomas
mencionados acima. Escores abaixo de 15, 15-19, 20-29 e 30-63 serdo considerados como
depressdo normal, leve, moderada e grave, respectivamente (GORENSTEIN; ANDRADE,

1998). O questionario sera aplicado verbal e individualmente por pesquisadores treinados.
5.3.5.10 Avaliacgado de sintomas de ansiedade
Para avaliacdo dos sintomas de ansiedade sera utilizado o Inventario de Ansiedade

Trago-Estado (IDATE) que apresenta duas escalas que avaliam a ansiedade enquanto estado
(IDATE-E) ou traco (IDATE-T) (BIAGGIO, 1979; SPIELBERGER; GORSUCH;



LUSHENE, 1970). O IDATE é um dos instrumentos mais utilizados para quantificar
componentes subjetivos relacionados a ansiedade que apresenta uma escala que avalia a
ansiedade enquanto estado (IDATE-E) e outra que acessa a ansiedade enquanto traco
(IDATE-T). Enquanto o estado de ansiedade reflete uma reacdo transitoria diretamente
relacionada a uma situacdo de adversidade que se apresenta em dado momento, o traco de
ansiedade refere-se a um aspecto mais estavel relacionado a propensao do individuo lidar com
maior ou menor ansiedade ao longo de sua vida. De acordo com este inventario, a escala
estado requer que o participante descreva como se sente “agora, neste momento” em relagdo a
20 itens apresentados em uma escala de 4 pontos: 1- absolutamente ndo; 2- um pouco;
3- bastante; 4- muitissimo. De maneira semelhante, a escala traco também é composta de 20
itens, mas o participante recebe a instrugdo de que deve responder como ‘“‘geralmente se
sente”, de acordo com uma nova escala de 4 pontos: 1- quase nunca; 2- as Vezes;
3- frequentemente; 4- quase sempre. A pontuacdo do estado de ansiedade seré calculada como
a soma das pontuagdes dos sintomas mencionados acima, sendo que os valores mais altos
indicam maiores niveis de ansiedade. O questionario sera aplicado individualmente por

pesquisadores treinados.

5.3.5.11 Avaliacéo indireta da atividade fisica

O instrumento utilizado para avaliacdo indireta da atividade fisica sera o
Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ) em sua versdo longa, traduzido e
validado para o Brasil (MATSUDO et al., 2001), o qual permite estimar o tempo semanal
gasto em atividades fisicas de intensidade moderada e vigorosa e caminhada, nos diferentes
dominios do cotidiano, como: trabalho, transporte, atividades domeésticas e de lazer e ainda o
tempo sentado durante um dia de semana e um dia de final de semana. Sua verséo longa é
constituida por 27 questdes, referente a atividades realizadas por pelo menos 10 minutos
continuos, em uma semana habitual ou referente a ultima semana (ANEXO C).

A partir destes dados, sera verificado o equivalente metabo6lico (MET) em horas para
cada uma das atividades, permitindo realizar uma estimativa do gasto energetico semanal. Um
MET equivale a energia suficiente para um individuo se manter em repouso, representado na
literatura pelo consumo de oxigénio (VO,) de aproximadamente 3,5 mL/kg/min
(AINSWORTH et al., 2000). Embora essa constante possa ser valida para um homem de
70 kg e 40 anos de idade, ela é superestimada em homens e mulheres com peso elevado



(BYRNE et al., 2005). Para corrigir os valores de MET nesta situagéo, serdo utilizados fatores
de correcédo de acordo com a faixa de IMC e sexo do participante (WILMS et al., 2014):

Tabela 2 - Fatores de correcdo para o calculo do equivalente metabélico (MET) em individuos com peso
elevado.

Fatores de correcdo (mL kg *min %)

indice de Massa Corporal (kg/m?)

