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RESUMO

Introducéo: Sugere-se que a dishiose intestinal, caracterizada por um desequilibrio da microbiota
intestinal com predominio de bactérias patogénicas é um importante mecanismo fisiopatoldgico da
constipagdo intestinal. Uma estimulag&o prolongada de possiveis agentes patdgenos na superficie da
parede intestinal pode gerar uma liberacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e uma
subsequente ou paralela, inflamacdo. Ha evidéncias do efeito benéfico dos probidticos sobre a
composicdo da microbiota intestinal e manutengdo da sua homeostase, prevenindo e/ou tratando a
disbiose e seus efeitos. O presente estudo propbe-se a avaliar o efeito do consumo de um probidtico
multiestirpes sobre as respostas redox e inflamatéria em adultos com constipacdo intestinal.
Metodologia: Ensaio clinico, randomizado, controlado e duplo cego. 48 adultos, entre 19 e 56 anos,
ambos 0s sexos, com constipacdo intestinal de acordo com a ferramenta Roma 1V, que receberam
um tratamento por 4 semanas divididos nos seguintes grupos: grupo probidtico multiestirpes em
céapsulas, composto por 10° UFC de cada uma das seguintes estirpes de Lactobacillus acidophilus
(NCFM), Lactobacillus casei (Lc-11), Lactococcus lactis (LI-23), Bifidobacterium lactis (HN019) e
Bifidobacterium bifidum (Bb-06) e o grupo controle com capsulas contendo aproximadamente 5 g
de maltodextrina. O ensaio foi dividido em dois momentos principais, TO (baseline) e o T30 (final),
em ambos os momentos foram coletados os questionarios de saude intestinal, Roma IV, registros
alimentares, questionario internacional de atividade fisica (IPAQ), antropometria e coleta de sangue
para dosagem de marcadores de danos oxidativo (MDA e proteina carbonilada), potencial
antioxidante (FRAP, SOD, GST E CAT) e marcadores inflamatérios (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12, TNF-0 and MCP-1). Resultados: O consumo de probiéticos com maltiplas estirpes atenuou a
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes GPX e GST nos eritrécitos e melhorou de forma
marginal o sintoma de sensacdo de defecacdo incompleta em pelo menos % dos movimentos
intestinais, comparado ao grupo placebo. Ndo foram observadas alteracbes na capacidade
antioxidante total, danos oxidativo e marcadores inflamat6rios no soro. Nossos dados sugerem 4
semanas de tratamento com um produto probio6tico de multiplas estirpes foi eficaz na manutengéo de
uma maior resposta antioxidante enzimética e no alivio dos sintomas da constipacdo intestinal,
levando a uma melhor saude intestinal.

Palavras-chave: probiético; constipacgédo intestinal; Roma IV; redox; antioxidantes; inflamacéo.



ABSTRACT

Introduction: Suggest that an intestinal disorder, characterized by an imbalance of the intestinal
microbiota with a predominance of pathogenic bacteria and an important pathophysiological
mechanism of intestinal constipation. Prolonged stimulation of possible pathogens on the surface of
the intestinal wall can lead to excessive release of reactive oxygen species and subsequent or parallel
inflammation. There are beneficial effects of probiotics on the composition of the intestinal
microbiota and maintenance of its homeostasis, preventing and / or treating disorders and their
effects. The present study aims to evaluate the effect of probiotic multidrug use on redox and
inflammatory responses in adults with constipation. Methodology: Randomized, double-blind,
controlled clinical trial. 48 adults, between 19 and 56 years old, both sexes, with constipation
according to the Roma IV tool, who receive a treatment for 4 weeks divided into the following
groups: multi-capsule probiotic group, consisting of 109 CFUs of each the following strains of
Lactobacillus acidophilus (NCFM), Lactobacillus casei (Lc-11), Lactococcus lactis (LI-23),
Bifidobacterium lactis (HN019) and Bifidobacterium bifidum (Bb-06) and capsule control group of
approximately 5 g of maltodextrin. The trial was divided into two main moments, TO (baseline) and
T30 (final), at both times were collected from intestinal health questionnaires, Roma IV, food
records, international physical activity questionnaire (IPAQ), anthropometry. and blood collection
for measurement of oxidative damage markers (MDA and carbonylated protein), antioxidant
potential (FRAP, SOD, GST AND CAT) and inflammatory markers (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL -
12, TNF-a and MCP-1). Results: Consumption of probiotics with multiple strains attenuates the
reduction of antioxidant enzyme activity GPX and GST in erythrocyte cases and better marginal or
incomplete defecation deficiency symptoms at least of bowel movements when compared to the
placebo group. No changes in total antioxidant capacity, oxidative damage and inflammatory
markers in serum were observed. Our data suggested 4 weeks of treatment with a multiple probiotic
product, which was effective in maintaining a higher enzymatic antioxidant response and no damage

to constipation symptoms, causing better intestinal health.

Keywords: probiotic; intestinal constipation; Rome IV; redox; antioxidant; inflammation.
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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada da seguinte forma: Capitulo 1, composto pela introducéo,
revisdo bibliogréfica, objetivos e materiais e métodos. Em seguida, Capitulo 2, com resultados,
discussdo e conclusdo da pesquisa, apresentados em formato de artigo original intitulado “Effect of
a multi-species probiotic on markers of redox and inflammatory responses in adults with intestinal

’

constipation”.
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CAPITULO 1

1.1.INTRODUCAO

A constipacdo intestinal € uma desordem gastrointestinal baseada em um conjunto de
sintomas que incluem fezes endurecidas ou ressecadas, esforgo excessivo ao evacuar, evacuacao
infrequente, sensacdo de evacuagdo incompleta, distensdo e dor abdominal (ZHAO & YU, 2016).
Estima-se gque a prevaléncia mundial de constipacdo intestinal varia de 0,7% a 79% com um valor
mediano de 16% em adultos (MUGIE, BENNINGA & LORENZO, 2011). Na populacdo em geral,

as mulheres e 0s idosos parecem ser 0s estagios de vida mais atingidos (LINDBERG et al, 2011).

As alteraces fisiopatoldgicas na constipacao intestinal geram andlises sobre se a alteragao
na composicdo da microbiota intestinal poderiam ser uma das causas da constipagdo (BUTTO &
HALLER, 2016; CARDING et al, 2015; ZENG, INOHARA, & NUNEZ, 2017). Nesse contexto,
alguns autores sugerem que a disbiose intestinal, caracterizada por um desiquilibrio da microbiota
intestinal com predominio de bactérias patogénicas (IEBBA et al., 2016), é um importante
mecanismo fisiopatologico da constipacéo intestinal (BARBARA et al., 2016; SOKOL et al., 2008
e PRYDE et al., 2002). A disbiose afeta vias como a do metabolismo dos acidos graxos, dos &cidos
biliares, a sintese de metano, a manutencao da barreira epitelial e a liberacéo de espécies reativas de
oxigénio (ABRAHAMSSON et al., 2008; PARTHASARATHY et al., 2016).

Acredita-se que uma estimulagdo prolongada de possiveis agentes patdgenos na superficie
da parede intestinal pode gerar uma liberacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
uma subsequente ou paralela, inflamacdo. Todo esse quadro causa uma desordem no sistema
imunoldgico, principalmente quando associado com patologias do trato gastrointestinal (CARDING
etal, 2015 e ZUO et al, 2017). Jabria e colaboradores (2017), em um modelo animal, caracterizaram
uma situacdo de estresse oxidativo na constipacéo intestinal, onde o grupo com constipacdo intestinal
induzida de forma farmacéutica quando comparado com o grupo controle ndo constipado, apresentou
aumento significativo do nivel de malondialdeido (MDA), produto da peroxidag&o lipidica, e efeitos
deletérios sobre a atividade de enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase, catalase e

glutationa peroxidase.

Evidéncias destacam o efeito benéfico de determinados produtos sobre a composicdo da
microbiota intestinal e a manutencdo da sua homeostase, prevenindo e/ou tratando a dishiose e seus
efeitos (ALTAMIRANO-BARRERA et al., 2018; WHELAN and QUIGLEY,2013). Tais produtos,
os probidticos, sdo definidos como microorganismos vivos que trazem beneficios ao hospedeiro
guando administrados em quantidade adequada (FAO/OMS,2011). Wang e colaboradores (2016),
avaliaram o efeito de um probiético contendo Bifidobacterium bifidum na composi¢do da microbiota
intestinal e na atividade antioxidante em ratos com constipacao intestinal induzida comparados a um

grupo sem constipagdo. Ao final dos 28 dias de suplementagdo, foi observada uma alteragéo
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significativa (p <0,05) na composi¢do da microbiota intestinal dos ratos, com aumento da abundancia
de bactérias benéficas e reducdo de bactérias nocivas, e uma melhora na capacidade antioxidante,
com aumento significativo de algumas enzimas, como por exemplo a superoxido dismutase (SOD)

guando comparada ao grupo controle.

A alteracdo benéfica da microbiota intestinal pelo consumo de probidticos tem sido utilizada
como conduta terapéutica para tratamento de doencas que estéo relacionadas a perda da homeostase
das respostas redox e inflamatéria (ALTAMIRANO-BARRERA et al., 2018). No entanto, ndo existe
um consenso na literatura em relacdo ao efeito do consumo de probidticos sobre as respostas redox
e inflamatoria em adultos ou animais com constipagdo intestinal, bem como quais estirpes e doses
promoveriam um perfil menos oxidativo e pré-inflamatdrio nessa doenca. Diante disso, a hipbtese
deste trabalho € que o uso de probidticos melhore alguns sintomas gastrointestinais, a resposta redox
e o0 estado inflamatdrio de pacientes com constipacdo intestinal. Portanto o presente estudo visa
avaliar o efeito do consumo de probi6tico multiestirpes sobre as respostas redox e inflamatéria em

adultos com constipag&o intestinal.

1.2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1.2.1. Constipacéo intestinal: definicdo e diagndstico

As primeiras definigdes de constipacdo intestinal eram baseadas apenas na frequéncia de
evacuacdes espontaneas por semana (CONNELL et al., 1965). No entanto, a frequéncia de evacuacéo
isolada ndo é considerada um indicador confidvel de alteracdo do transito tardio do colon (SAAD et
al., 2010). Estudos recentes utilizam os critérios estabelecidos pela Rome Foundation, inicialmente
destinados a recrutamento de individuos para ensaios clinicos de distdrbios gastrointestinais
funcionais (SCHMIDT & DE GOUVEIA SANTOS, 2014). Esses critérios sdo considerados
rigorosos e apresentam a constipacao intestinal como um conjunto de sintomas (CAMILLERI et al.,
2017). Além disso, acolhem todas as faixas etarias e dividem os disturbios gastrointestinais
funcionais em categorias, sendo a constipacdo intestinal funcional um dos topicos da categoria dos
“Disttrbios intestinais” (DROSSMAN & HASLER, 2016).

O Roma IV (Quadro 1) foi a Gltima versao elaborada pela Rome Foundation no ano de 2016.
Nessa diretriz, a constipagdo intestinal do transito normal é definida como distarbio funcional
intestinal com predominio de defecacdo dificil, infrequente ou incompleta. Os critérios sao aplicados
na forma de um questionario baseado em trés tapas, (DOMINGO, 2017). Na primeira etapa, 0
individuo deve apresentar dois ou mais dos critérios em mais de um quarto das evacuacdes (25%).
A segunda e terceira etapas, respectivamente, avalia se o individuo raramente apresenta ou ndo fezes
liquidas sem o uso de laxantes (DROSSMAN, 2016) e a préxima etapa que a pessoa hdo atenda,
obrigatoriamente, aos critérios de Sindrome do Intestino Irritavel (SIl) do Roma IV. O Roma IV
ainda destaca que dor e/ou inchago abdominal podem estar presentes na constipacéo funcional mas
ndo devem ser predominantes, diferenciando assim da SIl (DOMINGO, 2017). Além disso, 0 Rome
IV apresenta um fator cronoldgico, onde os sintomas devem ser iniciados 6 meses antes do

diagnostico e estar presente durante os Gltimos 3 meses (DOMINGO, 2017).

A Rome Foundation utiliza como material de apoio para defini¢do da consisténcia das fezes
pelo paciente uma ferramenta validada, denominada Escala de Bristol (Figura 1), que apresenta
através de imagens os diversos tipos de consisténcia das fezes. O escore vai do tipo 1, fezes separadas
e de aspecto ressecado, ao tipo 7, fezes aquosas. O voluntario é instruido a indicar qual dos escores
mais representa a consisténcia da sua fezes. Essa escala é apresentada ao paciente junto ao critério
de fezes irregulares ou duras do Roma IV (O’DONNELL & HEATON,1988; LEWIS & HEATON,
1997).

