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RESUMO

Gomes, TT. Estudo da importancia da microbiota intestinal em pacientes
portadores de insuficiéncia cardiaca cronica: estudo randomizado, duplo-cego
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sédo Paulo; 2024.

Introducéo: A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome clinica com sintomas
e/ou sinais que sdo causados por anormalidades estruturais e/ou funcionais
associadas, com aumento de peptideos natriuréticos e citocinas inflamatérias.
Evidéncias mostram uma relagéo bidirecional entre intestino e coragdo e a
suplementacao de probidticos tem potencial de exercer beneficios que podem ir
além do intestino, como influéncia nos niveis plasmaticos de citocinas
inflamatorias. Objetivos: Verificar a influéncia da suplementacdo do probidtico
Lactobacillus acidophilus (LA) nos niveis plasméticos do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), das interleucinas (IL) 6, 1, 10, peptideo natriurético B (BNP),
proteina C reativa (PCR) lipopolissacarideo (LPS), apetite, parametros
antropomeétricos e desfechos clinicos, incluindo infeccdes, internacdes,
transplante e oObito.Metodologia: Ensaio clinico randomizado, duplo cego,
placebo — controlado, envolvendo pacientes ambulatoriais com IC avancada (CF
Il e IV ou em fila para transplante cardiaco), otimizados do ponto de vista
medicamentoso, com seguimento durante seis meses. Os parametros foram
analisados em dois momentos, basal e apds a intervencdo. Resultados: Foram
incluidos 57 pacientes, com predominancia do género masculino (75,9% no
grupo probiotico e 57,7% no placebo) e as principais etiologias foram Chagas,
dilatada e isquémica. Ao término do periodo de seguimento, ao compararmos 0s
grupos,ndo foram encontradas diferencas nos niveis plasméaticos de TNF- a
(4,55 vs 4,63 pg/mL, p=0,473) e também nao foi encontrada diferenca da
suplementacao do probidtico nos niveis plasmaticos da IL6 (1,21 vs 1,19 pg/mL,
p= 0,914), IL1 (3,90 vs 3,12 pg/mL, p=0,684), IL10 (1,13 vs 1,53 pg/mL,
p=0,144), BNP (448 vs 270 pg/mL, p=0,291), PCR (3,57 vs 3,30 mg/L), LPS (1,39
vs 1,18 ng/mL, p=0,714). Ao realizar comparac¢des intragrupos, 0s pacientes que
receberam probidtico apresentaram aumento significativo da IL10 (0,69 para
1,13 pg/mL, p=0,032) e da LPS (0,46 para 1,39 ng/mL, p=0,016). No grupo
probiético houve aumento da prevaléncia de pacientes com percepc¢ao de apetite
preservado (71,4% para 90,5%, p=0,006). Nao foram observados efeitos nos
parametros antropomeétricos, internagdes, transplante e obito. Concluséo: Ao
comparar os dois grupos, ndo foram encontradas diferengas significativas ao
final do estudo. Na andlise intragrupos, 0s pacientes com probiotico
apresentaram aumento significativo na IL10, LPS e melhora na percepcao de
apetite preservado. Nos demais marcadores, a suplementacdo nao exerceu
efeito significativo.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca; Transplante de coracdo; Probiotico;
Fator necrose tumoral alfa; Inflamacéo



ABSTRACT

Gomes, TT. Study on importance of intestinal microbiota in patients with chronic
heart failure: randomized, double-blind study [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2024

Introduction: Heart failure (HF) is a clinical syndrome with symptoms and/or
signs caused by structural and/or functional abnormalities, associated with
elevated natriuretic peptides and inflammatory cytokines. Evidence shows a
bidirectional relationship between the gut and the heart, and probiotic
supplementation has the potential to exert benefits beyond the gut, such as
influencing plasma levels of inflammatory cytokines.

Objectives: To assess the impact of Lactobacillus acidophilus (LA)
supplementation on plasmatic levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a),
interleukins (IL) 6, 1, 10, B-type natriuretic peptide (BNP), C-reactive protein
(CRP), lipopolysaccharide (LPS), appetite, anthropometric parameters, and
clinical outcomes, including infections, hospitalizations, transplantation, and
mortality. Methodology: A randomized, double-blind, placebo-controlled clinical
trial including outpatients with advanced HF (NYHA class Ill and IV or waiting for
heart transplantation), with pharmacological treatment optimized, followed up
during six months. Parameters were analyzed at two time points: baseline and
after intervention. Results: At the end of the follow-up period, comparison
between the groups shown no significant differences in plasma levels of TNF-a
(4.55 vs. 4.63 pg/mL, p=0.473), and no difference in probiotic supplementation
effect on plasma levels of IL6 (1.21 vs. 1.19 pg/mL, p=0.914), IL1 (3.90 vs. 3.12
pg/mL, p=0.684), IL10 (1.13 vs. 1.53 pg/mL, p=0.144), BNP (448 vs. 270 pg/mL,
p=0.291), CRP (3.57 vs. 3.30 mg/L), or LPS (1.39 vs. 1.18 ng/mL, p=0.714).
Within-group comparisons showed that patients receiving probiotics had a
significant increase in IL10 (0.69 to 1.13 pg/mL, p=0.032) and LPS (0.46 to 1.39
ng/mL, p=0.016). In the probiotic group there was an increase in the prevalence
of patients with a preserved appetite perception (71,4 to 90,5%, p=0.006). No
effects were observed on anthropometric parameters, infections, hospitalizations
transplantation or mortality. Conclusion: Comparing the two groups, no
significant differences were found at the end of the study. In within-group
analysis, patients receiving probiotics had a significant increase in IL10, LPS and
in the perception of preserved appetite. For other biomarkers, supplementation
did not exert a significant effect.

Keywords: Heart failure; Heart transplantation; Probiotics; Tumor necrosis factor
alpha; Inflammation
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1. Introducéo

1.1 Definigédo e classificacao IC

De acordo com a definicdo universal proposta em 2021, a insuficiéncia
cardiaca (IC) é uma sindrome clinica com sintomas e/ou sinais causados por
anormalidades cardiacas estruturais e/ou funcionais associada com aumento
dos niveis plasmaticos de peptideos natriuréticos e/ou evidéncias objetivas de

congestdo pulmonar e/ou sistémica.*

As limitacOes acarretadas pelos seus sinais e sintomas exercem impacto
direto na qualidade de vida do paciente, reduzindo-a e consequentemente,
aumentando custos com a saude, especialmente custos com internacdo. Entre
0s anos de 2008 e 2019, a IC descompensada representou 41,3% do total das

admissdes hospitalares por causas cardiovasculares no Brasil 234

Existem diversas formas de classificar a IC, sendo as mais comuns, a
classificagdo proposta pela New York Heart Association (NYHA) em classes
funcionais (CF) com base em sintomas e a classificacdo de acordo com a fracéo
de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE)'®. A descricdo de cada uma dessas

classificacdes esta na tabela 1 abaixo.