Homens Mulheres

25,0-29,9 - -0,66
30,0-34,9 -0,54 -0,82
35,0-39,9 -0,79 -0,96
40,0-44,9 -0,91 -1,04
45,0-49,9 -0,97 -1,14
50,0-54,9 -1,01 -1,21
55,0-59,9 -1,14 -1,27

> 60,0 -1,14 -1,36

~ Fonte: adaptado de Wilms et al. (2014).

Para determinar o MET semanal de cada paciente, sera multiplicado o numero de
horas por dia relatado para cada atividade fisica pelos respectivos coeficientes do MET,
obtidos a partir de tabelas padronizadas (AINSWORTH et al., 2000). Em seguida, o valor
final do MET diério de cada paciente serd corrigido, considerando os fatores de correcdo
descritos acima. Por fim, o valor didrio serd& multiplicado por sete para se obter 0 MET

semanal.

5.4 PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

Todos os individuos convidados a participar do estudo receberdo todas as
explicacBes necessarias para o entendimento do protocolo experimental, assim como dos
riscos e possiveis beneficios. Se concordar em participar, serd feita a leitura do Termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice B) e sanadas duvidas, se existirem. Em seguida,
0 TCLE sera assinado pelo participante.

Destaca-se que nenhum individuo sera obrigado a participar do estudo, assim como,
podera se retirar do estudo a qualquer momento. Além disso, todas as informacdes coletadas
serdo sigilosas, mas estardo disponiveis para o participante, caso haja interesse do mesmo. Os
formularios preenchidos com as informacgdes coletadas dos participantes ficardo de posse do
coordenador deste estudo, Prof. Dr. Ricardo Fernandes, armazenados em arquivo pessoal,
localizado no Gabinete 7, na Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Grande Dourados.

O protocolo deste estudo segue os preceitos estabelecidos na declaracdo de Helsinki



e na Resolucdo do Conselho Nacional de Sadde n° 466 de 2012 (BRASIL, 2013).
5.5 RISCOS

No que concerne a seguranca do consumo de probidticos, Hempel et al. (2011)
reuniram estudos experimentais que avaliaram a seguranca da suplementacdo de
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e outras espécies bacterianas, com o objetivo de
reduzir, prevenir ou tratar doencgas (n=41.189). Apds compilacdo dos resultados de todas as
investigacOes avaliadas, Hempel et al. (2011) verificaram que o risco relativo para ocorréncia
de eventos adversos ap6s a suplementacdo de Lactobacillus spp. foi de 0,98 (95% CI: 0,87-
1,11, p=0,785) e apos a suplementacdo de Bifidobacterium spp. foi de 0,90 (95% CI: 0,00-
1,10, p=0,302) quando comparados com individuos sem doencas.

Conforme duas revisbes sisteméaticas da literatura (BESERRA et al., 2015;
FERNANDES et al., 2017) sobre os efeitos de prebidticos e simbiodticos em parametros
metabolicos e inflamatdrios em individuos com sobrepeso ou obesidade (com a participacdo
do coordenador desta presente proposta), ndo houve desisténcia dos participantes nos estudos
com simbioticos, independentemente da dose de probidticos contidos nos simbioticos
(2,7x10% a 12x10° UFC/dia) ou do tempo de suplementacdo (30 a 196 dias). Importante
mencionar que simbidticos sdo produtos alimentares que contém prebidticos e probioticos. Os
efeitos adversos relatados (dor abdominal devido a flatuléncia excessiva, na maioria dos
casos) eram de baixa intensidade e apenas nos primeiros dias de suplementacdo, indicando
gue em alguns individuos pode haver um periodo de adaptacdo. Como o nosso estudo
pretende utilizar uma dose de 4x10° UFC/dia durante 90 dias, espera-se que ndo haja reacdes
adversas ou que sejam de baixa intensidade, sem acarretar a desisténcia dos participantes.