Quadro 1 - Criterios diagnostico para constipacdo funcional pelo Rome 1V
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Constipacao funcional

1. Deve-se incluir 2 ou mais dos seguintes critérios:

a. Esforcar-se durante mais de um quarto (25%) das defecacdes

b. Fezes irregulares ou duras (BS 1-2)* mais de um quarto (25%) de defeca¢Ges

c. Sensacdo de evacuacgdo incompleta mais de um quarto (25%) das defecagbes

d. Sensacdo de obstrucdo anorectal/bloqueio em mais de um quarto (25%) das defecacdes

e. Manobras manuais para facilitar mais de um quarto (25%) das defecac¢des

f. Menos de 3 evacuacgbes espontaneas por semana

2. Fezes liquidas raramente presentes sem o uso de laxantes

3. Critérios insuficientes para a sindrome do intestino irritavel.

*BS — Escala de Bristol -: 1 fezes em pedacdes separados, duros. - 2 fezes — fezes em forma de salsicha,
porém seguimentadas. Adaptada de SHIN, 2017.

A constipacéo intestinal ndo é considerada uma doenga, e sim um sintoma. De acordo com a
fisiopatologia, a constipacdo intestinal é classificada em dois tipos: primaria e secundaria. A
constipagdo intestinal secundéria é resultado da associagdo com diversas patologias, como doengas
priméarias do coélon, psicolégicas/psiquiatricas, distirbios neurolégicos, metabdlicos e também
causada pelo uso de algumas medicagdes, como os opiodides (LINDBERG et al., 2011). Ja a primaria
pode surgir devido uma desregulacdo neuromuscular do célon e/ou ano-reto ou alteragdo na funcéo
coldnica e suas consequéncias no eixo cérebro-intestino (SHARMA & Rao, 2016). A constipacao
intestinal primaria ainda possui subtipos: disturbio de defecacdo, transito colénico lento (inércia
colonica) e transito normal (SERRA et al., 2017).

O disturbio de defecacdo é uma alteragdo no mecanismos da fungdo anorretal (evacuacéo
dissinérgica) ou estrutural. A dissinergia é considerada um distirbio comportamental adquirido
provocado por habitos higiénicos disfuncionais (RAO et al., 2004). Quanto a parte estrutural, os
distdrbios podem ser consequéncia de um enfraquecimento dos musculos do assoalho pélvico devido
ao esforco prolongado no ato de evacuar (SCHEY, CROMWELL & RAO, 2012). Ademais, a
constipagdo priméria do subtipo transito coldnico lento é causada por uma alteracdo de origem
neuropética ou miopética da parede do colon, com a diminuigdo das células intersticiais de Cajal, e
0 comprometimento na propulséo do célon retrégrado (EMMANUEL & KAMM, 2001; NULLENS
et al., 2012). Nesse tipo de constipacdo intestinal primaria o tempo de transito intestinal total é
alterado, enquanto individuos com inércia colbnica apresentam tempo total do transito intestinal
superior a 48 horas, podendo alcancar até 96 horas, individuos ndo constipados apresentam em média
o0 tempo total entre 30-40 horas (EMMANUEL et al., 2014; KIM & RHE, 2012).
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Figura 1. Escala de Bristol. Adaptada de Chumpitazi, 2016.

O ultimo subtipo de constipacdo intestinal priméria, denominada do transito normal, possui
maior prevaléncia entre os tipos de constipacdo priméaria. Apesar de sua fisiopatologia ndo ser
totalmente conhecida, os individuos relatam apresentar fezes endurecidas ou até mesmo uma
dificuldade para evacuar, apesar de que ndo ha atraso no transito intestinal e, em alguns casos, a
frequéncia de evacuagdo é vista dentro da normalidade (CASH & CHEY, 2005; Gray, 2011).
Acredita-se que alteragdes no estilo de vida e fatores comportamentais que levem, por exemplo, a
alteracdes no volume de fluido, s@o algumas entre outras etiologias associadas a esse tipo constipacéo
intestinal (CAMILLERI et al., 2016).

O volume de fluido absorvido em condi¢cBes normais pelo intestino delgado chega a
aproximadamente 9 litros, entre 200 a 400 ml desse volume séo excretados nas fezes. Na constipacao
intestinal esse volume absorvido sofre uma reducdo, o que favorece maior tempo de permanéncia
das fezes no reto e a excrecao de fezes ressecadas, podendo acarretar complicagfes intestinais, como
por exemplo o fecaloma, caracterizado por grande presenca de fezes endurecidas no reto
(SLEISENGER et al., 2006).

Estudos também sugerem que o desequilibrio da microbiota intestinal, aumento de bactérias

patogénicas e reducdo de bactérias ndo patogénicas, caracterizado como disbiose intestinal, pode
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constituir uma das causas da constipacdo intestinal (KHALIF et al., 2005; PRYDE et al., 2002; ZHU
etal., 2014).

1.2.2. O papel da microbiota na constipacéo intestinal

A microbiota € um amplo ecossistema composto de bactérias, fungos e virus, presente em
diferentes concentracfes em toda a extensdo do trato digestivo, sendo o c6lon o local mais povoado
com até 10* UFC/ml. Considera-se que a microbiota possui uma quantidade bacteriana 10 vezes
maior que o numero total de células do corpo humano (COLLINS & BERCIK, 2009; MONTALTO
et al., 2009). As bactérias que compfem a microbiota pertencem principalmente ao filos
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria (ECKBURG et al., 2016).

Alguns fatores como a dieta, uso de antibioticos, disfungbes metabodlicas, estilo de vida,
condi¢des higiénicas, entre outros podem favorecer alteragcdes no equilibrio da microbiota intestinal
e consequentemente contribuirem para o desenvolvimento de doencas (KAMADA et al., 2013).

Autores apontam uma diferenca na composi¢ao da microbiota intestinal entre individuos
constipados e ndo constipados (KHALIF et al., 2005; ZHU et al., 2014; ZOPPI et al., 1998).
Mancabelli e colaboradores (2017) ao avaliarem a composicdo da microbiota intestinal de amostras
de fezes de individuos com constipagdo funcional e individuos saudaveis, observaram que a amostra
saudavel tinha um perfil de bactérias com predominio dos géneros Bacterdides, Roseburia e
Coprococcus, associados com melhora da motilidade intestinal e transito col6nico mais rapido devido
ao efeito estimulante do butirato no intestino. Enquanto os individuos com constipagdo funcional
possuiam um perfil de bactérias intestinais caracterizado pelo predominio dos géneros
Faecalibacterium e Ruminococcaceae, associados com a inibigdo da secre¢do de mucina no célon e

reducdo do volume de fezes.

Outros pesquisadores tém observado um aumento das bactérias metanogénicas em pacientes
com constipacdo intestinal. Essa alteragio na composicdo da microbiota intestinal,
consequentemente aumenta a producdo de metano, o que retarda a motilidade intestinal e também
favorece os sintomas correlacionados com a constipagdo intestinal, como flatuléncia e distenséo
abdominal em pacientes com constipagdo intestinal (ATTALURI et al., 2010; VANDEPUTTE et al.,
2016).

Observa-se também uma interacdo da constipacdo intestinal e a via de sinalizacdo
bidirecional entre o cérebro e o intestino. Alteraces nesse eixo interferem, principalmente na
producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (WOODMANSEY, 2007), em destaque 0
butirato, acetato e propionato, que sdo produzidos no cdlon a partir da fermentacdo de fibras, amido

resistente e oligossacarideos pelas bactérias (BAXTER et al., 2014). A motilidade intestinal esta



23

relacionada com papel dos AGCC na estimulacdo de 5-hidroxitriptamina (5HT), principal
neurotransmissor do eixo cérebro-intestino secretado pelo enterocromafins. Outro mecanismo
envolvido com a motilidade intestinal é a atividade dos AGCC na inibicdo de histona desacetilase
(HDAC), que gera um aumento na expressdo da colina acetiltransferase (ChAT) nos neurdnios
entéricos e como resultado ha um efeito procinético na motilidade col6nica (PUERTOLLANO,
KOLIDA, & YAQOQOOB, 2014). Shi e colaboradores (2015) demonstraram reducdo significativa (p
<0.05) dos niveis de acetato, propionato e butirato fecais nos voluntarios com constipagdo intestinal
refrataria comparados a voluntarios ndo constipados, sugerindo que a redugdo dos niveis de AGCC
pode ser resultado de uma disfungéo da microbiota col6nica.

Em sintese, alteracBes na composicdo da microbiota intestinal e nos produtos finais da
fermentacdo podem estar diretamente ligada a constipacao intestinal e dos sintomas associados. Essa
nova composicao da microbiota intestinal esta relacionada a alteragcdo do meio metabdlico do célon
e sua consequente atividade de sinalizagdo e execucdo do sistema imunoldgico (KHALIF et al.,
2005).

1.2.3. Respostaredox na constipacgéo intestinal

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem pelo menos um elétron
desemparelhado no seu orbital mais externo e buscam estabilidade através da transferéncia de
elétrons com moléculas mais proximas (HALLIWELL, 2006). Gerados constantemente nos
processos fisioldgicos ou por disfungdes patoldgicas do organismo, os radicais livres atuam em varias
reacdes bioquimicas como mediadores da transferéncia de elétrons (FERREIRA & MATSUBARA,
1997). Os radicais com maior destaque sdo os derivados de oxigénio, cujo elétron desemparelhado
se encontra centrado nos atomos de oxigénio, denominados espécies reativas de oxigénio (ROS). As
espécies reativas podem ser radicalares ou ndo radicalares e sao capazes de reagir com um elevado
nimero de compostos proximos (HALLIWELL, 2006; BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006).

Em proporgdes adequadas, essas espécies reativas podem auxiliar em diversas funcdes
bioldgicas, como producéo de energia (ATP), fagocitose de agentes patdgenos ou na sinalizacdo
celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). A producdo de EROS ocorre principalmente na
cadeia de transporte de elétrons, mas podem ser gerados por diversas enzimas intracelulares,
enquanto diversos fatores exdgenos tais como tabagismo, poluentes e radiacdo podem aumentar a
producdo de EROS (BHATTACHARYYA et al., 2014).

Em paralelo com a producdo de espécies reativas, 0 organismo humano possui mecanismos
de defesa antioxidante para controle dos possiveis danos causados pela acao dos radicais livres (SIES,
1993). Os antioxidantes sdo substancias, que em baixas concentrac@es, sdo capazes de retardar ou

inibir reacbes de Oxido-reducdo. Sdo classificados em dois tipos de sistema: o enzimatico, com
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enzimas produzidas pelo organismo e que atuam de forma direta nas espécies reativas,
compreendendo as enzimas: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPX), glutationa redutase (GR), glutationa-s-transferase (GST) e glucose-6P-desidrogenase
(G6PDH); e o ndo enzimatico, compreendendo compostos de baixa massa molecular como as
vitaminas e os flavonoides que agem de forma indireta (HALLIWELL, 2000; HALLIWELL &
WHITEMAN, 2004; BARREIROS, DAVID & DAVID, 2006, 2006).

A reac0es de oxidacao-reducdo, definida como redox, envolvem a transferéncia de elétrons
de forma simulténea. A desregulagdo entre oxidantes e antioxidante podem induzir a um desiquilibrio
no estado redox em favor da oxidagdo (BOUAYED & BOHN, 2010; GORLACH et al., 2015). Um
ensaio clinico randomizado comparou a atividade de SOD e CAT em eritrocitos de criancas com
constipacdo intestinal versus criancas ndo constipadas. Os autores observaram que os valores de SOD
e CAT eram significativamente menores nas criangas constipadas (SOD constipados: 1 943+147
U/g-Hb e ndo constipados: 2 206+£171 U/g-Hb — CAT constipados: 269.3+67.8 K/g-Hb e ndo
constipados: 327.3+82.2 K/g-Hb). Portanto, esse estudo sugere que as alteracbes nos marcadores
bioquimicos estdo correlacionados com a constipacdo cronica e um potencial estresse oxidativo
(ZHOU, LOU, ZHOU, & WANG, 2005).

A constipagéo intestinal vem sendo relacionada com a condicdo de estresse oxidativo. No
entanto, 0 mecanismo ainda ndo é conhecido. Wang e colaboradores (2004), observaram que criangas
com constipagdo intestinal crénica apresentavam menores niveis plasmaticos das vitaminas C e E e
menor atividade de CAT e SOD nos eritrocitos, sugerindo que a constipacao intestinal cronica induz
a producdo de espécies reativas de oxigénio com consequente danos a biomoléculas. Altas
concentragdes de amonia no trato intestinal e no sangue podem ser responsaveis pela geracdo

excessiva de espécies reativas com consequente danos as moléculas com acéo antioxidante.

Rtibi e colaboradores (2017) observaram em estudo experimental que ratos com constipagao
induzida por um agente antineopléasico apresentaram uma significativa deplecdo na atividade
especifica das enzimas antioxidantes, SOD (30,54% de inibigdo), CAT (15,93%) e GPx (40,12%).
Esses dados indicam que a constipacdo crbnica pode causar a redugdo da atividade especifica de

enzimas antioxidantes.

Entende-se que um dos principais papéis do epitélio intestinal é atuar como barreira de defesa
(LAUKOETTER, NAVA, & NUSRAT, 2008). Contudo, uma estimulacéo prolongada da mucosa,
causada pela disbiose e o contato do epitélio com agentes patdgenos, pode promover uma ativagao
extensa de neutrofilos e macréfagos e consequentemente uma producdo excessiva de EROS e

subsequente ou paralela inflamagéo (ZUO et al., 2017).
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1.2.4. Resposta Inflamatéria na constipacdo intestinal

A constipagdo intestinal cronica é caracterizada por uma inflamag&o de baixo grau da mucosa
intestinal (KHALIF et al., 2005). H& uma correlacdo entre a alteracdo da microbiota intestinal e o
aumento de marcadores inflamatérios, como as citocinas pro-inflamatorias (BIAGI et al., 2010). No
entanto, ndo se sabe ao certo se a inflamacé&o intestinal é causa ou consequéncia da disbiose intestinal
(BUTTO & HALLER, 2016).