Tabela 1 - Classificages da IC mais comumente usadas®®

FEVE
Preservada: > 50%
Levemente reduzida: 40 a 49%
Reduzida: < 40%

CF NYHA
I: sem limitag6es para atividades diarias e poucos sintomas
II: sintomas em atividades fisicas acima do habitual
lll: sintomas em atividades leves, mas melhoram em repouso

IV: sintomas mais graves e presentes mesmo em repouso

A IC é uma doencga com carater progressivo e, apesar de todas as opgoes

terapéuticas disponiveis, pode evoluir para o que se denomina IC avancada. Na
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tabela 2 a seguir, estdo descritos quais parametros sao considerados para

classificar a IC como avancada.®

Tabela 2 — Parametros para classificacdo de IC avancada.®

Parametro Descrigéo
Sintomas persistentes e graves CF NYHA Il ou IV
Disfuncéo ventricular grave FEVE < 30% OU

IC direita isolada OU
Alterac@es valvares graves nao operaveis OU
Anormalidades congénitas

Congestéo pulmonar ou sistémica Necessidades de altas doses de diuréticos
endovenoso OU
Episodios de baixo débito com necessidade
de inotrépicos ou vasodilatadores OU
Arritmias que necessitem de idas a
emergéncia ou internacao

Reducédo grave capacidade exercicio Incapacidade em realizar qualquer exercicio
fisico OU
Baixo desempenho no teste de caminhada de
6 minutos (< 300m)

Quando ja esta no estagio avancado, com refratariedade as alternativas
terapéuticas disponiveis, 0 paciente passa entdo a ser candidato as terapias
avancadas, sendo uma delas o transplante cardiaco (TxC). A avaliacdo do
candidato ao TxC engloba aspectos clinicos, laboratoriais, hemodinamicos e

psicossociais.*®

1.2 Inflamacgéo e alteragdes metabaolicas

7

A inflamagdo é a caracteristica mais comum em pacientes com IC,
piorando o seu prognaostico independentemente da etiologia e outros fatores. A
inflamacé&o contribui com a patogénese e com sua progressao. Apesar das
evidéncias desse carater inflamatorio, os mecanismos ainda ndo estdo

totalmente elucidados.”8

As principais citocinas que estdo aumentadas sao o fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a), as interleucinas 1 (IL1) e 6 (IL6). O aumento dessas
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citocinas esta correlacionado com a gravidade da doenca, contribuindo com a

piora dos sintomas e maior morbimortalidade &°10.11.12

O TNF-a apresenta varios efeitos deletérios, dentre eles, se destacam o
aumento da apoptose dos cardiomidcitos, disfuncdo e remodelamento do
ventriculo esquerdo (VE), disfuncdo endotelial, edema pulmonar, anorexia,

caquexia, resisténcia a insulina.810.13.14

A IL1 tem sua liberacéo influenciada pelo TNF-a e atua como depressora
da contratilidade cardiaca. Além disso, estudos mostram que favorece a
hipertrofia cardiaca e tem acao arritmogénica e em sinergia com o TNF- a induz

a apoptose dos cardiomiécitos piorando ainda mais a disfuncédo cardiaca.'%114

A IL6 também tem sua liberacdo em resposta ao estimulo dado pelo TNF-
a e € uma das principais indutoras de reagdo de fase aguda no processo
inflamatoério. Além disso, similarmente ao TNF-a, seus niveis elevados estao
associados com pior progndstico. E uma potente mediadora da reducdo da
contratilidade cardiaca e potencializa os efeitos cardiodepressores da IL1 e do
TNF-a, colaborando com a piora da disfuncdo miocéardica, hipertrofia dos

cardiomidcitos e degradacédo muscular.1:1214.15,

A interleucina 10 (IL10) é a citocina anti-inflamatéria mais importante da
resposta imunolégica humana. E considerada uma molécula imunossupressora,
atuando na limitacdo da resposta inflamatéria e regulando a proliferacdo de
células do sistema imunolégico'®. Segundo evidéncias, a IL10 auxilia na reducéo
da producao de mediadores inflamatorios, como o TNF-a, IL1 e IL6 e pode ajudar

a reduzir a hipertrofia cardiaca.1%-12.13.17

A inflamacéo e lesédo tecidual levam a uma resposta do organismo,
conhecida como resposta de fase aguda e a proteina C reativa (PCR) é a
proteina de fase aguda mais estudada. A IL1, IL6 e TNF- a sdo os principais
indutores da produgcdo da PCR. Na IC, niveis elevados de PCR estédo
relacionados com piores desfechos, como maiores taxas de hospitalizages e

Obitos.1418

Na IC, ha um desequilibrio entre os processos de anabolismo e
catabolismo, sendo gerado pela ativagdo de fatores metabdlicos, imunoldgicos
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e neuro-hormonais. O aumento do cortisol, peptideos natriuréticos e
catecolaminas estimulam o aumento da lipolise. Ja as citocinas TNF-q, IL1 e IL6

colaboram com aumento da protedlise.*®
1.3 Alteracdes trato gastrointestinal

Alteracdes intestinais, tanto com relacdo a estrutura e funcionamento
guanto composicao da microbiota em pacientes com IC tem sido objeto de
estudos nos ultimos anos e descrita desde o inicio dos anos 2000, sendo essas
alteracbes associadas com o desenvolvimento e progressdo da IC e

comorbidades associadas.”?%:2

O trato gastrintestinal (TGI), em repouso e condi¢cdes normais, recebe
aproximadamente 25% do débito cardiaco. Portanto, com o prejuizo circulatério
acarretado pela IC, o trato gastrintestinal, mais especificamente o intestino, € um
dos 6rgaos mais afetados, havendo isquemia e edema de alcas. Além da parte
circulatéria, ha outras alteracdes proprias da IC que afetam o intestino, como a

disfuncdo endotelial e ativacdo neuro-hormonal.??23

Essa alteracdo na perfusdo intestinal colabora com mudancas na
composicdo da microbiota local e com alteragbes estruturais. Dentre as
estruturas que sofrem influéncia da reducéo da perfusédo estdo as vilosidades,
gue sdo muito sensiveis a oscilacdes na concentracdo de oxigénio e com isso,
a capacidade absortiva local fica prejudicada, reduzindo a absorcdo de
nutrientes importantes ao organismo. Além das vilosidades, as células epiteliais,
responsaveis pela manutencdo da estrutura local e atuantes também na
absorcao de nutrientes, sofrem com a hipoperfusdo, se tornando disfuncionais
com consequente prejuizo na integridade da mucosa, tornando-a mais
permeavel a entrada de microrganismos potencialmente patdégenos e dos seus

produtos e componentes estruturais. 21:23.24.25,26,27

Dentre os componentes que passam para a circulacdo quando ha maior
permeabilidade intestinal, merece destaque a endotoxina lipopolissacarideo
(LPS), que é componente da membrana de bactérias gram negativas e que, uma
vez na circulacéo, € capaz de estimular o sistema imunologico e aumentar a

resposta inflamatéria. Evidéncias sugerem que a congestdo e edema de algcas
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intestinais favorecem aumento da passagem da LPS para a circulacdo, como
mostrou o estudo feito por Sandek et al?®, no qual, os pacientes com congestéo
apresentavam maiores niveis circulantes de LPS e que seus niveis diminuiam

apos diureticoterapia. 420

Com relacdo a alteracdo na composicdo da microbiota, a hipoxia e
alteracdo do pH local favorecem aumento de microrganismos patdgenos e
reducdo dos benéficos, além de reducdo progressiva da diversidade de

microrganismos a medida que a IC vai progredindo. 20.21:22.27.29

Existe ainda, com relacdo aos microrganismos patégenos, um aumento

da adesdo deles a mucosa, colaborando ainda mais com aumento da

permeabilidade intestinal e piora da inflamacé&o.?’

Além das alteracfes intestinais, tanto estrutural quanto composicao da
microbiota, existem outras alteracdes que afetam a saude do paciente com IC.
Dentre essas alteracdes temos as queixas relacionadas ao TGl que impactam
diretamente no consumo alimentar dessa populacédo. Dentre essas queixas se
destacam alterac6es no paladar, plenitude gastrica, nduseas, vomitos e reducao
do apetite (anorexia), contribuindo com reducdo no consumo alimentar,
deficiéncia de nutrientes e caquexia. Nauseas, vomitos e alteracbes no paladar
normalmente sao decorrentes de varios fatores como, congestao visceral, efeitos

colaterais farmacoldgicos e muitas vezes, devido a prépria progresséo da IC.303!