O maior risco que o protocolo experimental possa oferecer ao participante esta
atrelado ao acesso venoso para coleta de material biolégico para a obtencdo dos desfechos
bioquimicos. No entanto, destaca-se que para a coleta de sangue, sera utilizado material estéril
e descartavel, evitando a transmissdo de contaminantes quimicos e bioldgicos, além de ser

feito por profissional capacitado.



5.6 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados serdo organizados e registrados em banco de dados no programa Microsoft
Office Excel 2010®. A anélise estatistica sera realizada no programa estatistico STATA®
versdo 13.1 para Windows®.

As variaveis continuas serdo sintetizadas em duas Unicas medidas por grupo: média e
desvio padrdo se a distribuicdo for simétrica, ou mediana e intervalo interquartil se for
assimétrica. Em contrapartida, as variaveis categéricas serdo descritas em categorias e
frequéncia a partir do aparecimento nos grupos estabelecidos. Para avaliacdo da distribuicédo
dos dados sera aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk; se o resultado for <0,05,
rejeita-se a normalidade dos dados. Neste caso, os dados passardo por normalizacao
logaritmica ou serdo utilizados testes ndo-paramétricos.

Para variaveis continuas, as comparacdes entre os grupos (controle e suplementado)
serdo realizadas utilizando o teste T de student (caso os dados apresentem distribuigédo
normal) ou o Teste de Mann-Whitney (caso os dados ndo apresentem distribuicdo normal).
Para comparaces intra-grupo serd aplicado o teste de T pareado ou teste da soma dos postos
de Wilcoxon, quando as variaveis forem simétricas e ndo-simétricas, respectivamente, com
aplicacdo do teste post-hoc apropriados de acordo com a normalidade dos dados.

Para varidveis categoricas, as comparacdes entre os grupos (controle e suplementado)
serdo realizadas utilizando o Teste de Qui-Quadrado (ou teste de Fisher quando o valor
esperado em uma casela for menor que 5).

Para a andlise de correlacGes serdo utilizadas as correlagdes de Pearson ou Spearman
de acordo com a normalidade das variaveis.

O valor basal de cada desfecho e a variagdo média de IMC, circunferéncia da cintura,
do MET semanal e de ingestdo de energia e fibras dietéticas serdo testadas para inclusdo como
covariaveis em modelos de regressao linear multipla para os desfechos continuos da pesquisa.
Caso haja dados ndo paramétricos, estes passardo por normaliza¢do logaritmica para serem
incluidos nos modelos.

Para todos os testes, serd adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).



6 PRODUTOS E BENEFICIOS ESPERADOS

O plano de trabalho proposto é um projeto tematico que visa a avaliacdo da
contribuicdo de probioticos na modulacdo de varidveis bioquimicas, clinicas, antropométricas
e de saude mental que estdo relacionadas a fatores progndésticos em individuos com DCV.

Este projeto prevé como produtos cientificos a elaboracdo de dissertagdes do
Programa de Pds-Graduacdo em Alimentos, Nutricdo e Salde da UFGD, trabalhos de
conclusdo de curso e de iniciagdo cientifica dos cursos de Nutricdo e Medicina da UFGD,
assim como a elaboracdo de artigos originais e de revisdo a serem submetidos a periodicos
com qualis B1 ou superior - considerando os critérios para a area de Nutricdo na Coordenacéo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Com relacdo aos resultados, destaca-se que cada vez mais os probidticos fazem parte
do consumo alimentar da populagdo brasileira, seja por meio de alimentos e de bebidas
(iogurtes, queijos, leite fermentado, kombucha, entre outros), seja por meio de suplementacéo
oral. Os individuos com DCV apresentam maior expectativa com o consumo de ingredientes
alimentares que possam contribuir para a melhora de parametros antropométricos (perda de
peso e de gordura corporal e/ou ganho de massa muscular), bioguimicos (melhora do perfil
lipidico, glicémico e imunoldgico), clinicos e do estilo de vida (maior tolerancia
gastrointestinal a farmacoterapia, melhor aceitacdo na mudanca de habitos dietéticos, menor
namero de eventos relacionados a dor, entre outros). Apesar disso, as evidéncias cientificas
sdo limitadas sobre o efeito do consumo de probidticos em individuos com DCV. Todavia,
revisdes sistematicas com meta-analise tém mostrado que o consumo de probidticos em
situacOes de doenca correlatas (obesidade, dislipidemia, DM2) traz impacto significativo em
desfechos bioguimicos, antropométricos e clinicos.