A mucosa intestinal é a primeira linha de defesa intestinal contra bactérias patogénicas ou
invasoras comensais no limen intestinal. A mucina, glicoproteina produzida pelas células
caliciformes do intestino, comp8e 0 muco e auxilia na barreira intestinal. No entanto, ela também
serve como nutriente para determinados patégenos. Em situagdo de disbiose, a auséncia de mucina
MUC2 compromete a integridade da barreira intestinal e consequentemente aumenta a
permeabilidade intestinal (ZENG, INOHARA, & NUNEZ, 2017). Como efeito, h4 uma resposta
desregulada do sistema imune inato com maior sintese de anticorpos, presenca de células B, além de
aumento dos mediadores inflamatdrios, como o lipopolissacarideo (LPS) e citocinas inflamatorias
(AHLUWALIA et al., 2018).

As citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina 6 (IL-6), sdo sintetizadas por macrofagos
e células dendriticas. Os macrdfagos participam tanto do processo inflamatorio e da formagéo de
espécies reativas de oxigénio, quanto da ativacdo da resposta imune (GORDON, 2003; HUME,
2015). Um fator de transcrigdo, o fator nuclear kappa B (NFkB), é ativado pelos receptores de células
B ou T atuando como sinalizador responsavel pela indugdo da expressdo génica de marcadores pro-
inflamatdrios, como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6), e recrutamento de
células imunes para o local da inflamacao (ONG et al., 2010; SALIM & XAVIER, 2014).

Mokhtare e colaboradores (2017) realizaram um estudo caso-controle com idosos iranianos
(>65 anos). O objetivo do estudo foi comparar 0s niveis séricos de interleucina 1 (IL-1), interleucina
6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) entre grupos de idosos com e sem constipagdo
intestinal, sendo os constipados diagnosticados pelo critério Roma Ill. Os idosos foram ainda
subdivididos de acordo com a idade em trés grupos: 65-75 anos; 76-85 anos e 86-95 anos. Os autores
observaram uma maior concentragdo de TNF-o, IL-6 e IL-1 nos voluntarios com constipacao
intestinal. Por exemplo, a IL-6 no grupo constipado em comparagdo com o grupo controle foi de
438,18 + 59,57 pg/mL versus 290,14+ 36,39 pg / mL, com p <0,001. Nesse contexto, 0s autores
destacam que as alteragdes na microbiota intestinal podem resultar em mudanga do ambiente
metabdlico do colon alterando assim a concentracdo de substancias fisiologicamente ativas. Essas
alteracdes podem ainda interferir na secrecdo e no funcionamento intestinal dos individuos com

constipagéo.
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Acredita-se que trato gastrointestinal é uma das principais fontes de EROS e que a formacéo
excessiva de EROS pode contribuir para um desequilibrio na resposta redox em conjunto com um
quadro de inflamacdo intestinal (CIRCU & AW, 2012). No entanto, ha poucos estudos que
investigaram a condicdo de estresse oxidativo em disturbios funcionais intestinais. Portanto, se faz
necessario o estudo desses processos em adultos com constipacédo intestinal para desenvolvimento

de medidas terapéuticas, em destaque aquelas com func¢édo antioxidante.

1.2.4.1. Probiéticos na salde intestinal

Alguns produtos tém ganhado destaque devido ao seu efeito benéfico na composicdo da
microbiota intestinal, os probidticos, que sdo definidos como microrganismos vivos que trazem
beneficios ao hospedeiro quando administrados na quantidade adequada (FAO/OMS, 2011). A maior
variedade de probid6ticos comercializados sdo dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (Simon,
2005).

Atualmente no meio comercial sdo utilizadas muitas estirpes com diferentes objetivos, sendo
as espécies de lactobacilos e bifidobactérias as mais utilizadas como probidticos (Lee et al., 1999).
Algumas espécies como o Lactobacillus acidophilus (NCFM) e a Bifidobacterium bifidum (Bb-06)
sdo espécies conhecidas e consumidas tanto em leite fermentado quanto em outros produtos. A
linhagem NCFM tem como principal caracteristica a resisténcia a meios acidos, consequente maior
sobrevivéncia no trato gastro intestinal. Como funcdo probiotica, possui proteinas de adesdo a
mucosa intestinal e sintese de bacteriocina Lactacina B, apresentando assim atividade contra
bactérias patdgenas, como a Eschericha coli (SANDERS and KLAENHAMMER, 2001,
BAREFOOT and KLAENHAMMER, 1983). Além disso, essa estirpe possui acdo metabolica no
transporte de carboidratos simples e complexos, como a rafinose e o frutooligossacarideos. Dentre
essa caracteristica, a presente estirpe auxilia na digestdo da lactose, sendo indicada aqueles com
intolerancia a lactose (MONTES et al, 1995). De forma semelhante, a linhagem HNO019, isolada de
uma iogurte desenvolvido na Nova Zelandia, é considerada um probiético em potencial devido sua
capacidade basica de resisténcia em pH acido de acordo com testes realizados in vitro e também com
consequente maior sobrevivéncia no transito intestinal (PRADAD, 1998; SANDERS, 2006). Estudos
relatam que esta linhagem apresenta beneficios na resposta imune, sintomas da constipacdo
intestinal, entre outros beneficios (ARUNACHALAM; GILL; CHANDRA, 2000; MAGRO et al,
2014).

Os mecanismos de ac¢do dos probioticos ndo sdo totalmente conhecidos e variam de estirpe
para estirpe. No entanto, alguns pontos s&o comuns como ac¢ao conjunta dos probioticos com as

proteinas da camada superficial da mucosa intestinal na eliminacdo de patégenos e a atuagdo nas
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cascatas de sinalizacdo e consequente aumento na producdo e liberacdo de citocinas anti-

inflamatdrias e também na producdo de imunoglobulinas (SHERMAN, 2009).

Os probidticos também sdo associados com a melhora da constipagdo intestinal e,
consequentemente dos seus sintomas, como na maior frequéncia de evacuacdo, reducao do tempo de
trénsito intestinal, consisténcia das fezes de aspecto tipo 3 e 4 da escala de Bristol e melhora das
dores abdominais (CHOI & CHANG, 2015; MEARIN et al.,2016). Um ensaio clinico randomizado,
triplo cego, placebo controlado foi conduzido no estado do Texas/EUA em adultos com constipacao
intestinal, com movimentos intestinais irregulares e flatuléncia como sintomas predominantes. O
periodo de intervencdo foi de 14 dias com probidtico em cépsula contendo Bifidobacterium lactis
HNO019 em diferentes doses. Os voluntarios foram divididos em trés grupos: DA - dose alta: 17,2
x10° UFC, BD - baixa dose: 1,8 x10° UFC e sem probiético (maltodextrina). A suplementacdo com
B. lactis reduziu o tempo de transito intestinal de maneira dose-dependente (grupo DA: 49h + 30
para 21h + 32 e grupo BD: 60h + 33 para 41h *+ 39) e a frequéncia de sintomas gastrointestinais

funcionais em relagdo ao grupo controle (WALLER et al., 2011).

Similarmente, Magro e colaboradores (2014) apresentam um ensaio clinico randomizado,
controlado, duplo cego feito com voluntarios com constipacéo intestinal, o grupo tratamento (GT)
recebeu um iogurte contendo uma combinacdo de polidextrose, L. acidophilus NCFM e B. lactis
HNO019 e o grupo controle (GC) recebeu apenas o iogurte Os autores observaram uma reducao
significativa do tempo de transito intestinal no grupo tratamento comparado ao grupo controle ap6s
2 semanas de intervencdo (GT: 35,0h = 15,4 para 24,6h + 12,8 e GC: 37,8h £ 15,2 para 33,9h + 12 4).

Alguns estudos que avaliaram a capacidade de uma cepa especifica de probi6tico
(Lactobacillus casei) no auxilio do tempo de transito intestinal, principalmente em grupos de risco
como as mulheres. Uma das justificativas para a melhora no tempo de transito intestinal foi o
aumento da massa celular bacteriana, consequente aumento do peso das fezes e estimulo do
peristaltismo (SPANHAAK, HAVENAAR, & SCHAAFSMA, 1998). Outra explicacdo dada foi que
a sintese de acidos organicos durante a fermentacdo no célon, como o butirato, também colabora com
a melhora dos movimentos peristalticos (KOEBNICK et al., 2003 e OHASHI et al., 2001). Krammer
e colaboradores (2011) em um ensaio clinico randomizado e duplo cego com mulheres com a faixa
de idade de 50 anos com constipacdo intestinal de transito lento (>72 horas) observaram que a
ingestdo da bebida probidtica composta por 6,5x10° UFC de Lactobacillus casei auxiliou na redugéo
do tempo do transito intestinal nos participantes suplementados em comparagdo ao grupo que
consumiu apenas a bebida lactea (suplementados: 96,6 h para 76,5 h e placebo: 95,8 h para 87,1

horas, aproximadamente).

Algumas bactérias probidticas sdo capazes de aumentar a producédo de fendlicos a partir da

fermentacdo do acido latico, promovendo o aumento da capacidade antioxidante total no intestino
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grosso (KAHOULLI et al., 2013). Kruszewska et al., 2002 demonstraram que bactérias probidticas
foram capazes de produzir compostos antioxidantes em uma quantidade equivalente a 100 mg de
vitamina C. Em um modelo de cancer de célon foi observado um aumento da atividade especifica
das enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase e glutationa-s-transferase no colon e
plasma de ratos tratados com Lactobacillus plantarum AS1. Portanto, 0s probidticos parecem ser

capazes de alterar a capacidade antioxidante intestinal por diferentes mecanismos.

Outro estudo em um modelo animal, teve como objetivo avaliar o efeito da Bifidobacterium
bifidum na microbiota intestinal de ratos tratados com dosagem de 5,0 x 10 UFC / dia versus o
grupo sem probidtico (WANG et al., 2016). Os autores observaram que o0 probidtico alterou
significativamente (p <0,05) a composicdo da microbiota intestinal dos ratos, aumentando a
abundancia de bactérias benéficas (Lactobacillus intestinalis e Lactobacillus crispatus) e reduzindo
populagdes bacterianas nocivas (Enterobacter, Escherichia coli). Ainda foi observado uma melhora
na condigdo de estresse oxidativo, com aumento significativo da atividade antioxidante na amostra
de tecido intestinal analisada pelas expressdes da glutationa redutase (GR), metalotioneina 1 e 2
(MT1, MT2), GPx-1, GPx-2 e SOD quando comparada ao grupo controle.

Singh et al. (2017) avaliaram o efeito de duas bebidas contendo probiéticos (9,5 a 10 log
UFC/mL de Lactobacillus rhamnosus NCDC17 e 8 a 8,5 log UFC/mL de L. rhamnosus GG) sobre
0 estresse oxidativo em ratos diabéticos e observaram um aumento significativo na atividade das
enzimas CAT e GPx no sangue dos animais que consumiram os probidticos em comparag¢do ao
controle. No figado, foi possivel observar maior atividade da enzima CAT no grupo que recebeu o
L. rhamnosus NCDC17. Diante disso, sugere-se que os probidticos podem apresentar efeito benéfico
sobre a homeostase intestinal, uma vez que contribuem para a reducdo da oxidagdo e aumento da

atividade antioxidante.

Portanto, considerando que a constipacao intestinal pode gerar a condi¢éo de estresse oxidativo
e um quadro paralelo pré-inflamatorio, e que o consumo de probi6ticos pode ter efeitos benéficos
sobre essas repostas, a condugdo de estudos controlados, randomizados que investiguem a acéo
desses microrganismos sobre esses processos se fazem necessarias uma vez que este efeito € estirpe-

dependente e ainda néo foi avaliado em adultos com constipagao.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Geral

- Avaliar o efeito do consumo de um probidtico multiestirpes sobre os sintomas de constipacdo

intestinal, resposta redox e inflamatoria em adultos com constipacdo intestinal.

1.3.2. Especificos

- Avaliar o efeito do probidtico na satde intestinal e sintomas de constipacao;

- Identificar os danos oxidativos a lipideos e proteinas séricos;

- Avaliar a atividade especifica de enzimas antioxidantes em hemécias;

- Verificar o potencial redutor total do soro;

- Analisar os niveis séricos das interleucinas 1B, 6, 8, 10 e 12; fator de necrose tumoral (TNF- a) ¢
proteina quimiotatica de mondcitos-1

- Aplicar para controle o Questionario Internacional de atividade fisica, o recordatério alimentar 24

horas e dados antropomeétricos (peso, altura e circunferéncia da cintura).