A perda do apetite tem origem multifatorial e sua fisiopatologia na IC ainda
ndo esta completamente elucidada. Além dos sintomas caracteristicos da IC
(nauseas, vomitos, fadiga, dispneia), a inflamacéo também pode colaborar com
a anorexia, principalmente o TNF-a e demais alteragbes neuro-hormonais que

influenciam no controle do apetite.32:33:34

Diante do exposto anteriormente, é evidente que a avaliagao do apetite é
um ponto importante, porém é dificil a sua mensura¢do. Pensando nisso, dois
guestionarios foram criados e posteriormente validados para pacientes com IC,
sendo o Council on Nutrition Appetite Questionnaire (CNAQ) e o Simplified
Nutritional Appetite Auestionnaire (SNAQ), sendo o SNAQ traduzido e validado

na versdo Questionario Nutricional Simplificado de Apetite (QNSA).35:36.37
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A partir das evidéncias da influéncia e participacéao intestinal em diversas
interfaces da IC, diversos estudos comecaram a ser desenvolvidos para
compreensao e tentativa de desenvolvimento de possiveis terapias adjuvantes.
A disbiose (desequilibrio entre microrganismos benéficos e patdgenos) ja esta
bem descrita em estudos e correlacionada a IC, tanto na fisiopatologia e
progressdo quanto como consequéncia. Diante disso, comecaram a ser
propostas maneiras de intervencdo na composi¢cdo da microbiota intestinal, na
tentativa de restabelecer o equilibrio. Dentre as maneiras propostas, a
suplementacdo de probidticos aparece como uma alternativa promissora,
considerando o0s beneficios ja descritos da suplementacdo desses
microrganismos em outras situacbes, como nas doencas inflamatorias

intestinais29:38
1.4 Probidticos

O termo probidtico deriva do grego e significa “pré-vida” e sdo definidos
como microrganismos que, quando ingeridos em quantidade adequada,

promovem beneficios ao hospedeiro.3839:40

Os probidticos conferem varios beneficios ao organismo, sendo um deles
a restauracao da microbiota apos uso de antibiéticos. Além disso, podem atuar
no processo de digestdo, auxiliando em intolerancias alimentares, como a
intolerancia a lactose, além de auxiliarem no tratamento de doencas intestinais
como sindrome do intestino irritavel, colite ulcerativa, Doenca de Chron e

prevencédo de cancer de célon 3839.4041,42

A quantidade minima que se recomenda para efeitos clinicos,
independente da cepa utilizada, é 10° unidades (um milhdo) formadoras de
colbénia (UFC) pensando em acéo no intestino delgado, e, no colon, a quantidade
minima é 108 UFC (100 milhdes). E a dose usualmente efetiva, entre os estudos

em seres humanos, varia entre 107 (dez milhGes) e 10° (um bilhdo) de UFC.*3

Na literatura, ha evidéncias de que os probidticos podem interagir com
determinadas células e modular o sistema imunoldgico e producéo de citocinas,
especialmente PCR, TNF-q, IL6 e |L1.4044.45
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1.4.1 Lactobacillus acidophilus

O Lactobacillus acidophilus (LA) é um microrganismo gram-positivo que
pode ser encontrado em formulas infantis e alimentos com alegacdes probidticas

como leites fermentados e suplementos alimentares.*6

Dentre as suas propriedades como probidtico, estudos mostram que pode
metabolizar a lactose, é tolerante aos acidos biliares, consegue aderir aos
enterdcitos, é seguro para o consumo e produz compostos antimicrobianos.
Além disso, sugere-se que pode reduzir sintomas de alergias respiratorias,
reducado de sintomas de sindrome do intestino irritavel, prevencédo e tratamento

de diarreia e redugao do colesterol.#6:47:48

Tabela 3 — Estudos com LA e inflamacéo

Autores, ano Desenho estudo Dose | Tempo Resultados

Andekar et al,20144° In vivo, ratos com 200 milhdes de UFC, Redugéo IL6 e

artrite 22 dias aumento IL10

Wang et al,2020%° In vivo, ratos com 200 milhdes de UFC, Redugdo IL6, IL1 e
colite 7 dias TNF-a

Lee et al,2019% In vivo, ratos com 200 bilhdes de UFC, Reducédo IL6, TNF- a
osteoartrite 15 dias e aumento da IL10

Kim et al, 20195 In vivo, ratos com 1 milhdo de UFC, 7 RedugdolILl e TNF-a
colite dias Aumento IL10

Kim et al, 202153 In vivo, ratos com 1 bilhdo UFC, 8 dias  Redugédo IL6, TNF- a
colite induzida e aumento IL10

UFC - unidades formadoras de col6nia; IL6- Interleucina 6; IL10 — interleucina 10; TNF-a- Fator de necrose tumoral alfa;
IL1 — interleucina 1

A tabela 3 acima mostra os resultados de alguns estudos realizados com
o LA e inflamacdo usando diferentes dosagens do probiotico. Nela € possivel
observar que, em ratos, com diversas doencas de carater inflamatorio, a
suplementacao favoreceu a reducao significativa de citocinas pro6 inflamatorias,
além de, em alguns casos, colaborar com aumento da IL10, uma interleucina

com carater anti-inflamatorio.
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1.4.2 Probiodticos e IC

Na literatura sdo escassos estudos ja publicados com probidticos em

pacientes com IC, principalmente com foco na inflamacao.

Na tabela 4 estdo resumidos os principais estudos publicados até o

momento, com suplementacao de probidticos nos pacientes com IC

Tabela 4 — Resumo dos estudos clinicos usando probidticos em pacientes com
IC.

Autores, ano Probidtico | Populacao Resultados
Tempo
Constanza et al, Saccharomyces IC, ambulatorial, CF Reducdo colesterol
2015% boulardii | -1v total, acido Urico e
3 meses PCR

Reducédo  didmetro

VE e melhora na

FEVE
Awoyemi et al, 2021 % Saccharomyces IC, ambulatorial, CF Sem efeitos
boulardii | [-1v significativos nos
3 meses biomarcadores e
FEVE
Moludi et al, 202156 Lactobacillus Pacientes pos IAM Reducéo
rhamnosus | biomarcadores de
3 meses remodelamento
cardiaco
Reducdo PCR
Karim et al, 20225 Mix de probiéticos  IC, FEVE <40% Redugdo marcador
3 meses de permeabilidade
intestinal
Pourrajab et al, 2022% L.acidophilus + IC, ambulatorial, CF Melhora  marcador
Bifidobacterium I-111 inflamatorio

lactis

IC — insuficiéncia cardiaca; CF- classe funcional; PCR — proteina C reativa; VE — ventriculo esquerdo; FEVE — fracéo de
ejecao do ventriculo esquerdo;
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Justificativa

Levando em consideracao a importancia da inflamacao no prognéstico de
pacientes com IC e as evidéncias de uma relacdo existente entre intestino e IC,
é dada a hipotese de que, a suplementacdo de probidtico possa auxiliar na
reducao da inflamacao nessa populacéo



2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1 Primario

Verificar influéncia da suplementacdo de Lactobacillus acidophilus LA14
na reducdo dos niveis plasmaticos de TNF-a em pacientes com insuficiéncia

cardiaca.
2.2 Secundarios

Avaliar o impacto da suplementacdo de Lactobacillus acidophilus LA14
nos niveis plasmaticos de IL1, IL6, IL10, peptideo natriurético tipo B (BNP) e
PCR.

Verificar possiveis efeitos da suplementacdo no apetite, pardmetros
antropométricos e desfechos clinicos como infec¢des, internagdes, transplante

e Obito.



3. METODOLOGIA
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3. METODOLOGIA
3.1 Desenho do estudo e populacéo

Esta pesquisa foi desenvolvida apés aprovacdo do Comité de Etica em
pesquisa local, (SDC 4507/19/009, CAAE 84447418.0.0000.0068). Esta
registrada no Clinical Trials (NCT 03968549) e foi financiada pela Fundacgao de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo — FAPESP (Processo n°
2017/01372-0).

Foram incluidos pacientes com diagndstico de IC avancada,
acompanhados no ambulatorio de Transplante Cardiaco do Instituto do Coracéao
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medina da Universidade de Séao Paulo
(InCor HCFMUSP).O periodo de randomizagdo compreendeu de 06 de
Novembro de 2018 a 10 de Marco de 2020.

Para que a amostra pudesse fornecer um poder de 80% e erro tipo | de
5%, com desvio padréo de 1,0, foi feito o célculo esperando uma reducédo de
16,7% nos niveis plasmaticos de TNF-a, conforme o demonstrado por Bajaj e
cols,*® nos pacientes que receberam probidtico, e de 8,2% nos pacientes que
receberam placebo. Para isso, foi definida uma amostra composta por 58
pacientes, jA sendo considerada nesse numero uma perda de 15% de

participantes.