Dessa forma, iniciativas que tenham por objetivo modular a microbiota intestinal e,
por conseguinte, pardmetros bioquimicos, antropométricos, clinicos e de saude mental de
individuos com DCV, podem contribuir para um prognoéstico mais favoravel e proporcionar
maior qualidade de vida. Pretende-se, ainda, agregar novos conhecimentos e fortalecer as
bases cientificas para estudos futuros quanto ao efeito da suplementacdo de probidticos em
individuos com DCV.

O estudo pretende preencher uma lacuna tedrica identificada por meio de busca
realizada em bases de dados, por meio da qual ha nimero limitado de estudos com desenho
metodoldgico semelhante ao apresentado e que fornecam informacbes sobre o efeito da
suplementacdo de probidticos nas situacdes de doenca a serem investigadas.



Ainda pretende-se verificar se a dose e tempo de suplementagdo apresentardo
beneficios quanto os desfechos analisados, podendo inferir esse valor como dose nutricional
complementar e adjuvante na terapéutica global de doencas cardiovasculares.

Quanto a formacédo de recursos humanos, o projeto contribuira para a formacao de
estudantes (mestrado, graduacao), bem como o aprimoramento de docentes dos cursos de
graduacdo e pos-graduacdo em Nutricdo da UFGD e UFSC.

No presente momento, hd uma parceria em andamento com o Prof. Dr. Erasmo
Benicio Santos de Moraes Trindade e com seu grupo de pesquisa vinculado ao departamento
de Nutricdo da UFSC. O Prof. Dr. Erasmo Trindade tem larga experiéncia em pesquisas na
area da microbiota intestinal e contribuird, juntamente com seu grupo, na producéo coletiva de
artigos cientificos, sejam originais ou revisdes sistematicas com meta-anélise. Ademais,
havera intercambio de conhecimento entre docentes, pds-graduandos e graduandos, além da

possibilidade de visitas institucionais.

7 ESTRATEGIAS DE DIFUSAO DOS CONHECIMENTOS GERADOS

Esta prevista a publicacdo dos resultados desta pesquisa em formato de artigos
cientificos, apresentacdes orais e de resumos em eventos cientificos locais, nacionais e/ou
internacionais nas areas de Nutri¢do, Cardiologia, Endocrinologia e Gastroenterologia, assim
como o contato com meios de comunicacdo local e nacional para que os resultados da

pesquisa fiquem acessiveis para a comunidade cientifica e para a populacdo em geral.
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CRONOGRAMA

O cronograma previsto para a pesquisa serd executado caso 0 projeto seja aprovado
pelo Sistema CEP/CONEP.

Quadro 2 — Cronograma proposto para elaboragéo do estudo.

Atividades Inicio Término Duracao
Revisdo bibliografica Fevereiro/2019 Junho/2022 40 meses
Treinamento e padronizacdo de Fevereiro/2019 Julho/2019 5 meses
técnicas
Coleta de dados* Agosto/2019 Julho/2021 24 meses
Processamento das amostras Agosto/2019 Junho/2021 24 meses
Tabulagdo de dados Agosto/2019 Junho/2021 24 meses
Anélise e discussao dos dados Agosto/2021 Dezembro/2021 5 meses
Elaboracéo de produtos Janeiro/2022 Junho/2022 6 meses
cientificos
Elaboracéo de relatério final Junho/2022 Julho/2022 1 més

*Previsto. Somente ap0s a aprovacdo do CEP/CONEP.