1.4 MATERIAIS E METODOS

1.4.1 Aspectos éticos

Projeto aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias, com o n°® do parecer 2.550.573 consubstanciado CAAE N°
69990717.5.3001.0030 em 18 de setembro de 2017. O protocolo foi ainda incluido dia 15 de
agosto de 2018 e atualizado 04 de junho de 2019 no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(REBEC) — RBR 2qvnq9. A captacéo dos voluntarios para o estudo foi feita mediante assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), com a declaracéo de auséncia de conflitos
de interesses na conducdo, anélise e conclusdes sobre os resultados, conforme resolucéo 466/12

do Conselho Nacional de Salde.

1.4.2 Viabilidade e cronograma da pesquisa

Esse projeto tem apoio financeiro da empresa CIFARMA CIENTIFICA FARMACEUTICA

LTDA, respeitando todas as condicOes éticas por meio de um contrato com assinatura de ambas as
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partes, pesquisadora responsavel e o representante empresarial, que determina que os dados serdo

divulgados em eventos cientificos e revistas especializadas independentemente dos resultados.

1.4.3 Tipo de estudo

Ensaio clinico randomizado, placebo controlado e duplo cego.

1.4.4 Caracterizagdo do produto

O probidtico apresentado em capsula era composto por no minimo 10° UFC de cada uma das
seguintes estirpes de Lactobacillus acidophilus (NCFM), Lactobacillus casei (Lc-11), Lactococcus
lactis (LI-23), Bifidobacterium lactis (HN019) e Bifidobacterium bifidum (Bb-06). O grupo controle

recebeu capsulas contendo aproximadamente 5 g de maltodextrina.

1.45 Populagdo estudada

A amostra foi composta por adultos com idade entre 19 e 56 anos, de ambos 0S Sexos,
diagnosticados com constipacéo intestinal de acordo com os Critérios Roma IV (Anexo 1). Foram
excluidos os individuos que nos ultimos 30 dias que antecederam a anamnese: utilizaram alimentos
ou produtos contendo probidticos e/ou prebidticos; fizeram uso de suplementos de vitaminas e
minerais; consumiram alguns tipos de chas (verde, branco ou de hibisco); utilizaram laxantes e
fitoterapicos para melhora do funcionamento intestinal; usaram medicacdes com atividade anti-
inflamatdria e antibidticos. Ainda foram excluidos aqueles individuos que apresentavam doencas
metabdlicas, gastrointestinais, disfunces hepaticas, renais, doengas crbnicas ndo-transmissiveis,
gestantes ou que ndo compareceram as reavaliacGes ou descontinuaram o uso do probidtico fornecido

pela pesquisa.

O célculo amostral foi realizado, a principio, para teste de comparacdo de médias de grupos
independentes considerando um efeito de delineamento de 0,80, obtido de dados de médias e desvio
padrdo de frequéncia de evacuagdes apds intervencdo com simbioticos (WILMS et al., 2016); um
alfa de 0,05 e poder de teste (1-B) de 80% e obteve-se como resultado o valor 18 participantes por
grupo. O célculo foi realizado pelo programa G*Power 3.1.9.2%.

1.4.6 Delineamento experimental do estudo
A captacdo dos voluntérios foi realizada atravées da divulgacéo da pesquisa nas redes sociais,

midias, universidades e clinicas. O material informativo utilizado na divulgac&o continha os dados

bésicos da pesquisa realizada em Goiania e os contatos da pesquisadora responsavel. Aqueles
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participantes que demonstraram interesse pessoalmente ou que entraram em contato por e-mail ou

telefone com a pesquisadora foram instruidos sobre os detalhes da participacao.

Os participantes que apresentaram interesse foram direcionados a uma triagem com
aplicacdo de um questionario contendo os critérios de inclusdo e exclusdo. Os individuos que
atenderam aos critérios de inclusdo receberam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndice A) para leitura e, caso concordassem, posterior assinatura. Em seguida foi
realizado o agendamento da data e horario para a primeira coleta de dados (T0) As despesas com 0
deslocamento foram ressarcidas. Os individuos poderiam desistir de participar da pesquisa em
qualquer umas das etapas.

Os voluntérios recrutados foram randomizados aleatoriamente (Sofware R 2.15.33) em dois
grupos (A e B), de acordo com o sexo, idade e IMC. Uma pesquisadora externa realizou o sorteio

para determinar qual o tratamento cada grupo (A ou B) iria receber, tornando-se assim;

. Grupo controle: ingestdo de uma capsula diaria composta por maltodextrina por 30 dias;
. Grupo probidtico: ingestdo de uma capsula diaria do probidtico com multi-estirpes por
30 dias.

Tanto os participantes do estudo, quanto os pesquisadores foram cegados, em relagdo a
distribuicdo das capsulas placebo e probidtico. As embalagens de probioticos e placebos foram
fornecidas pela empresa responsavel, idénticas, j& lacradas e com o codigo de randomizacéo, e as
capsulas visivelmente equivalentes. Os codigos de identificagdo do probidtico s6 foram revelados

aos pesquisadores no momento da analise estatistica dos dados.

O tempo inicial (TO) foi considerado como 0 momento em que 0S participantes
compareceram no dia e horario marcado na Clinica de Nutricdo da Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Goias (FANUT/UFG). O espagco foi dividido em ilhas de atendimento para

agilizar a coleta de dados e consequentemente possibilitar o menor tempo de espera dos participantes.

Ao chegar & Clinica de Nutricdo/FANUT/UFG o voluntério recebeu uma ficha contendo
todos os procedimentos a serem realizados e 0S espagos para serem marcados com um “x” pelo
pesquisador apds sua execugdo. Ao final, depois de passar por todas as ilhas de atendimento e
portanto com a ficha de acompanhamento dos procedimentos completamente preenchida, foi
realizada a entrega do probi6tico ou placebo, do diario de funcionamento intestinal e das fichas de
registros alimentares. Os voluntérios foram instruidos a ingerir a capsula 30 minutos apdés a Ultima
refeicdo do dia. Cada embalagem possuia 35 capsulas, o excedente (05 capsulas) serviu como
controle de adesdo para pesquisadores, sendo mais tarde excluidos os voluntarios com ingestdo <80%

dos produtos.
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Além disso, foram feitas orientagdes quanto o preenchimento do Diario do funcionamento
intestinal (Apéndice B) e também foi realcada a importancia da ndo modificacao dos habitos de vida,
incluindo o padrdo alimentar e o nivel de atividade fisica, bem como a ndo consumirem outras fontes
de probidticos durante as 4 semanas de intervencdo. Depois das orientacdes foi realizado o
agendamento para a fase T30 (30 dias ap6s o consumo do probidtico ou do placebo). Posteriormente,
cada voluntario foi encaminhado a um local especifico onde realizaram uma refeicdo gratuita de café

da manha.

Durante o periodo de intervengdo foram realizados contatos com cada participante uma vez
por semana, por meio do aplicativo WhatsApp, para avaliar a adesdo ao uso da suplementacéo,

eventos adversos ou outras intercorréncias.

Apos 30 dias, os voluntérios retornaram ao mesmo local para a reavaliacdo (T30) das
medidas antropométricas, exames bioquimicos e questionarios. Foram recolhidos os 06 registros
alimentares, o diario de funcionamento intestinal e as embalagens dos probidticos para conferéncia
da adesdo. Ao final dos procedimentos, os pesquisadores deram um retorno aos voluntérios quanto

aos resultados dos exames bioquimicos basicos e realizaram uma orientacéo nutricional.
As variaveis a serem analisadas foram:

I.  Variaveis controle:

A. Recordatério alimentar de 24 horas (R24h) e os registros alimentares: 0 R24h foi
aplicado pelos pesquisadores como modelo de orientagdo ao voluntario para posterior auxilio
no preenchimento dos 06 registros alimentares (Apéndice C). Trés registros alimentares
deveriam ser preenchidos na primeira e outros trés na Gltima semana de intervencdo. Os
voluntarios foram orientados a preencher dois registros alimentares em dias intercalados da
semana e outro no fim de semana;

B. Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ) — versdo curta: um questionario
(Anexo 2) por etapa foi aplicado pelos pesquisadores para estimativa do gasto em atividades
fisicas de intensidade leve, moderada e vigorosa, definidas como tarefas metabdlicas
equivalentes (MET). Essas tarefas sdo parte do contexto cotidiano, incluindo o periodo que
0 voluntario passa sentado. O gasto energético (Kcal MET/semana) foi calculado
considerando 0s minutos por semana para cada atividade estimado em METs pela formula:
MET (minutos) total x Peso do voluntario/60 minutos (MATSUDO et al., 2001).

C. Antropometria: todas as medidas antropométricas foram realizadas por pesquisadores
treinados. Foram coletadas as seguintes medidas: peso corporal (kg), a altura (cm), a
circunferéncia da cintura (cm) e realizado o célculo do indice de massa corporal (IMC)
(OMS, 1995).
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Il.  Variaveis desfecho

A. Questionario ROMA IVv: foi aplicado o questionario no qual contém um grupo de
perguntas que avaliou a presenca dos seguintes sintomas em pelo menos 25% das
defecacdes: esforco excessivo, fezes ressecadas ou endurecidas (Escala de Bristol),
sensacdo de defecacdo incompleta, bloqueio ou obstrucdo anorretal e realizacao de
manobra manual. Apds essa primeira etapa foi perguntado a frequéncia de evacuagao
semanal e se eventualmente ha presenca de fezes liquidas. Diferentemente do que foi
feito na triagem, nessa etapa o questionario ROMA IV foi utilizado como uma
metodologia para avaliacdo dos sintomas relacionados com constipacao intestinal
(PALSSON et al., 2016).

B. Questionario de Saude intestinal: aplicado pelos pesquisadores, o questionario
(Apéndice D) contém trés perguntas que avaliam pela escala de Likert a percepc¢éo
do voluntario quanto a dor, desconforto e inchaco abdominal na Gltima semana
comparada ao Ultimo més. Os niveis sdo determinados da seguinte maneira: O
(nenhuma), 1 (suave) 2 (moderada), 3 (severa) e 4 (insuportavel).

C. Coleta de sangue para analises laboratoriais: 0S pacientes foram previamente
instruidos a realizarem jejum de 12 horas e ndo ingerirem bebidas alcodlicas. A coleta
foi feita por uma empresa terceirizada contratada. Foram coletados aproximadamente

10 mL de cada voluntario em tubo de coleta de sangue a vacuo com e sem EDTA,;

1.4.7 Anéalises laboratoriais

As amostras de sangue coletadas em tubos sem anticoagulante foram centrifugadas a 700 x
g por 10 min a 4°C para obtencdo de soro e aquelas coletadas em tubos com anticoagulante foram
centrifugadas a 1.000 x g por 10 min a 4°C para obtencdo do plasma. Foi transferido 250 uL das
amostras de soro para tubos contendo 2,5 pL. de EDTA 1,34 mmol/L ¢ 2,5 uLL de GSH 0,65 mmol/L.
Apo6s a remogdo do plasma para um novo tubo, as camadas buffys do sedimento de células vermelhas
foram descartadas e as hemécias foram ressuspendidas em agua Milli-Q gelada (5x volume) e

centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos para sedimentar as membranas dos hemécias.

As amostras de soro, plasma e hemécias foram armazenadas a -80°C para posterior
determinagdo dos marcadores da resposta redox: malondialdeido (MDA), proteinas carboniladas,
capacidade redutora do ferro (FRAP), atividade especifica de enzimas antioxidantes e dos

marcadores da resposta inflamatdria: Fator de Necrose Tumoral o (TNFa), proteina quimiotatica de
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monocitos-1 (MCP-1) e interleucinas (1B, 6, 8, 10 e 12). As técnicas utilizadas foram padronizadas

e ja consagradas pela literatura.

A. Dano oxidativo

A.1 - Dosagem de malondialdeido (MDA).

A dosagem do produto da peroxidacdo lipidica foi realizada com baseada na metodologia
descrita por Candan e Tuzmen (2008) com algumas modificagdes. O principio desse método baseia-
se na reacdo entre alguns produtos da peroxidacdo lipidica, em destaqgue o MDA, com o acido
tiobarbitarico (TBA). Inicialmente, foi realizada a seguinte dilui¢do: 150 ul de soro em 450 pl de
agua milliQ. Em um tubo tipo eppendorf foram pipetados 375 ul de acido fosforico (HsPOs) 440
mmol/L, 250 ul de acido tiobarbittrico 42 mmol/L e 50 pl da amostra de soro diluida. Posteriormente
a amostra foi incubada a 99 °C por 1 hora em aparelho termomixer (Thermomix comfort, eppendorf,
Alemanha) para formacdo do complexo acido tiobarbitirico e MDA (TBA-MDA). Apés o
resfriamento dos tubos, 600 pl dessa amostra foram adicionados a 600 pl da solugdo de precipitagao
(metanol:NaOH na proporcao de 91:9). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 900 x g a
4°C por 5 minutos, o sobrenadante retirado e as leituras realizadas em espectrofluorimetro
(Spetramax M2, EUA) com excita¢do a 553 nm e emissdo monitorada a 532 nm. A curva padrdo foi
feita a partir da hidrélise do composto 1,1,3,3 tetraetoxipropano (TEP, Sigma, St. Louis, MO, USA)
em H>SO, a 1% na faixa de concentracdo de 0,05 a 2,02 nmol/mL. A concentracdo de proteina total
de cada amostra foi determinada pelo método de Hartree et al., 1972 e a concentragdo de MDA

expressa em nmol /g de proteina total.