O presente estudo foi um ensaio clinico, randomizado, duplo cego,
placebo controlado. Nele, todos o0s envolvidos diretamente com o
desenvolvimento da pesquisa eram cegos a respeito de qual grupo cada
participante seria alocado e os pacientes também; apenas o responsavel pela

fabricacdo do placebo e envase do probidtico ndo era cego.

As capsulas de placebo, foram confeccionadas idénticas as capsulas que
continham probidtico e eram compostas por capsula gelatinosa transparente,
amido de milho (aproximadamente 100mg por capsula) e 6leo de girassol

(aproximadamente 1ml por capsula).

O placebo e as capsulas contendo probidtico eram manipulados pela

mesma farmacia. As capsulas de probioticos eram entregues periodicamente e
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envasadas em recipientes idénticos aos recipientes contendo placebo. Cada
recipiente continha uma numeracdo que, apenas a pessoa responsavel pelo
envase sabia o que cada numero representava (placebo ou probiético). Essa
relacdo do que cada numeragdo correspondia foi entregue a pesquisadora
principal apés o término de seguimento do ultimo paciente e partir de entdo

iniciadas as analises dos dados obtidos.

As capsulas de probidtico continham 1 bilhdo de unidades formadoras de
coldnia (UFC) — 1 x 10° do probidtico Lactobacillus acidophilus Lal4 e foram

adquiridas em farmécia convencional.
3.2 Critérios de incluséo

Os critérios de incluséo foram:
- Adultos, com dezoito anos ou mais;

- IC com classe funcional segundo a New York Heart Association (NYHA) Il ou
IV ou estarem listados para transplante cardiaco, estaveis, em acompanhamento

ambulatorial;
- Medicamentos para IC otimizados por, no minimo, dois meses;

- Auséncia de internacédo por IC descompensada ou infarto agudo do miocéardio

nos ultimos trinta dias;

- Ter lido e assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXO A).

3.3 Critérios de exclusao
Foram considerados como critérios de exclusao:
- Uso de corticoesteroides e/ou antibiéticos nos ultimos trinta dias;

- Apresentarem doencgas que influenciem no perfil inflamatério, como doencgas

intestinais;

--Cirurgia cardiaca nos ultimos seis meses ou qualquer outra cirurgia nos ultimos

trés meses;
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3.4 Intervencéao e randomizacao

A cada consulta, era entregue o0 pote para o paciente, com o respectivo
namero, com quantidade de cépsulas suficientes até a proxima consulta (trinta
dias). O paciente recebeu a mesma numeracao de pote do inicio ao final do
seguimento, sendo em cada consulta, perguntado se havia esquecido de tomar
algum dia e anotado o numero de dias caso tivesse ocorrido. Cada paciente,

apos incluséo, era seguido por 6 meses.

O controle da adesédo (consumo das capsulas) era feito via contato
frequentes com os pacientes via WhatsApp. A cada consulta, era feito o reforco
para que, durante o tempo de seguimento, cada paciente ndo consumisse
alimentos ou suplementos contendo probidticos (iogurtes, leites fermentados,

kefir, capsulas, entre outros).

A ordem de entrega dos potes, de acordo com os nameros, foi realizada
de forma randomizada. Para isso, a numeracdo dos potes era colocada no
website Research Randomizer® e gerada uma ordem de entrega a partir dos

nameros.
3.5 Analise dados bioquimicos

Para analisar as concentracBes plasméaticas das citocinas e demais
biomarcadores, foram coletadas amostras de sangue em dois momentos,
guando o paciente era incluido na pesquisa e ap0s seis meses de seguimento.
As amostras foram coletadas através de venopuncdo, em tubo com gel
separador. ApOs coagulacao, foram centrifugadas por quinze minutos a 3000
rpm e o soro armazenado a -80°C até a coleta do ultimo paciente a terminar o
seguimento. O armazenamento das amostras foi realizado no laboratério de
Andlises Clinicas do InCor HCFMUSP, sob a responsabilidade da Diretora Célia

Maria C. Strunz.

As analises foram realizadas todas no mesmo momento, apés o término
do seguimento do ultimo paciente, utilizando a mesma curva de calibragéo e

mesmo controle, para garantir homogeneidade dos resultados.
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As IL1,6 e 10 e TNF-a foram dosados utilizando testes ELISA (Enzyme-
linked immunsorbent assay) da marca IBL International GmbH, Hamburgo,
Alemanha. Os resultados foram expressos em pg/mL. As sensibilidades para as
IL1, 6 e 10 foram, respectivamente, 0,3 pg/mL, 0,92 pg/mL e 1 pg/mL. A
sensibilidade do TNF-a foi 5,0 pg/mL.

Para a dosagem sérica do LPS, também foi usado teste ELISA (Enzyme-
linked immunsorbent assay), da marca Cloud-Clone Corp, Katy, Texas, EUA. O

resultado foi expresso em ng/mL e a sensibilidade foi de 0,19 ng/mL.

Os demais marcadores bioquimicos, peptideo natriurético tipo B (BNP) e
PCR foram coletados em prontuario eletrdnico, ndo sendo necesséaria a
aquisicdo de kits, pois sdo exames solicitados em rotina de consulta médica

institucional.
3.6 Avaliacdo antropométrica e apetite

Para avaliacdo antropométrica, dados de peso (kg), estatura (m),
circunferéncia do braco (CB - cm) e prega cutanea tricipital (PCT - mm) foram
aferidos na primeira e na ultima consulta, quando se encerrava o seguimento do
paciente, sempre aferidos pela mesma pessoa para evitar variacdes
interavaliadores e tomando devidos cuidados para evitar influéncia no peso,
sendo para isso solicitado que 0s pacientes tirassem objetos do bolso e os

sapatos.

A partir dessas medidas aferidas, foram calculados outros parametros
para auxiliar na estimativa da composicao corporal dos pacientes. Foram
calculados: indice de massa corporal (IMC — kg/m?), circunferéncia muscular do
bragco (CMB - cm), area muscular do braco corrigida de acordo com género
(AMBc — cm?) e area gordurosa do braco (AGB — cm?). Para classificacdo dos

parametros, foram usadas as referéncias respectivas para cada um,5960.61,62,63,64

Para mensurar o apetite, foi aplicado o questionario nutricional
simplificado de apetite (QNSA- ANEXO B), composto por cinco questdes, cada
uma com cinco alternativas de resposta e cada alternativa corresponde a uma

pontuacdo. De acordo com as respostas, um escore era calculado e, uma
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pontuacdo menor ou igual a 14 indicaria apetite prejudicado e risco de perda

ponderal.36
3.7 Andlise estatistica

Para avaliar a normalidade da distribuicdo dos dados foi aplicado o teste
de Kolmogorov Smirnov, sendo as variaveis continuas descritas em mediana
(percentis 25 e 75) e as discretas descritas em numero absoluto (n) e frequéncia

relativa (%).

Para comparar as variaveis continuas, intragrupos nos dois momentos
(basal e apos 6 meses), foi aplicado o teste de Wilcoxon e para comparar 0S
grupos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney. Para comparacdo das variaveis
categoricas, foram aplicados os testes Qui Quadrado de Pearson e Teste exato
de Fisher.

Para demonstracao de efeitos da intervencéo na sobrevida, transplante e

hospitalizagéo, foram feitas curvas de Kaplan Meyer.

Para as andlises foi usado o software JASP versao 0.18.3.0, sendo

considerado estatisticamente significativo o valor de p menor que 0,05.



4. RESULTADOS
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4. Resultados
A figura 1 a seguir descreve o fluxograma detalhado do processo de

recrutamento, alocacao, seguimento e andlise dos pacientes participantes, de
acordo com o CONSORT Statement, 2010%°.

Figura 1 — Fluxo das etapas da pesquisa.