A.2 — Dosagem da capacidade antioxidante total do soro por potencial antioxidante

redutor de ferro

O ensaio foi realizado segundo protocolo descrito por Benzie e Stain (1996). Esse método
determina a capacidade de reducdo do ferro em fluidos biol6gicos, a partir do Potencial Antioxidante
Redutor de Ferro (FRAP). O reagente FRAP foi preparado a partir da combinacdo de 25 mL de
tampdo acetato (0,3 mol/L), 2,5 mL de solucdo de 2,4,6- tripyridyl-s-triazine (TPTZ) 10 mmol/L em
acido cloridrico (HCI) 40 mmol/L e 2,5 mL de solu¢do aquosa de cloreto férrico (20 mmol/L). Ap6s

0 preparo a solugéo foi usada imediatamente. Em um tubo de ensaio foram adicionados 30 pl de soro,
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90 ul de agua Milli-Q e 900 ul da solugdo FRAP. As amostras foram homogeneizadas ¢ a leitura da
absorbancia monitorada por 4 minutos a 593 nm em espectrofotémetro (Spetramax M2, EUA). A
determinacdo da capacidade redutora de ferro foi realizada utilizando a diferenca entre a absorbancia
final, apds 4 minutos, (T4min) e inicial (TOmin) para cada amostra, sendo expressa em percentual de
FRAP relativo a uma solucgéo padrdo de FeSO.. Para tanto, a partir de uma solucdo padrdo de FeSQO,
2mmol/L foi construida uma curva padrdo (100 - 2000 umol/L, y = 0,0006x - 0,0014), e o resultado
de FRAP do soro foi expresso em FeSO4 umol/L, podendo ser interpretado como a quantidade Fe
reduzido por aquela amostra.

A.3 — Dosagem de proteinas carboniladas.

As andlises foram realizadas de acordo com o protocolo descrito por Richert et al. (2002). O
principio desse método é baseado na reagdo de dinitrofenilhidrazina (DNPH) com o grupo carbonil,
produto do dano oxidativo em proteinas, formando a base de Schiff que pode ser quantificada por
espectrofotometria. Inicialmente foram homogeneizados 100 pL de soro em 700 pL de Tris HCI 25
mmol/L uréia 6 mol/L pH 9.0, imerso em gelo. Posteriormente esse homogenizado foi dividido em
trés aliquotas, sendo 200 uL para aliquota da reacdo branco e mais 200 pul para cada uma das duas
aliquotas de dosagem de proteina carbonilada. O homogeneizado remanescente foi utilizado para
dosagem de proteina total.

Em seguida, a cada uma das trés aliquotas de homogenizado foram acrescentados 200 uL de
TCA 20%, os tubos foram invertidos 15 vezes e centrifugados a 10.000 g/5 min/2-8°C (4°C). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 200 pL de Tris HCI 25 mmol/L ureia
6 mol/L pH 9.0 e depois desintegrado com a ponta de um pincel. A aliquota do branco foram
adicionados 700 puL de HCI e as duas aliquotas da amostra 700 pL de 2,4 dinitrofenilhidrazina
(DNPH) 0,2% em HCI 2 mol/L. Ap6s serem agitadas em aparelho vortex, as amostras foram
incubadas por 15 min/2-8°C, em velocidade alta (1.000x) em aparelho termomixer (Thermomix
comfort, eppendorf, Alemanha). Em seguida foram adicionados 700 uL de TCA 20%, e as amostras
centrifugadas a 10.000 g/2 min/2-8°C (4°C). O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado trés
vezes com 1 mL de solucédo etanol : acetato de etila na proporcéo de 1:1, a cada lavagem as amostras
eram centrifugadas a 10.000 g/2 min/2-8°C (4°C). Apds a terceira lavagem, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado secado a temperatura ambiente. O precipitado foi entdo ressuspendido em
600 uL de guanidina 6 mol/L em fosfato de potassio 500 mmol/L pH 2,5, os tubos agitados no vortex
e incubados por 30 min/2-8°C, em velocidade méaxima no aparelho termomixer (Thermomix comfort,

eppendorf, Alemanha).

Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10.000 g/5 min/2-8°C (4°C) e as leituras

de absorbéncia realizadas em espectrofotdmetro (UV-1800 UVVIS Spectrophotometer, Shimadzu,
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Kyoto, Japdo) no comprimento de onda de 376 nm. A concentracdo de proteina total em cada
homogeneizado foi determinada pelo método de Hartree (1972). Os resultados foram expressos em

nmol de carbonil / mg de proteina total (y = 0,0133x + 0,0123).

B — Capacidade Antioxidante

B.1 - Determinacdo da atividade especifica das enzimas antioxidantes catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPX), glutationa-s-transferase (GST) e superéxido dismutase (SOD)
em hemacias.

B.1.1 - Catalase (CAT): A andlise foi realizada por meio do monitoramento do consumo de
H>O, a 240 nm. Foi utilizado um sistema com volume final de 1 mL contendo 30 pL do
homogeneizado de hemécias, tampao fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA 0,5 mmol/L e
H20, 10 mmol/L, concentrac¢des finais (Aebi, 1984). O coeficiente de extin¢cdo molar do H,O, de
0,0394 mM-1cm-1 a 240 nm foi utilizado para o célculo da atividade. Uma unidade de CAT foi

definida como a quantidade de enzima necessaria para decompor 1 pmol de H2O, / min.

B.1.2 — Glutationa Redutase (GR): 0 método utilizado foi descrito por Joanisse e Storey
(1996). Esse método monitora o consumo de NADPH através da leitura da absorbancia a 340 nm
por 20 segundos. O sistema reacional com volume final de 1 mL continha 50uL do homogeneizado
de hemaécias, tampdo fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA 0,5 mmol/L, NADPH 0,2
mmol/L e GSSG 1 mmol/L, concentracdes finais. A atividade enzimatica foi calculada utilizando o
coeficiente de extingdo molar do NADPH de 6,22 mM™cm™ a 340 nm. Uma unidade de glutationa

redutase corresponde a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 nmol NADPH / min.

B.1.3 — Glutationa Peroxidase (GPX): analise realizada segundo método descrito por
Joanisse e Storey (1996), utilizando H,O. como substrato. Nesse método é determinada apenas a
atividade da GPX selénio dependente. O ensaio consiste no monitoramento da oxidacdo do NADPH,
através da leitura da absorbancia a 340 nm por 20 segundos, catalisada pela glutationa redutase (GR).
O sistema reacional com volume final de 1 mL continha 20uL do homogeneizado de hemacias,
tampéo fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2), EDTA 0,5 mmol/L, NaNs 2 mmol/L, GR 1,5 u/mL,
NADPH 0,15 mmol/L, GSH 5 mmol/L e H»O, 0,2 mmol/L, concentra¢des finais. A atividade

enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar do NADPH de 6,22 mM“cm a
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340 nm. Uma unidade de GPX foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1
nmol NADPH / min.

B.1.4 — Glutationa-S-transferase (GST): De acordo com o método de Habig e Jakoby
(1981), a atividade especifica da GST sera determinada atraves da reacdo de conjugacgdo de GSH 1
mmol/L com 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 1 mmol/L (CDNB), e consequente formacdo do complexo
S-2,4-dinitrofenil-glutationa, o qual é detectado a 340 nm. O sistema reacional com volume final de
1 mL continha 30uL do homogenizado de hemécias, tampao fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,2),
EDTA 0,5 mmol/L, CDNB 1 mmol/L e GSH 1 mmol/L, concentracdes finais. A atividade enzimatica
foi quantificada utilizando o coeficiente de extingdo 9,6 mM-*cm? do complexo S-2,4-dinitrofenil-
glutationa. Uma unidade de glutationa-s-transferase foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para produzir 1 nmol de produto/min.

B.1.5 — Superéxido dismutase (SOD): A determinagéo da atividade de SOD foi realizada
segundo protocolo descrito por MCCORD e FRIDOVICH (1969), SUN et al. (1988) e adaptado por
MCCORD (2001). O ensaio de SOD consiste na geracdo de superoxido (Oy) a partir da conversdo
de hipoxantina a xantina, reacdo catalisada pela enzima xantina oxidase. Posteriormente, o ion

superoxido reduz o citocromo c, sendo, entdo, monitorada a cinética da reacdo de reducdo a 550 nm.

O sistema reacional foi composto por tampéo fosfato de potéassio 50 mmol/L pH 7,8, EDTA
0,5 mmol/L, citocromo c¢ predominantemente oxidado 0,01 mmol/L, hipoxantina 0,05
mmol/L, homogeneizado de tecido e xantina oxidase suficiente para gerar uma taxa de reducéo do
citocromo ¢ de 0,025 abs/min, em um volume final de 500 uL. A estimativa da atividade enzimética
foi baseada na premissa que uma unidade (U) de SOD corresponderia a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a reducédo do citocromo c (IC50), o qual contém 1 mg de proteina. A
determinagdo do IC50 foi realizada através da leitura de cinco pontos crescentes do homogeneizado
(10,25,50 75 e 100 pL de homogeneizado de heméacias). Uma fungdo logaritmica foi gerada a partir
das quantidades de homogeneizado utilizadas e seus respectivos valores percentuais de inibi¢ao da
reducdo da reducdo de citocromo C. A partir desta fungdo foi possivel encontrar o valor
correspondente a uma unidade (U) de SOD. Os resultados foram expressos como U enzima/mg de

proteina.

C. Marcadores inflamatérios
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As analises dos marcadores: Fator de Necrose Tumoral a (TNFa), Proteina quimiotatica de
mondcitos 1 (MCP-1) e as interleucinas foram realizados em parceria com o Laboratério de
Imunologia e Inflamacdo do Departamento de Biologia Celular / Instituto de Biologia / Universidade

de Brasilia.

A concentragdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 no soro dos voluntarios foram
determinadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando kits comerciais (eBioscience e R&D
System). O ensaio foi realizado conforme instrucbes do fabricante. Resumidamente, microplacas
com 96 pogos foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas diluidos em PBS e
incubadas por 18 horas a temperatura ambiente. As placas foram bloqueadas com Soro Fetal Bovino
5% em PBS e incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, apds um ciclo de trés
lavagens com solucéo 0,05% Tween-20 em tampao PBS, foram adicionadas as amostras (50 pL) e
as diluicGes seriadas da curva padréo. As placas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente
e apos o término deste periodo, os respectivos anticorpos anti-citocinas conjugados a biotina foram
adicionados as placas e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, apds um ciclo de trés
lavagens, foi adicionada estreptoavidina peroxidase do kit e incubada por 20 minutos a temperatura
ambiente. Apds novas lavagens, substrato 3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina foi adicionado as placas e
a reacdo foi interrompida pela adig&o de &cido sulfurico 1 mol/L. A absorbéancia da reagéo foi medida
por espectrofotometria no comprimento de onda de 450nm. Apds a leitura, esses dados foram

analisados no programa SoftMax e plotados no GraphPrism.

1.4.8 Andélise estatistica

O teste de normalidade Shapiro-Wilk, foi utilizado para testar a distribuicdo das variaveis
controle e desfecho, sendo os resultados expressos como média, £ DP (desvio-padrao) ou A (T30 -
TO). Para os resultados referentes ao dano oxidativo, capacidade antioxidante e marcadores
inflamatdrios utilizou-se o Teste-t pareado para avaliar a diferenca no mesmo grupo e o Teste t para
amostra independentes para avaliacdo entre os grupos. Os Critério Roma IV, o diario de
funcionamento intestinal e as varidveis de controle (IPAQ e dados dos registro alimentares)
utilizaram o teste de Mann-Whitney que comparou a diferenga entre 0s grupos e o teste Wilcoxon
para as analises intra-grupos. Os testes foram fixados com valores de confianga em 95% (p < 0,05),
sendo considerados significativos. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
SPSS (22.0).
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Abstract

Probiotics may have beneficial effects on intestinal dysbiosis, but the effects of probiotics
on redox and inflammatory responses in intestinal constipation remain unknown. This study
investigated the effect of a multiple-strain probiotic on the redox and inflammatory
responses in individuals with intestinal constipation. Analysis included redox response,
inflammatory response, and ROME IV criteria for constipation. The consumption of
multiple-strain probiotic attenuated the reduction of GPX and GST activity in erythrocytes
and marginally improved the symptoms, such as feeling of incomplete defecation in at least
Y4 of bowel movements, compared to placebo group. No changes were observed in total
antioxidant capacity, oxidative damage, and levels of inflammatory markers in the serum.
Our data suggested that a multiple-strain probiotic was effective in maintaining a greater
enzymatic antioxidant response and in relieving an intestinal constipation symptom, and

thus, contributes to better intestinal health.

Keywords: probiotic; intestinal constipation; Rome 1V; redox; antioxidant; inflammation.

1. Introduction

Functional constipation is a disorder characterized by a set of symptoms that include
hardened or dry stools, excessive exertion on bowel movements, infrequent bowel
movements, incomplete evacuation, distension, and abdominal pain (Zhao & Yu, 2016). The
global mean prevalence of functional intestinal constipation is estimated as 16% (Mugie,
Benninga & Lorenzo, 2011), with highest prevalence in women and in elderly people
(Lindberg et al., 2011).