CONSORT 2010 Fluxograma

[ Recrutamento ] Elegiveis (n=130)

0 Excluidos (n=73)

0 N&o preencheram critério
inclusdo (n=64)

0 Recusaram a participar (n=1)
Outros motivos (n=8)

Randomizados (n=57)

v

¥ L Alocacéao } l
Alocados no grupo placebo (n=28) Alocados no grupo probiético (n=29)
0 Receberam placebo (n=28) [1 Receberam probiético (n=29)
0 N&o receberam placebo (n=0) [ Nao receberam probidtico (n=0)

v Seguimento v
Perdas de seguimento — Desisténcia Perda de seguimento - Desisténcia
(n=3) (n=2)
Seguimento descontinuado (n=6) Seguimento descontinuado (n=6)
[ Morte subita (n=0) [0 Morte subita (n=1)
[ Piora clinica (n=4) [ Piora clinica (n=2)
0 Obito (n=2) ] Obito (n=1)
[ Transplante (n=0) [l Transplante (n =2)

|

Analisados (n=19) Analisados (n=21)

Durante o periodo de recrutamento, compreendido entre 06 de Novembro
de 2018 a 10 de Marco de 2020, foram considerados elegiveis 130 pacientes,
sendo desse total, incluidos 57. Dentre o0s principais motivos de nao inclusédo

nesse estudo, se destacaram a nao otimizacao dos farmacos, uso de antibiéticos
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e/lou corticoesteroides nos ultimos 30 dias, encaminhamento para pronto
atendimento apos consulta devido descompensacéo da IC e alta ha menos de

30 dias (36, 9, 9 e 4 pacientes, respectivamente).

Ao observar a tabela 5 a seguir, com a descricdo e comparacéo dos dados
basais dos grupos, pode-se notar que, a maior parte dos individuos participantes
da pesquisa foram do género masculino em ambos os grupos (75,9% probidtico
e 57,1% placebo, p=0,134). Os individuos participantes do grupo probiotico eram
mais velhos do que os alocados no placebo (54 vs 49 anos, p=0,028). Dentre as
etiologias mais prevalentes na amostra, em ambos 0s grupos, miocardiopatia
chagéasica foi a mais prevalente, seguida pela miocardiopatia dilatada e
isquémica. Os pacientes alocados no grupo probiético apresentavam FEVE
menor do que os do grupo placebo (24% vs 30%, p=0,007).

Tabela 5- Caracteristicas demograficas e clinicas basais dos grupos de acordo
com intervengao.

Probidtico Placebo P
(n=29) (n=28)
Idade (anos) 54 [44- 60] 49 [32- 56] 0,028*
Género 0,134**
Masculino, n (%) 22 [75,9] 16 [57,1]
Feminino, n (%) 7 [24,1] [42,9]
Etiologia 0,739%**
Chagas, n (%) 8 [27,6] 8 [28,6]
Isquémica, n (%) 7 [24,1] 5117,9]
Dilatada, n (%) 9 [31] 7 [25]
Outras, n (%) 5[17,2] 8 [28,6]
CF NYHA 0,190***
2,n (%) 5[17,2] 7 [25]
3, n (%) 1[72,4] 21 [75]
4, n (%) 3[10,3] 0 [0]
FEVE (%) 24 [22- 27] 30 [25- 36] 0,007*
DDVE (mm) 70 [63- 75] 66 [56- 73] 0,084*
Funcéo VD 0,889**
Normal/Discreta, n (%) 15 [51,7] 15 [53,6]
Moderada/importante, n (%) 14 [48,3] 13 [46,4]

Continua
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Conclusédo
Probidtico Placebo P
(n=29) (n=28)
Farmacos Usados
IECA/BRA, n (%) 19 [65,5] 22 [78,6] 0,273**
Betabloqueadores, n (%) 29 [100] 28 [100]
Ivabradina, n (%) 4[13,8] 2[7,1] 0,413**
Digoxina, n (%) 12 [41,4] 10 [35,7] 0,661**
Espironolactona, n (%) 23 [79,3] 24 [85,7] 0,525**
Sacubitril+Valsartan, n (%) 2[6,9] 3[10,7] 0,610**
Dispositivos
Marcapasso, n (%) 1[3,4] 5117,9] 0,283**
Ressincronizador, (%) 3[10,3] 0 [0] 0,042**
CDI, n (%) 7 [24,1] 8 [28,6] 0,922**
Comorbidades
HAS, n (%) 12 [41,4] 5[17,9] 0,052**
DM, n (%) 7 [24,1] 5[17,9] 0,561**
PAS (mmHg) 100 [85- 100] 100 [87- 100] 0,450*
FC (bpm) 69 [62- 76] 65 [60- 74] 0,378*

Valores numéricos expressos em mediana (percentis 25 — 75)

* Teste de Mann Whitney

** Teste Exato de Fisher

*** Teste Qui Quadrado de Pearson

FEVE- fracao ejec¢ao ventriculo esquerdo; CF- classe funcional; NYHA — New York Heart Association; DDVE — diametro
ventriculo esquerdo; VD — ventriculo direito; IECA — inibidores da enzima conversora de angiotensina; BRA —
blogueadores do receptor de angiotensina; CDI — cardiodesfibrilador implantavel; HAS — hipertenséo arterial sistémica;
DM - diabetes mellitus; PAS — pressao arterial sistélica; FC — frequéncia cardiaca

Em relacdo aos parametros antropométricos e laboratoriais no periodo
basal da pesquisa, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
participantes, mas numericamente, algumas diferencas puderam ser observadas
entre 0s grupos, como o BNP mais elevado nos pacientes do grupo probiédtico
(780 vs 407 pg/mL, p=0,132), bem como menor taxa de filtracdo glomerular
(TFG) também menor no grupo probidtico (52,4 vs 62,1 mL/mil/1,73m?2, p=0,095).

A tabela 6 a seguir traz a comparacgéao das citocinas e demais parametros
bioquimicos no periodo basal e final, tanto entre os grupos quanto intragrupos.
Quando é feita a comparacao entre grupos, ndo se observou diferenca entre eles

ao final dos seis meses de seguimento.



Tabela 6 - Comparacédo dados bioquimicos e clinicos entre e intragrupos, nos

momentos basais e apds seis meses.
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Probidtico (n=21) Placebo (n=19) p*

IL1 (pg/mL) Inicial 2,37 [2,06-3,50] 3,22 [2,41-4,06] 0,244
Final 3,90 [2,66- 4,38] 3,12 [2,61-4,15] 0,684

p** 0,157 0,768
IL6 (pg/mL) Inicial 2,84 [0,91-3,95] 1,67 [0,47-2,10] 0,124
Final 1,21 [1,02-1,76] 1,19 [0,70-3,42] 0,914

p** 0,119 0,045
TNF-a (pg/mL) Inicial 4,18 [3,57- 5,31] 4,97 [2,30- 8,11] 0,807
Final 4,55 [3,61- 6,26] 4,63 [3,40- 7,50] 0,473

p** 0,338 0,891
IL10 (pg/mL) Inicial 0,69 [0,23- 1,46] 0,92 [0,50- 2,13] 0,364
Final 1,13 [0,59- 1,56] 1,53[0,99- 2,15] 0,144

p** 0,032 0,182
LPS (ng/mL) Inicial 0,46 [0,31- 1,17] 1,28 [0,43- 2,48] 0,107
Final 1,39 [0,70- 3,34] 1,18 [0,60- 1,71] 0,714

p** 0,016 0,860
BNP (pg/mL) Inicial 772 [293- 1123] 292 [141- 829] 0,088
Final 448 [323- 609] 270 [117- 924] 0,291

p** 0,216 0,984
PCR (mg/L) Inicial 3,12 [2,04- 5,60] 4,58 [1,03- 7,24] 0,725
Final 3,57 [1,89- 7,36] 3,30 [1,35- 13,1] 0,830

p** 0,168 0,104
Hb (g/dL) Inicial 13,9 [13,1- 15] 13,6 [13- 14,5] 0,440
Final 12,9 [12,3- 14,8] 13,7 [12,3- 15,1] 0,093

p** 0,089 0,687
Ureia (mg/dL) Inicial 48 [40- 58] 54 [44- 64] 0,472
Final 49 [39- 70] 50 [39- 79] 0,665

[ 0,357 0,983
Creatinina (mg/dL) Inicial 1,24 [1,08- 1,55] 1,17 [1,02- 1,41] 0,440
Final 1,18 [0,99- 1,46] 1,18 [1,02- 1,49] 0,755

p** 0,972 0,920
TFG (ml/min/1,73m2) Inicial 54 [45- 68,1] 65,3 [45- 100,7] 0,218
Final 65,9 [49- 72,6] 55 [47,5- 97,3] 0,694

p** 0,357 0,519
CT (mg/dL) Inicial 158 [136- 193] 172 [135- 207] 0,401
Final 157 [117- 190] 155 [140- 187] 0,655

p** 0,520 0,446 Continua
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Concluséo
Probiético (n=21) Placebo (n=19) p*

HDL (mg/dL) Inicial 40 [33- 48] 42 [40- 52] 0,423
Final 38 [35- 49] 43 [40- 48] 0,393
p** 0,355 0,393

LDL (mg/dL) Inicial 97 [68- 111] 106 [70- 139] 0,416
Final 95 [69- 117] 93 [73- 122] 0,860
p** 0,629 0,408

TG (mg/dL) Inicial 75 [63- 125] 89 [64- 131] 0,797
Final 95 [60- 104] 104 [86- 132] 0,189
p** 0,732 0,760

Ac.urico (mg/dL) Inicial 6,7 [5,7- 8,5] 6,8 [6- 9,6] 0,473
Final 7[5,5-9] 8,3 [5,9- 10,1] 0,167
p** 0,777 0,938

Variaveis huméricas expressas em mediana (percentis 25-75)

* Teste Mann Whitney

** Teste Wilcoxon

IL1= interleucina 1; IL6= interleucina 6; IL10= interleucina 10; TNF-a= fator necrose tumoral alfa; LPS=
lipopolissacarideo; BNP= peptideo natriurético tipo B; PCR= proteina C reativa; Hb= hemoglobina; TFG=
taxa de filtracdo glomerular; CT= colesterol total; HDL= High density lipoprotein (lipoproteina de alta
densidade); LDL= low density lipoprotein (lipoproteina de baixa densidade); TG= triglicérides;

A IL10, ao ser comparada intragrupos, apresentou aumento significativo
nos pacientes que foram alocados no grupo probiético (0,69 > 1,13 ng/mL,
p=0,032). Ainda nos pacientes do grupo probiético, ao comparar os niveis nos
dois momentos, a LPS apresentou aumento significativo (0,46 - 1,39 pg/mL,
p=0,017).

A IL6 nos pacientes do grupo placebo, quando comparada aos niveis
basais com os niveis ap0s seis meses, apresentou reducao significativa (1,67 -
1,19 pg/mL, p=0,045), embora no grupo probidtico houve também reducao, mas
nao foi uma diferenga estatisticamente significativa (2,84 - 1,21 pg/mL, p=
0,119).

Ao comparar os demais parametros, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos. Entretanto, um dado numérico importante a ser
observado foi o BNP que no grupo probidtico, apresentou reducdo em seus
niveis apesar de nao ter sido significativa (772 - 448 pg/mL, p=0,216).
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A figura 2 a seguir mostra a comparacao das IL1,6, TNF-a e LPS entre
todos os grupos (probidtico inicial, probidtico final, placebo inicial, placebo final),

na qual, podemos observar que n&o houve diferenga entre eles.

Figura 2 — Comparagéo IL1, IL6, TNF-a e LPS entre grupos nos dois momentos

da pesquisa.
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Ao comparar os dados antropométricos entre e intragrupos, presente na
tabela 7, nos dois momentos da pesquisa, € possivel perceber que entre os
grupos, nos dois momentos, ndo houve diferenca. Mas observando intragrupos,
0S pacientes que estavam alocados no grupo placebo, apresentaram uma

reducao significativa nos parametros de CMB (p=0,018) e AMBc (p=0,017).
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Tabela 7 — Comparacdo dados antropométricos entre e intragrupos, nos

momentos basais e apds seis meses.

Probidtico (n=21) Placebo (n=19) p*
Peso (kg)
Inicial 62 [59,2 — 80] 72,2 [68 — 83,5] 0,371
Final 66 [60- 81] 72 [65,2- 83,5] 0,490
p** 0,728 0,802
IMC (kg/m?)
Inicial 23,6 [21,9- 26,1] 25,1 [23,5- 28,7] 0,176
Final 23,5 [22,6- 26,5] 24,1 [22,8- 28,8] 0,481
p** 0,305 >0,999
CB (cm)
Inicial 28 [25- 31,5] 29 [27,3- 33] 0,272
Final 28 [25,5- 30,5] 29,5 [27- 31,8] 0,481
p** 0,808 0,073
PCT (mm)
Inicial 10 [9- 19] 18 [13- 23] 0,139
Final 14 [9- 17] 15 [14- 24] 0,073
p** 0,630 0,198
CMB (cm?)
Inicial 23,4 [22,2- 26,8] 24,9 [22,4- 27] 0,645
Final 24,2 [22,3- 26,4] 24,2 [20,8- 26,4]
p** 0,779 0,018
AMBc (cm?)
Inicial 35,9 [29,2- 47,2] 39,4 [31,7- 47,9] 0,569
Final 36,6 [31- 48,8] 38,2 [27,8- 45,3] 0,946
p** 0,852 0,017
AGB (cm?)
Inicial 15,5[10,6- 25,2] 23,4 [11,7- 31,8] 0,198
Final 15,5[13,2- 21,6] 22,2 [17- 32,2] 0,093
p** 0,240 0,811

Variaveis numéricos expressos em mediana (percentis 25 e 75)

* Teste Mann Whitney
** Teste Wilcoxon

IMC= indice de massa corporal; CB= circunferéncia do brago; PCT= prega cuténea tricipital; CMB=
circunferéncia muscular do bragco; AMBc= &rea muscular do braco corrigida; AGB= area gordurosa do brago

Na nossa amostra, também foi feita a comparacdo dos parametros

levando em conta a etiologia da IC, sendo separada em chagas e ndo chagas

(nesse foram agrupadas demais etiologias). Na tabela 8 esta a comparacao dos

parametros no comec¢o do seguimento.

Observando o momento basal da pesquisa, dividindo os grupos conforme

etiologia, a FEVE nos pacientes do grupo probiético, independente da etiologia,

se mostrou significativamente menor do que nos pacientes alocados no grupo

placebo.

Os niveis do TNF-a e demais marcadores nao apresentou diferenca

significativa de acordo com as etiologias.
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Tabela 8 — Comparacéo parametros basais entre grupos de acordo com etiologia