The pathophysiology of intestinal constipation is multifactorial (Kamada et al.,
2013). Changes in intestinal microbiota composition (Barbara et al., 2016; Sokol et al., 2008
e Pryde et al., 2002), oxidative stress condition (Jabri et al., 2017; Wang et al., 2004, Rtibi
et al., 2017), and inflammation might be some of the causes of intestinal constipation. The
constipation, as well as other disorders of the gastrointestinal tract, can alter the composition
of the intestinal microbiota, increasing the intestinal permeability to pathogens and
endotoxins and promoting oxidative and inflammatory responses (Bischoff, 2014; Khalif et
al., 2005).

Jabri et al. (2017) observed an increase in lipid peroxidation and H>O> production,
and a decrease in the activities of antioxidant enzymes in the colon of rats with induced

constipation. Similar results were found in children with chronic constipation, in which a
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significant increase in oxidative damage and a decrease in antioxidant capacity was observed
(Zhou et al., 2005).

With respect to inflammation, few studies have investigated the relationship between
inflammatory response and chronic constipation. Some studies have suggested a significant
and positive association between serum inflammatory cytokine levels (TNF-a, IL-1, and IL-
6) and chronic constipation (Mokhtare et al., 2017; Khalif et al., 2005). Cirali et al. (2014)
observed higher levels of IL-6, IL-12, and neopterin, and unaltered levels of IL-1 and TNF-
a, proinflammatory markers of inflammation, in children with intestinal constipation, when
compared to healthy controls (p = 0.001).

Previous evidence highlights the beneficial effect of probiotics, live microorganisms
that provide benefits to the host when administered in adequate quantities (FAO/WHO,
2011), in the treatment of intestinal constipation (Waller et al., 2011; Singh et al., 2017 and
Kruszewska et al., 2002). Wang et al. (2016) observed an increase in the abundance of
beneficial bacteria (Lactobacillus intestinalis and Lactobacillus crispatus) and a decrease in
harmful bacterial populations (Enterobacter and Escherichia coli), followed by improvement
in the antioxidant capacity, in rats treated with Bifidobacterium bifidum probiotic. Miller et
al. (2018), in a systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials in
constipated adults, suggested that probiotic products that are composed of Lactobacillus or
Bifidobacterium species increase stool frequency and decrease intestinal transit time;
however, the authors observed a significant heterogeneity in outcomes and evidence of
publication bias, suggesting that these results must be interpreted with caution.

The previous literature is not consensual regarding the effect of probiotic
consumption on redox and inflammatory responses in subjects with intestinal constipation,
as well as which strains and doses would promote an antioxidant and anti-inflammatory
profile in intestinal constipation. In the present study, we investigated the effect of a mix of
different strains of bacteria on the redox and inflammatory responses in individuals with

intestinal constipation.

2. Methods
2.1.  Probiotic product

The probiotic and placebo capsules were manufactured and supplied by Scientific
Cifarma Pharmaceuticals, Goiania, Goias - Brazil. The probiotic capsules were composed of
a mixture of bacterial strains, containing at least 109 CFU of the following strains:
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Lactobacillus acidophilus (NCFM), Lactobacillus casei (Lc-11), Lactococcus lactis (LI-23),
Bifidobacterium lactis (HN019), and Bifidobacterium bifidum (Bb-06). The placebo capsule

contained 5 g of maltodextrin.

2.2.  Subjects

The subjects were recruited through social media and folder delivery at clinics and
universities. After the recruitment phase, 55 subjects passed the eligibility criteria of the
study. The inclusion criteria included age between 18 and 60 years, both sexes, and diagnosis
of intestinal constipation according to Criteria Roma IV (reference). The exclusion criteria
included use of probiotic and/or prebiotic foods or products, use of laxatives and
phytotherapics that improve intestinal functioning, use of vitamin and mineral supplements,
consumption of some types of teas, and use of anti-inflammatory and antibiotics. Volunteers
with metabolic, gastrointestinal, hepatic, renal, and other non-transmissible chronic diseases;
pregnant women; and those who did not attend the reevaluations or interrupted the probiotic
consumption provided during the research were excluded. The sample calculation initially
considered a design effect of 0.98 for the comparison of means of independent groups
obtained from data of means and standard deviation of evacuation frequency after
intervention with symbiotics (WILMS et al., 2016); an alpha of 0.05 and test power (1-B) of
95%, and the result was 29 participants per group, who were accrued 30% for coverage
totalling 38 patients per intervention/control group. The calculation was performed by G *

Power 3.1.9.2® program.

This study was conducted according to the guidelines established in the Declaration
of Helsinki and all procedures involving human subjects were approved by the Research
Ethics Committee of the Hospital das Clinicas of the Federal University of Goiés (opinion
no. 2,550,573). Informed written consent was obtained from all patients. The study was

recorded in clinical trials (RBR-2qvnQq9).

2.3.  Study design
This study was a 30 days-randomized, double-blinded, placebo-controlled clinical
trial. Volunteers who met the inclusion criteria and agreed to participate and signed the
informed consent form were randomized into two groups according to gender, age, and BMI

(Sofware R 2.15.3 para Windows). The probiotic group received one capsule containing
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minimum 10° CFU of each strain strains of probiotic and the control group received the
placebo one capsule, during 30 days. Each volunteer was provided with a pot containing 35
capsules, and all capsules (probiotic and placebo) and pots had the same appearance. All
volunteers were instructed to consume one capsule per day 30 minutes after the last meal of
the day, with water at room temperature, during 30 days of interventionAdherence to
treatment was estimated by counting the number of capsules remaining, with individuals
with consumption <80% excluded. Both volunteers and researchers were blinded in relation
to the distribution of capsules and allocation of subjects in the groups. Allocation of
volunteers in each group and distribution of capsules were performed by a researcher not
involved in the project, using the lottery system.

2.4.  Dietary Intake and physical activity level

During the supplementation period, individuals were instructed not to modify their
food intake and physical activity. To ensure that these instructions were followed, possible
alterations in dietary intake and physical activity level were monitored throughout the 4
weeks. Volunteers were instructed to fill six food records, three of which were records of the

first week and three of the last week of intervention.

The International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) was applied at the baseline
and one at 30 days of intervention. The equivalent metabolic tasks (METs min™) and the
kilocalories were evaluated by the equation kcal = METS total minutes x body weight (kg)/60
(MATSUDO et al., 2001).

2.5.  Intestinal constipation symptoms

Two ROME IV questionnaires were applied at the baseline and after 30 days of
intervention for the evaluation of symptoms related to intestinal constipation (PALSSON et

al., 2016). Stool frequency and consistency was assessed by an intestinal health diary.

2.6.  Blood collection and biochemical analyses

Blood samples were collected after a 12-h fast overnight at the baseline and after 30

days of intervention. Ten millilitres of blood were drawn, an aliquot was centrifuged at 700
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xg for 10 min at 4 °C to obtain the serum samples and the other aliquot was collected in tubes
with anticoagulant and centrifuged at 1000 xg for 10 min at 4 °C to obtain the plasma
samples. After removal of the plasma to a new tube, the buffy layers of the red cell pellet
were discarded and the red cells were resuspended in ice cold Milli-Q water (5X volume)
and centrifuged at 10,000 xg for 10 minutes to pellet the red blood cells. Serum, plasma, and
red blood cells were stored at -80 °C for further determination of the redox response and

inflammatory markers.

2.7.  Oxidative damage to lipids and proteins

Serum malondialdehyde (MDA — a product of lipid peroxidation) concentration was
determined by the fluorometric detection of the MDA-thiobarbituric acid complex, setting
the excitation wavelengths at 532 nm and emission at 553 nm (SpectraMax M3 Multi-Mode
Microplate Reader, Molecular devices, 211 Sunnyvale, California, USA) (Wasowick et al.,
1993). A standard curve was obtained using the product of the acid hydrolyses of
tetraethoxypropane (TEP; Sigma, St. Louis, MO, USA) in 1% sulfuric acid, at a
concentration range of 0.0 to 5.05 nmol/mL (y = 15.813x - 0.156; r> = 0.9994).
Malondialdehyde (MDA) concentration was expressed as nmol MDA/mg serum protein.
Carbonylated protein concentration in the serum was assessed as described by Richert et al.
(2002) by monitoring the absorbance of the complex dinitrophenylhydrazine-carbonyl
groups at 376 nm (Spectrophotometer, Shimadzu — TCC 240A, Kyoto, Japan). The carbonyl
concentration was expressed as nmol carbonyl groups/mg total protein using an extinction
coefficient of 22.000 mM-*cm™. Total serum protein concentration was determined by the
method described previously by Hartree (1972).

2.8.  Antioxidant capacity

2.8.1 Ferric reducing antioxidant power (FRAP): Total serum antioxidant
capacity was estimated by FRAP assay described by Benzie and Strain (1996), with some
modifications. A standard curve was constructed using a FeSOs standard solution at a
concentration range of 0.0 to 2,000 pmol FeSO4/L (y = 0.0005x - 0.0032; r? = 0.9994). The

antioxidant capacity of serum was expressed as pumol FeSOa4/L.
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2.8.2 Specific activity of antioxidant enzymes in red blood cells:

Catalase activity (CAT, EC 1.11.1.6) was determined by monitoring the consumption
of 10 mmol/L of H2O2 at 240 nm (Spectrophotometer, Shimadzu — TCC 240A, Kyoto,
Japan), using the extinction coefficient of H,O2 as 0.0394 mM*cm™ (Aebi H, 1984). One
unit of catalase was defined as the amount of enzyme required to decompose 1 mmol of
H2O2/min.

Glutathione peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) activity was assessed using H20: as a

substrate in an assay coupled with the oxidation of nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) at 340 nm (Spectrophotometer, Shimadzu — TCC 240A, Kyoto, Japan)
catalysed by glutathione reductase, using the extinction coefficient of NADPH as 6.22 mM~
lem™ (Joanisse and Storey, 1996). One unit of glutathione peroxidase was defined as the
amount of enzyme required to oxidize 1 nmol of nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate/min.

Glutathione-s-transferase (GST, EC 2.5.1.18) activity was determined by monitoring
the conjugation of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB; Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) with GSH (S-2,4-dinitrophenyl glutathione; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) at
340 nm (Spectrophotometer, Shimadzu — TCC 240A, Kyoto, Japan) (Habig WH, Jakoby,
1981). One unit of GST was determined as the amount of enzyme required to decompose 1

nmol of conjugate/min, using the extinction coefficient of GSDNB as 9.6 mM*cm™.

Superoxide dismutase activity (SOD, EC 1.15.1.1) was determined using the method

described by McCord (2001). In this assay, xanthine oxidase produces superoxide from the
oxidation of hypoxanthine to xanthine, which, in turn, reduces cytochrome c. The kinetics
of the cytochrome c reduction was monitored at 550 nm (Spectrophotometer, Shimadzu —
TCC 240A, Kyoto, Japan). The addition of red blood homogenate inhibits cytochrome ¢
reduction, as SOD catalyses the dismutation of superoxide into H.O2 and O>. SOD activities
were expressed as unit of enzyme/mg of total protein. The total protein content in each

homogenate of red blood cells was determined by the method of Hartree (1972).

2.8.3 Proinflammatory Cytokine Serum Levels: The concentration of the IL-1p,

IL-6, IL-8, IL-10, and IL-12 cytokines in serum was determined by enzyme-linked



53

immunosorbent assay (ELISA) using commercial kits (eBioscience and R & D System,
United States, U.S.).

2.9 Statistical analysis: The Shapiro-Wilk normality test was used to test the
distribution of control and outcome variables, and the results were expressed as mean, £ SD
(standard deviation) or A (T30 - TO). For results regarding oxidative damage, antioxidant
capacity and inflammatory markers, the paired t-test was used to assess the difference in the
same group and the independent sample t-test for evaluation between groups. The Rome IV
Criteria, the intestinal functioning diary and the control variables (IPAQ and dietary record
data) used the Mann-Whitney test that compared the difference between groups and the
Wilcoxon test for intra-group analyzes. The tests were set with 95% confidence values (p
<0.05) and were considered significant. Statistical analyzes were performed using the SPSS

(22.0) program.

3. Results

3.1.  Characteristics of subjects

At the recruitment phase, 141 volunteers were evaluated but 37 were excluded due
to instability of the sachet probiotic product, 49 because they did not meet the inclusion
criteria and only 55 volunteers passed the eligibility criteria and were randomized after they
agreed to participate. At the baseline, 48 volunteers attended the study. At the end of the
intervention, three volunteers were excluded: one volunteer for inadequate capsule intake
(<80%) and two volunteers for personal reasons (Figure 1). The demographic and clinical
data were recorded for the 45 volunteers enrolled in the study, 25 in the probiotic group and
20 volunteers in control group. All baseline characteristics were similar between groups
(Table 1). Approximately 93.3 % of the volunteers were females and the mean age was 28.5
years. Mean capsule intake was 28.4 and 28.6 days for the treatment and control groups,

respectively.
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[ Enrollment -] -
Assessed for eligibility (n= 141)

Excluded (n=86):
* 4+ Mot meeting inclusion criteria (n= 86)

Randomized {n=55)

¥ [ Allocation ] l
Aliocated to control (n=23) Allocated to probiotic (n=25)
+ Did not receive allocated intervention: + Did not receive allocated intervention
* Desistence (n=5) ¢ Desizstence (n=2)
+ [ Follow-Up ] -
Discontinued intervention (n=3):
+ Desistence (n=2) Lost to follow-up (n= 0}
+ MNon-adherence to the product (n=1)
) 1
[ Analysis |
Analysed (n=20) Analysed (n=25)

Figure 1 — Flow chart of volunteers along the study.