dalIC
Probiético (n=29) Placebo (n=28)
Chagas N&o Chagas Chagas N&o Chagas
(n=8) (n=21) (n=8) (n=20) p*
IL1 (pg/mL) 2,37[2,22-3,43] 2,27[1,96- 3,47] 3,63[2,47-4,10] 3,02 [1,09- 3,95] 0,744
IL6(pg/mL) 1,04 [0,69-2,86] 1,63[0,91-4,70] 0,98[0,38-2,08] 1,72[1,20-2,95] 0,333
IL10(pg/mL) 1,32[0,37-1,73] 1,11[0,27-1,5] 1,06[0,71-2,09] 1,83[0,83-2,34] 0,412
TNF-a (pg/mL) 4,33 [3,76- 5,49] 4,1[3,19- 7] 5,53 [2,94- 7,85] 4,48 [1,96- 6,26] 0,902
LPS (pg/mL) 0,46 [0,36-1,5] 0,77[0,33-1,51] 1,11[0,80-2,56] 0,8[0,37-2,25] 0,628
BNP (pg/mL) 949 [688- 1427] 697 [284- 1093]  375[211- 910] 507 [153- 912] 0,431
PCR (pg/mL) 3,38[2,85-4,37] 2,51[1,42-6,5] 1,8[0,46-3,57] 5,24[3,39-7,06] 0,124
FEVE (%) 23 [22- 25] 2 25 [21- 28] & 27 [24- 29] ad 34 [25- 38] bd 0,021
CT (mg/dL) 172 [141- 211] 163 [135- 198] 174 [153- 229] 169 [122- 213] 0,826
HDL (mg/dL) 53 [40- 61] 40 [33- 45] 46 [39- 53] 42 [39- 48] 0,249
LDL (mg/dL) 111 [90- 129] 99 [76- 133] 114 [96- 152] 101 [66- 143] 0,903
TG (mg/dL) 70 [65- 118] 88 [71- 131] 71 [58- 126] 104 [64- 141] 0,671
Acido arico(mg/dL) 7,4 [6- 8,5] 7,6 [6,2- 9,5] 6,2 [6- 9] 8 [5,7- 9,6] 0,961
Hb (g/dL) 13,6 [12,8- 15,2] 13,9[13,1-14,8] 13,2[13-13,6] 13,6 [12,5- 14,6] 0,604
Uréia (mg/dL) 50 [39- 59] 52 [41- 69] 56 [48- 82] 53 [39- 74] 0,860
Creatinina (mg/dL) 1,25[1,12-1,51] 1,34[1,1-1,72] 1,41[1,15-1,66] 1,09[0,96-1,33] 0,206
TFG (mL/min/1,73mL)  54,5[44-64,8] 52,4[39,8-61,3] 51[36,8-74,8] 68,6[47,5-100,8] 0,223
Peso (kg) 61,3 [59,2- 64,8] 70 [57- 84] 67 [58,8- 69,7] 74 [64- 84,3] 0,518
IMC (kg/m?2) 24,1[22,8-25,4] 23,9[20,5-29,1] 23,4[22,9-23,8] 25,9[21,9-29] 0,431
CB (cm) 28,3 [26,9- 28,9] 29 [25- 31,5] 27,3 [26,8- 29] 29,8 [25,3- 33] 0,723
PCT (mm) 10 [9- 18] 12 [8- 16] 14 [9- 18] 15 [14- 20] 0,306
CMB (cm?) 22,8[22,4-252] 24[21,2-26,8] 23,8[21,2-24,6] 25,3 [20,4- 27] 0,873
AMBc (cm?) 34,8 [32,7-40,6] 37,1[29,2-47,2] 35[29,3-38,3] 40,9 [25,3-48,2] 0,883
AGB (cm?) 13,6 [11,4-22,3] 16,5[10,6-24,9] 18,8[10,9-24] 22,8[12,3-29,6] 0,543

Variaveis numéricas expressas em mediana (percentis 25-75)

* Teste Kruskal-Wallis

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sao diferentes entre si.
IL1= interleucina 1; IL6= interleucina 6; IL10= interleucina 10; TNF-a= fator necrose tumoral alfa; LPS=
lipopolissacarideo; BNP= peptideo natriurético tipo B; PCR= proteina C reativa; FEVE= fragdo ejecdo ventriculo
esquerdo; CT= colesterol total; HDL= High density lipoprotein (lipoproteina de alta densidade); LDL= low density
lipoprotein (lipoproteina de baixa densidade); TG= triglicérides; Hb= hemoglobina; TFG= taxa de filtragdo
glomerular; IMC= indice de massa corporal; CB= circunferéncia do braco; PCT= prega cutanea tricipital;, CMB=

circunferéncia muscular do brago; AMBc= area muscular do brago corrigida; AGB= area gordurosa do braco

Ao comparar os dados ap0s o0s seis meses de seguimento, de acordo com

etiologia, ndo foram encontradas diferencas significativas do ponto de vista

estatistico.
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A tabela 9 traz a comparacédo dos dados, de acordo com etiologia e grupo
de intervencao apoés o periodo de seis meses de seguimento. Podemos observar

que nao foram encontradas diferengas entre os grupos e etiologias.

Tabela 9 — Comparagdo dados bioquimicos e antropométricos de acordo com
intervencao e etiologia apds seis meses.

Probidtico (n=21) Placebo (n=19)

Chagas N&o Chagas Chagas N&o Chagas
(n=6) (n=15) (n=7) (n=17) p*
IL1 (pg/mL) 4,14 [3,04-4,43] 3,90 [2,36-4,17] 3,90 [2,69-4,42] 3,06 [2,61-3,76] 0,724
IL6(pg/mL) 1,04 [0,55-1,85] 1,21[1,08-1,61] 2,17 [0,38-4,42] 1,07 [0,76-3,11] 0,878
IL10(pg/mL) 1,50 [1,36-1,85] 1,01[0,55-1,20] 1,55[1,26-1,78]  1,42[0,83-2,42] 0,122
TNF-a (pg/mL) 5,31 [4,35-6,20] 3,83[3,04-5,88] 5,33 [4,29-6,29] 5,18 [3,94-8,13] 0,555
LPS (pg/mL) 1,27 [1,01- 2,22] 1,43[0,58-1,67] 0,73 [0,44-1,29] 1,65[1,01-1,91] 0,619
BNP (pg/mL) 675 [396-1248] 401 [310-556] 909 [434-1206] 207 [93-338] 0,055
PCR (pg/mL) 4,17 [3,66-11,68] 3,02 [1,68-6,00] 0,92 [0,60-12,5] 3,85[2,32-13,7] 0,251
FEVE(%) 23 [21-27] 23 [21-25] 29 [23-30] 34 [24-44] 0,207
CT (mg/dL) 153 [144-182] 171[111-191] 150 [140-173] 171 [137-190] 0,913
HDL(mg/dL) 49 [41-50] 38 [31-45] 44 [37-46] 43 [41-49] 0,215
LDL (mg/dL) 95 [94- 114] 94 [61-116] 90 [77-113] 95 [68-123] 0,922
TG (mg/dL) 82 [49-102] 96 [61-123] 102 [86-109] 118 [90-161] 0,348
Acido arico(mg/dL) 5,7 [5,6-8,1] 7,8 [4,8-9,0] 9,3[6,4-11,1] 7,9 [5,5-9,6] 0,328
Hb (g/dL) 12,2 [11,8-12,6] 14,1[12,7-14,9] 12,6 [12,2-13,2] 14,6 [12,9-15,3] 0,006
Uréia (mg/dL) 34 [30-40] 54 [41-72] 72 [48-86] 47 [40-70] 0,205
Creatinina (mg/dL) 1,08 [0,94-1,49] 1,25[1,13-1,45]  1,48[1,13-1,53] 1,17 [0,98-1,35] 0,768
TFG(mL/min/1,73mL) 67,4 [48,7-73,7] 65,9 [49,0-70,9] 48,0[41,0-72,6] 71,2[50,8-103,7] 0,684
Peso (kg) 62,3 [60,0-65,6] 72 [59,5-85,7] 68,0 [56,0-70,5] 80,0 [71,0-87,5] 0,079
IMC (kg/m?2) 23,9 [22,8-26,1] 23,5[22,1-26,5] 22,7[22,7-23,1] 26,9 [24,1-30,5] 0,077
CB (cm) 27,3 [26,3-29,0] 24,9 [25,5-31,8] 26,0 [25,3-28,3] 31,0[29,5-32,9] 0,064
PCT (mm) 14 [11-17] 14 [9-17] 15 [11-21] 18 [15-28] 0,195
CMB(cm?) 22,6 [21,7-23,6]  24,4[22,8-26,8] 20,3[19,2-24,1] 25,6 [24,0-26,9] 0,122
AMBc (cm?) 32,3 [30,6-34,6] 37,4[31,4-48,9] 26,3[22,7-36,1] 42,2 [37,7-49,3] 0,096
AGB (cm?) 172 [15,4-21,2] 14,6 [13,1-21,6] 17,0[13,9-23,6] 25,3[18,1-39,3] 0,169

Variaveis numéricas expressas em mediana (percentis 25-75)

* Teste Kruskal-Wallis

Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sdo diferentes entre si.