3.2. Dietary intake and physical activity of subjects at baseline and after 30 days of
intervention.

No significant differences were observed in energy, macronutrients and fibre intake,
and in physical activity level, both in the intra-group and inter-groups analyses (Table 2).

3.3. Intestinal health and Rome IV Criteria

According to the intestinal health diary, both control and probiotic groups showed an
increment in evacuation frequency and stool consistency after 30 days of treatment (p =
0.007 and 0.003, respectively). No difference was observed in these variables between the

groups (Table 3).

Following ROME IV criteria, the probiotic group showed an increment in five of the
seven criteria, while in the control group an increment was observed in four criteria (Table
3). After 30 days of intervention, no significant difference was observed in any of the Rome
IV criteria between the probiotic and control groups (Table 3). However, for the criteria

feeling of incomplete defecation in at least ¥ of bowel movements, nine individuals did not
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present this symptom after treatment in probiotic group (p = 0.012) and only two exhibited
the same behaviour in control group over 30 days (p = 0.625), resulting in a difference in

frequency of 34%, and thus, approaching significance (p = 0.088).

3.4.  Oxidative damage markers in serum of subjects at baseline and after 30 days of
intervention

With respect to oxidative damages in serum, both control and probiotic groups
exhibited a decrease in MDA and an increase in carbonyl levels, after 30 days of treatment
(p <0.0001 and p = 0.003 for MDA, respectively; p < 0.0001 for carbonyl for both groups).
There was no significant difference in MDA and carbonyl serum levels between the control

and probiotic groups (Figure 2).

3.5.  Antioxidant capacity markers in the red blood cells and serum of subjects at
baseline and after 30 days of intervention

The antioxidant activity of GPX, GST, and SOD in the red blood cells decreased in
control and probiotic groups (p < 0.01 for all enzymes) after 30 days of intervention.
However, the probiotic group showed higher GPX and GST activities than the control group
(p = 0.041 and < 0.0001, respectively) (Figure 3), as the probiotic attenuated the reduction
in activity of these enzymes (Acpx probiotic = -9.41, 25% of reduction; Agst probiotic = -
3.28, 28% of reduction) compared to the control group (Aepx control = -19.60, 31% of
reduction; Agst control = -12.08, 57% of reduction).

With respect to total serum antioxidant capacity, measured as FRAP value, no
difference was observed after 30 days of treatment within groups, as well as between control
and probiotic groups (Figure 4).

Table 1 — Baseline characteristics of volunteers.
Values expressed as mean * standard deviation or percentage. BMI: Body mass index. p: statistical
differences between A (T30 — TO) values of the control and treatment groups.
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3.6.  Serum cytokine level of subjects at baseline and after 30 days of intervention
After 30 days of treatment, the serum levels of IL-8 and TNF-a increased in the
control (p = 0.006 and 0.010, respectively) and probiotic groups (p < 0.0001 for both). No

difference was obtained in serum cytokine levels between groups.

Variables Control Probiotic p
(n=23) (n=25)
Sex
Female n (%) 20 (90.9) 22 (88) 0.747
Male n (%) 3(9.1) 3(12)
Age (years) 30.45 +10.73 26.40 £ 8.47 0.114
BMI (kg/m?) 24.11 +4.56 23.35+3.49 0.890
Income (RS) 9,132.86 3,832.29 £ 3,265.13 0.766
24,994.89
Years of study
Up to 11 years n (%) 5(22.7) 4 (16) 0.559
12 years and over n (%) 17 (77.3) 21 (84)
Alcoholic beverage intake
Yes n (%) 11 (50) 12 (48) 0.773
No n (%) 11 (50) 13 (52)
Alcohol frequency
Do not drink n (%) 11 (50) 13 (52) 0.102
Less than 1 time per week n 10 (45.5) 6 (24)
(%)
At least once a week n (%) 1(4.5) 6 (24)
Water intake
Up to 1L n (%) 11 (50) 10 (40) 0.549
1-2Ln (%) 9 (40.9) 10 (40)

More than 2L n (%) 2(9.1) 5(20)
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Figure 4 - Effect of probiotic consumption on the serum ferric reducing antioxidant power (FRAP). TO: values at baseline.
T30: values after 30 days of treatment.

Table 2 - Energy, macronutrients and fiber intake and physical activity level of the volunteers at baseline and after 30 days of intervention.

Variables Control (n = 20) Probiotic (n = 25)
Baseline T30 p! Baseline T30 p! p?

Energy (Kcal) 1,520.9 £ 561.2 1.572.9 + 555.8 0.463 1.637.0+534.9 1.696.1 £ 692.9 0.668 0.853
Carbohydrate 1789+72.5 184.7£75.8 0.653 198.8 £ 59.8 202.4+83.9 0.797 0.916
(g)

Protein (g) 65.9 £ 23.2 69.2 £ 26.0 0.723 70.7 £30.5 72.8+32.8 0.732 0.672
Lipids (g) 60.1+24.5 61.91 245 0.381 62.1+£29.3 66.21+29.4 0.819 0.691
Fibers (g) 12.9+6.2 11.1+4.8 0.177 153+5.8 13.4+6.0 0.072 0.634
Total MET 2,292.8 £ 3,504.6 1,842.8 + 0.881 1,120.3+1,054.5 1,146.2 + 0.131 0.260

(min) 1,698.3 1,641.7




MET (Kcal) 2,737.4 2,119.5+ 0.970 1,189.7+1,349.8 1,253.4 0.093 0.431
4,282.20 1,948.9 1,922.3

pl: statistical differences between baseline and T30 in the same group; p?: statistical differences between A (T30 — T0) values of the control
and treatment groups; Kcal / D (VET): Kcal per day (total energy value); Total metabolic equivalents (MET): sum of MET-minutes of walking +
moderate activity + vigorous activity; MET kcal: MET-minutes total x weight of individual/60 minutes. T30: after 30 days of intervention.

Table 3 - Effect of the probiotic supplementation on ROME IV criteria

ROME IV Criteria Control (GC) Probiotic (GF5)
(n=20) (n=25)
Baseline T30 p! Baseline T30 p! p?
Evacuation frequency - n 0.007 0.003 0.346
(%)
1 time per week 3 (13.6%) 0 4 (16%) 0
Less than 3 times a 11 (50%) 2(9.1%) 5 (20%) 2
week
3 to 4 times a week 6 (27.3%) 10 12 (48%) 14
(45.5%)
More than 4 times a 2 (9.1%) 7 4 (16%) 8
week (31.8%)
Stool consistency - n (%)
% of evacuations bristol 22 (100%) 8 0.001 24 (96%) 17 (68%) 0.034 0.082
scale 1 and 2 (36.4%)

ROME IV Criteria
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Excessive exertion in at 18 11 (50) 0.020 19 (76) 11 (44) 0.021 0.908
least % of bowel (81.8)

movements- n (%)

Hardened and / or dry 19 11(50)  0.011 22(88) 13(52) 0.007 0.785

stools in at least % of the  (86.4)

stools- n (%)

Feeling of incomplete 15 13 (59.1) 0.625 19 (76) 10 (40) 0.012 0.088
defecation in at least 74 of  (68.1)

bowel movements- n (%)

Blockage sensation or 13 7 (31.8) 0.058 11 (44) 5(20) 0.034 0.634
anorectal obstruction (%) (59.0)

Manual maneuver- n 6(27.3) 2(9.1) 0.046 6 (24) 3(12) 0.257 0.626
(%)

Evacuation frequency 19 (86.4) 12(54.6) 0.008 17 (68) 16 (54) 0.197 0.286

less than 3 times per

week- n (%)

Rarely presents liquid 18 (81.8) 17(77.2) 0.477 23 (92) 18 (72) 0.020 0.120
stools without the aid

of laxatives- n (%)

Plstatistical differences between baseline and T30 in the same group, non-parametric test. P?statistical differences between A (T30
—T0) values of the control and treatment groups, non-parametric test.



Table 4 - Effect of probiotic consumption on the serum cytokines profile of individuals with intestinal constipation.
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Control Probiotic

Cytokine TO T30 A pl TO T30 p! A P2

IL-1B (pg/mL) 3.7+73 22+27 -1.5+5.9 0.433 1.7+1.7 1.8+2.0 0.889 0.1%+25 0.263
IL-6 (pg/mL) 7.4+6.1 50+.5 -2.4£5.9 0.097 6.6+4.3 5.0+0.7 0.106 -1.59 £3.8 0.595
IL-8 (pg/mL) 23.2+29.3 88.1+64.9 64.9 + 70.6 0.006 22.9+26.9 63.4+52.4 0.010 40.48 +48.1 0.316
I-12 (pg/mL)  881.1+449.5 952.0£490.7  70.9+341.9 0.645 917.4+486.0 1,003.7 +462.0 0.410 116.3 £379.9 0.689
TNF-a (pg/mL) 6.1+4.0 14.8+6.3 86+7.3 <0.001 7.1%£53 17.4+10.1 <0.001 10.3+9.7 0.557
MCP-1 (pg/mL) 315.6+130.6 284.6+185.4  -31.0%176.4 0.555 241.4+133.8 259.8+177.9 0.680 18.4+118.2 0.272
IL-10 (pg/mL) 5.9+2.0 6.2+1.1 03%2.7 0.574 6.2+1.6 6.1+1.6 0.762 -0.2+2.3 0.560

Data correspond to average * standard deviation. TO: values at baseline. T30: values after 30 days of treatment. p? Statistical differences comparing baseline
versus T30 in the same group. p?statistical differences between A (T30 — T0) values of the control and treatment groups



62

4. Discussion

This study showed that the consumption of a multiple-strain probiotic product (5
x 10° UFC) Lactobacillus acidophilus (NCFM), Lactobacillus casei (Lc-11), Lactococcus
lactis (Li-23), Bifidobacterium lactis (HNO019), and Bifidobacterium bifidum (Bb-06) by
individuals with intestinal constipation, for 4 weeks, attenuated the reduction of GPX and
GST activity in red blood cells and marginally improved the symptoms, such as feeling
of incomplete defecation in at least ¥ of bowel movements, compared to placebo group.
No changes were observed in erythrocyte CAT activity, total antioxidant capacity,
oxidative damage, and levels of inflammatory markers in the serum. To our knowledge,
this is the first study to examine the effect of a multiple-strain probiotic on the biomarkers

of oxidative stress and inflammation in adults with intestinal constipation.

Some studies have suggested that probiotic products might modulate the
antioxidant/oxidant response. In a group of overweight and obese women, the
consumption of a probiotic mixture (Lactobacillus acidophilus LA-14, Lactobacillus
casei LC-11, Lactococcus lactis LL-23, Bifidobacterium bifidum BB-06, and
Bifidobacterium lactis BL-4) with a dose of 1 x 10° CFU of each of the probiotic strains
for 8 weeks promoted an increase in GPX activity in the serum, while no effect was
observed in MDA concentration (Gomes et al., 2017). Vaghef-Mehrabany et al. (2016)
did not observe any effect on SOD, CAT, and GPX activities, MDA concentration, and
total antioxidant capacity, after 8 weeks of treatment with L. casei in patients with
Rheumatoid arthritis. In the present study, it was observed that probiotic group had a
lower decrease in GPX and GST activities in the erythrocytes compared to control group,
suggesting that the probiotic product strengthened the antioxidant capacity in individuals

with intestinal constipation.

Some cell-surface components of probiotic bacteria, such as proteins and
polysaccharides, contribute to the antioxidant activity of some bacterial strains, especially
lactic acid bacteria (Li et al., 2018; Li et al., 2012; Li et al., 2019; Rahbar Saadat, Yari
Khosroushahi, Pourghassem Gargari, 2019). Purified fractions of an exopolysaccharide
produced by L. helveticus KLDS1.8701 significantly increased hepatic SOD and GPX
activities and reduced MDA both in vitro and in vivo (Li et al., 2019). SOD and GPX play
important role in enzymatic defence against reactive oxygen species (ROS), protecting
cellular membranes and biomolecules from oxidative damage (Halliwell and Gutteridge,

2015). Therefore, preserving the SOD and GPX antioxidant activity in the probiotic group
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might improve cell membrane and biomolecule integrity, relieving intestinal constipation
symptom (Wang et al., 2004; Zhou et al., 2005).

Although, the probiotic group showed an improvement in the enzymatic
antioxidant defence, no difference was observed in non-enzymatic antioxidant defence,
measured as FRAP value. Heshmati et al., (2018), in their systematic review and meta-
analysis, evaluated the effect of the probiotic or symbiotics on oxidative stress and
showed that studies administering probiotics or symbiotics for more than 6 weeks
observed a significant increase in total antioxidant capacity, while studies with
intervention lower than 6 weeks had no effect in this parameter. In our study, the probiotic
was administrated for 4 weeks and total antioxidant capacity was similar between control
and probiotic groups, supporting the hypothesis that a longer duration of probiotic

supplementation is essential to alter this antioxidant marker.

The probiotic supplementation has been suggested as a therapeutic approach for
intestinal constipation. These microorganisms modify the intestinal microbiota, increase
short-chain fatty acids production, and consequently, decrease the pH in the colon,
enhancing intestinal peristalsis (Bekkali et al., 2007; Valerio et al., 2010; Cummings et
al., 1987). Riezzo et al. (2012) observed an improvement in the incomplete stool sensation
in constipated patients treated for 15 days with artichokes enriched with Lactobacillus
paracasei IMPC 2.1 (LMGP22043) compared to ordinary artichokes. On the other hand,
Ding et al. (2016) evaluated the effect of a mixture of probiotics (Bifico capsules
containing Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, and Enterococcus
faecalis) associated with pectin in patients with chronic constipation for 12 weeks, and
after 4 weeks of intervention, no improvement was observed in incomplete stool
sensation. However, after 12 weeks, this parameter was significantly improved in the
treatment group compared to the non-probiotic group. Our 4-week intervention study
showed a marginal improvement in the feeling of incomplete defecation in at least ¥4 of
bowel movement in the probiotic group compared to the placebo group. Since no
difference was observed in the lifestyle variables, such as energy and macronutrients
intake and physical activity level during the intervention period, the beneficial effect
described could be attributed to the probiotic. Therefore, it can be speculated that multi-
strain probiotic product could be more effective in relieving the intestinal constipation

symptoms if administered for a longer period.
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In the present study, the multi-strain probiotic product administered for 4 weeks
did not affect serum anti-inflammatory and proinflammatory cytokine profiles. Although
the immune system seems to play a role in gut motility, where IL-1p decreases smooth
muscle contractility, these effects are described mainly in inflammatory bowel diseases,
such as colitis and irritable bowel syndrome (Akiho et al, 2011, Dimidi et al, 2017).
Shadnousha et al. (2013) observed a significant reduction in the levels of IL-18 and TNF-
a and an increase in the levels of IL-6 and IL-10 in patients with inflammatory bowel
disease in remission treated with probiotic yogurt compared to the control group treated
with plain yogurt, for 8 weeks. We could not find any studies that investigated the effect
of probiotics on constipation and immune response in humans, which limited our data

comparison with literature.

In this study, we analysed a broad spectrum of redox response biomarkers and the
experimental design was robust. However, some limitations of the study included the non-
adjustment of the model according to the subtypes of constipation and the intervention
time (4 weeks). A longer treatment time may lead to more prominent changes in the
intestinal constipation variables and in redox and inflammatory responses by the probiotic
product, although 4 weeks of intervention period is commonly observed to be used in

previous literature.

5. Conclusion

In conclusion, we found that 4 weeks of treatment with a multiple-strain probiotic
product was effective in maintaining a greater enzymatic antioxidant response and in

relieving intestinal constipation symptoms, leading to better intestinal health.
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ANEXOS

ANEXO 1 - QUESTIONARIO - CRITERIO ROMA IV

Nome Ordem:

CRITERIOS DE ROME IV

Responda a essas perguntas sobre como funciona o seu intestino nos Gltimos
seis meses, sem o auxilio de medicamentos ou fitoterapicos.

1) Realiza esforgo excessivo para fazer cocd em pelo menos uma de cada
quatro vezes que vocé faz?

Sim() Nao()

2) Em pelo menos uma de cada quatro vezes que vocé faz cocd apresenta
fezes endurecidas ou ressecadas (Tipos 1 e 2 Bristol)?

Sim () Nao()

3) Apresenta sensagao de defecagéo incompleta em pelo menos uma de
cada quatro vezes que vocé faz cocd?

Sim () Nao()

4) Sensacao de bloqueio ou obstrugdo anorretal pelo menos em uma a
cada quatro vezes que vocé faz cocd?

Sim() Nao()

5) Realiza manobra manual em pelo menos uma de cada quatro vezes que
vocé faz cocd?

Sim() Nao()
6) Com que frequéncia vocé faz cocd? (menos de 3 vezes por semana)
Menos de uma vez por semana ( ) Uma vez por semana ( )

Menos que trés vezes por semana? ( ) Mais que quatro vezes por semana ()

7) Vocé eventualmente apresenta fezes liquidas sem o auxilio de laxantes?

Sim( ) Nao () Raramente ()
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QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA -
VERSAO CURTA

Nome:

Data: ! / Sexo: M() F()

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

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

Dias por SEMANA () Nenhum

1b Nesses dias, que vocé me dissg, quanto tempo no total vocé gastou caminhando
por dia? horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da Uitima semana, vocé realizou atividlades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,nadar,
dancar, fazer ginastica aerobica leve, jogar vélei recreativo, carregar pesos leves,
fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer,aspirar, cuidar
do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente sua respiragio ou
batimentos do coragdo (POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

dia: _por SEMANA () Nenhum

2b. Nesses dias, que vocé me disse, quanto tempo no total vocé gastou fazendo
essas atividades por dia? horas: Minutos: )
3a Em quantos dias da (ltima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo
menos 10 minutos continuos, como por exemplo: correr, fazer ginastica aerdbica, jogar
futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados
em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer
atividade que fez aumentar MUITO sua respiracao ou batimentos do coragéo.

dias por SEMANA ( ) Nenhum

3b Nesses dias, que vocé me disse, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas
atividades por dia? horas: . Minutos:

Estas Ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no
trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o
tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo ligdo de casa
visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo TV. N&o inclua o tempo
gasto sentando durante o transporte em énibus, trem, metrd ou carro.

4a.Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas minutos

4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana? horas minutos
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APENDICE A -Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), em uma
pesquisa. Meu nome € Patricia Borges Botelho, sou nutricionista e Professora na
Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de Goias. Apds ler com atencao
este documento vocé sera esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir. No caso
de aceitar fazer parte do estudo, assine todas as folhas e ao final deste documento,
que esta em duas vias. Este documento também serd assinado por mim. Uma das
vias é sua e a outra € minha. Em caso de recusa ou de desisténcia, vocé ndo sera
penalizado (a) de forma alguma.

Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato a cobrar
comigo: Patricia Borges Botelho (62) 3209-6270 (ramal 222), Endereco: Rua 227
Qd. 68 s/n° - Setor Leste Universitario - Goiania - Goias - Brasil - CEP: 74.605-08.
Em caso de duvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica da Universidade Federal de Goias,
situado no Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus Il) -
CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1215.

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE A
PESQUISA:

Titulo do projeto: Efeito dos probidticos sobre a saude intestinal em adultos e idosos

saudaveis: influéncia do tipo de cepa, dose e forma de administracao.

Probiéticos sdo produtos contendo microbios considerados benéficos para o
seu organismo, pois ajudam a proteger o nosso corpo de outras bactérias, virus e
fungos que causam diarréia e outras infeccoes.

O objetivo desse estudo sera avaliar o efeito do uso do probiético sobre
a saude intestinal e escolher qual o tipo de probidtico mais indicado para isso

entre 6 opcoes.

Vocé sera informado de cada passo do estudo, que séo:
1 - Consulta inicial: Neste momento, vocé sera informado de todas as etapas

do estudo e em caso de aceitar participar do estudo dard o seu livre
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consentimento. Durante o estudo vocé ndo podera consumir suplementos,
leite fermentado e iogurtes;

Segunda consulta: Coleta de dados socioecondémicos e estilo de vida:
Entrevista que ocorrerd na Clinica escola da FANUT-UFG, por
aproximadamente 20 minutos. Sao informacdes sobre dados pessoais, renda
da familia, historias de doencgas na familia e outras perguntam sobre estilo
de vida. Vocé tem direito de ndo responder as perguntas que possam trazer
constrangimentos de qualquer natureza.

- Avaliacdo do consumo alimentar: Sera realizado também o recordatério de
24h em que vocé relatara todos os alimentos consumidos durante o dia
anterior, bem como as quantidades e horarios das refeicdes. Com isso,
poderemos conhecer um pouco mais sobre sua alimentacéo.

- Questionario sobre saude inestinal e entrega de um caderno que sera seu
diario, onde vocé anotard tudo o que sentiu durante o tratamento, a
frequéncia e a consisténcia de suas fezes.

- Coleta de sangue e de fezes: Vocé devera ficar em jejum por 12h e serao
coletados cerca de 10 mL de sangue.

- Neste momento, vocé deve entregar também o frasco contendo as fezes. A
coleta é feita evacuando sobre plastico limpo e seco, evitando o contato com
agua ou urina. Transferir uma parte do material para o frasco de coleta. E
importante que esta coleta das fezes seja realizada no dia da entrega ou na
noite anterior. Nesse caso o frasco pode ser guardado na geladeira para ser

entregue na manha seguinte.

Apbs todos os procedimentos, sera servido um lanche.

- Entrega dos saches: Vocé recebera 30 sachés contendo o probiético ou
placebo os quais devera ingerir diariamente durante os 30 dias, em jejum
pela manha com 100ml de &gua. Durante este periodo, pedimos que
mantenha os habitos alimentares apresentados no inicio do estudo.

- Serdo entregues 3 formularios de Registro Alimentar os quais vocé devera
preencher 3 dias antes da sua cirurgia, conforme for orientado pelos
pesquisadores.

3 - Terceira consulta: Apés 30 dias, vocé devera retornar a Clinica Escola
FANUT/UFG e serdo realizados os mesmos procedimentos da segunda

consulta.
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4- Quarta consulta- Ao final do estudo sera agendado uma ultima consulta

em que vocé receberd os resultados dos seus exames e orientacdes

nutricionais.

DIVULGACAO DOS RESULTADOS

Os resultados desta pesquisa serdo divulgados das seguintes maneiras:

- Retorno dos resultados dos exames de sangue e da avaliagdo nutricional aos

pacientes por meio de consultas individuais.

- Publicacdo em artigos cientificos de revistas internacionais e nacionais;

- Divulgacéo da dissertacdo de mestrado no site do Mestrado em Nutricdo e Saude

da UFG. No entanto, todas as informacdes coletadas nesse estudo sao

confidenciais e somente os pesquisadores terdo acesso aos dados e 0s mesmos

serdo divulgados de forma conjunta, sem citar nomes dos participantes.

APENDICE B - DIARIO DE FUNCIONAMENTO INTESTINAL

libo0l @ @ @ Pedacos separados,
® @ ® 05 comoamendoim

Forma de salsicha,
Tipo 02 “

mas segmentada

Tioo 03 -Formo de salsicha, mas

Qlé! Vamos comegar o nosso acompanhamento?!
Marque um X no dia da semana em que vocé evacuar.
No quadrade abaixo coloque o ndmero correspondente
a consisténcia das fezes naquele dia, de acordo com
a imagem ao lade. Exemplo:

com fendas nasuperficie

: Forma de salsicha ou
Tipo 04 \
cobra, lisa e mole

w & Pedacos moles,
-l

Tipo 05 % 28 we 1\ contornos nitidos

_ Pedacos aerados,
Tipo 06 * contornos esgarcados

_ Aquosa,
Tipo 07 = sem pecas solidos

Novembro 2017

Dom. | Seg. | Ter | Qua. Qui. | Sex. | Sab.

12 ' 14 “ 1% | 17 13

Tipo: 4 3

Lembre-se de anotar
todos os dias que vocé
consequir evacuar!




ANOTAGOES

BBE
880
800

APENDICE C — RECORDATORIO 24H/REGISTROS ALIMENTAR

REGISTRO ALIMENTAR
Nome:
Data: /. /

HORARIO ALIMENTOS / QUANTIDADE

Beliscos

OBS.: Descreva os alimentos usados em preparagoes mistas como, por exempla:’
Sopa de legumes: 2 colheres de sopa cheia de cenoura, 2 colheres de sopa cheia de
chuchu, 2 colheres de sopa cheia de abobrinha e 2 colheres de sopa cheia de
macarréo.

Anote sempre: a medida caseira (copo, colher, garfo, etc.)

Anote também se & cheio, nivelado ou raso. Ex.: 1 colher de sopa nivelada, 1 copo de
requeijdo raso.
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APENDICE D — QUESTIONARIO DE SAUDE INTESTINAL

Questionario de Avaliagao da Saude Intestinal

Nome:

Data: / = Ordem:______

1) Como vocé considera seu desconforto abdominal nos ltimos 7 dias
comparado a um més antes de iniciar o uso do produto?

() Um pouco aliviado
() Sem mudancgas
( )/Piorou um pouco

() Piorou consideravelmente

2) Como vocé avalia a sua dor abdominal nos dltimos 7 dias comparado a
um meés antes de iniciar o uso do produto?

() Nenhuma
() Suave
() Moderada
()Severa

() Insuportavel

3) Como vocé avalia o inchago abdominal nos tltimos 7 dias comparado a
um mée antee de iniciar o uso do produto?

() Nenhuma
() Suave
() Moderada
( )'Severa

() Insuportavel
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