IL1= interleucina 1; IL6= interleucina 6; IL10= interleucina 10; TNF-a= fator necrose tumoral alfa; LPS=
lipopolissacarideo; BNP= peptideo natriurético tipo B; PCR= proteina C reativa; FEVE= fragdo ejecao ventriculo
esquerdo; CT= colesterol total; HDL= High density lipoprotein (lipoproteina de alta densidade); LDL= low density
lipoprotein (lipoproteina de baixa densidade); TG= triglicérides; Hb= hemoglobina; TFG= taxa de filtragdo
glomerular; IMC= indice de massa corporal; CB= circunferéncia do braco; PCT= prega cutanea tricipital; CMB=
circunferéncia muscular do brago; AMBc= &rea muscular do brago corrigida; AGB= area gordurosa do brago
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Ao comparar as doses dos principais farmacos no tratamento da IC, sendo
eles betabloqueadores (p=0,962), inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA) (p=0,314), diuréticos (p= 0,213) e bloqueador do receptor
de angiotensina (BRA) (p= 0,169), entre o periodo basal e apds o seguimento,
entre os grupos, nao foram observadas diferencas significativas, entretanto, ao
observar o percentual de pacientes que tiveram aumento da dose de diuréticos,
houve aumento da dose em 52,4% dos pacientes no grupo probiotico e 36,8%
no placebo.

Com relacdo ao apetite, mensurado em nossa pesquisa pela ferramenta
QNSA, no periodo basal, os pacientes que estavam no grupo probidtico,
apresentaram menor pontuacdo do questionario quando comparados aos do
grupo placebo (16 vs 17 pontos, p=0,028). Apesar da pontuacao ter sido menor
no probiético, ao compararmos a classificacdo do apetite (reduzido ou
preservado) nos dois grupos, nao houve diferenca entre eles no momento inicial
do estudo (p= 0,154). Ao ser reaplicado no final do periodo de seguimento, ao
comparar a pontuacdo dos pacientes entre os dois grupos, nao foi encontrada

diferenca significativa (p=0,288).

Ainda com relacdo ao QNSA, quando feita a comparacdo do apetite
intragrupos, no grupo probidtico, a quantidade de pacientes com apetite
classificado como preservado apresentou um aumento significativo do inicio para
o final do seguimento. (71,4% para 90,5%, p=0,006).

No periodo basal do estudo, as queixas a respeito do TGl (nauseas,
vomitos, plenitude gastrica, obstipacdo, diarreia e azia) tiveram suas
prevaléncias semelhantes entre 0s grupos. E ap0s seis meses, essa prevaléncia
permaneceu sem diferencas, embora, no grupo que recebeu probidtico, a
prevaléncia de grande parte das queixas, exceto obstipagdo, era menor ao ser

comparada com o placebo.
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Tabela 10 - Queixas TGI nos periodos da pesquisa.
Periodo basal P

Probiotico (n=29)

Placebo (n=28)

Nausea, n (%) 11 (37,9) 9(32,1) 0,647
Vomitos, n (%) 2 (6,9) 1(3,6) 0,574
Plenitude gastrica, n (%) 19 (67,9) 17 (60,7) 0,707
Obstipacéo, n (%) 10 (34,5) 8 (28,6) 0,631
Diarreia, n (%) 0 2(7,1) 0,143
Azia, n (%) 4 (13,8) 6 (21,4) 0,449
Periodo final
Probidtico (n=21) Placebo (n=19) P
Nausea, n (%) 3(14,3) 6 (31,6) 0,191
Vomitos, n (%) 0 2 (10,5) 0,127
Plenitude gastrica, n (%) 3(14,3) 7 (36,8) 0,100
Obstipacéo, n (%) 5 (23,8) 2 (10,5) 0,270
Diarreia, n (%) 0 o e
Azia, n (%) 1(4,8) 5 (26,3) 0,057

Variaveis numéricas expressas em numero absoluto (frequéncia relativa)
* Teste exato de Fisher

As figuras 3,4 e 5 trazem as curvas referentes a sobrevivéncia, tempo livre

de transplante e internacao por piora da IC na populagéo estudada.

Ao observar as curvas, nota-se que nao houve diferenca nos desfechos
clinicos ao comparar os grupos, mostrando que a suplementacao do probiético

nao exerceu influéncia nos desfechos clinicos



Figura 3 - Curva de sobrevivéncia da populacdo estudada.
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Figura 4 —Curva de tempo livre de transplante da populagéo.
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Figura 5 — Curva de internacéo por piora da IC.
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Com relacéo as infecgbes, néo foi observada ocorréncia de infeccdo com
necessidade de antibioticoterapia nos pacientes incluidos na pesquisa. E, no que

diz respeito & adesdo ao consumo das capsulas, essa foi acima de 90% em
ambos 0s grupos.
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5. Discusséao

Em nossa amostra composta por pacientes com IC avancada, ao final do
seguimento de seis meses, a suplementacao do probidtico ndo apresentou efeitos na
concentragdo plasmética das citocinas TNF-a e interleucinas 1,6 e 10 e demais
parametros bioquimicos comparada com o placebo. Além disso, ndo foram
observados efeitos nos desfechos clinicos (transplante, internacéo e 6bito) e variaveis
antropomeétricas. Quando foram realizadas comparacfes intragrupos, 0s pacientes
gue receberam probidtico apresentaram um aumento significativo da IL10 e LPS apos
0s seis meses. No grupo probidtico ainda, houve aumento significativo na quantidade
de pacientes que relatavam apetite preservado.

Diferente dos ensaios clinicos ja publicados com probiético em pacientes com
IC avancada, conforme descrito na tabela 2 anteriormente, o nosso estudo foi o
primeiro, até 0 momento, que teve como objetivos verificar efeitos da suplementacao

de probidtico nos niveis plasmaticos de TNF-a, IL1, IL6 e IL10.

Ao final do periodo de seguimento, nossa hip6tese de que a suplementacao
com o probidtico iria reduzir os niveis plasméaticos do TNF- a ndo pbde ser confirmada,
pois, ao contrario do esperado, 0s pacientes com probiéticos ndo apresentaram

diferenca quando comparados ao placebo.

O TNF- a tem sido objeto de estudo em pacientes com IC e sua inibicao
sugerida como potencial alvo de terapias, tendo em vista seus efeitos na progresséo
da IC e impacto no progndéstico.? Essa citocina é produzida por varias células, dentre
elas as células cardiacas e seus niveis se correlacionam com a gravidade da IC,
aumentando a medida que a doenca progride, especialmente em pacientes com FEVE
reduzida.”®*315 O primeiro estimulo, na IC, para aumento da producéo dessa citocina
€ 0 estresse mecanico ao qual o coracao esta submetido, além do aumento do volume

relacionado a congestéo. 1

Os pacientes que fizeram parte desse estudo, apresentavam IC avancada, CF
Il e IV ou em fila para transplante cardiaco, FEVE reduzida (< 30%) e alta demanda
de diuréticos em ambos os grupos, demonstrando a gravidade da populagéo
estudada, podendo essa ser uma das causas da auséncia de diferenca entre os

grupos, ja que a concentracao plasmatica do TNF- a se correlaciona com a gravidade
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da IC.1> Além disso, o grupo probidtico apresentava pacientes com idade mais

avancada e FEVE menor quando comparados ao placebo.

Além da FEVE, um outro fator que serve de estimulo para o aumento da
producgédo do TNF- a é a congestao!!. E em ambos os grupos, foi observado o aumento
da dose de diuréticos ao final do estudo, mostrando que estavam com piora da
volemia, podendo também impactar nos niveis de TNF- a e nos efeitos do probiotico

nessa citocina.

Em estudos in vivo, entretanto, usando esse mesmo probiético, em outras
doencas inflamatérias, houve reducdo dos niveis plasmaticos do TNF- @.#9:50.52
Entretanto, em nossa casuistica, composta por pacientes com IC avangada, o
probidtico suplementado ndo exerceu diferengca nos niveis do TNF- a quando

comparado ao placebo.

No ensaio clinico realizado por Bajaj e colaboradores*®, utilizando probiéticos
em individuos com cirrose, a suplementacdo com uma outra cepa de probiotico,

mostrou efeito no TNF- a, reduzindo seus niveis quando comparado com placebo.

Outro dado interessante que encontramos, e que também pode ajudar a
compreender o achado com relacdo ao TNF-q, foi 0 comportamento da LPS no grupo
que recebeu probiético, apresentando, diferente do esperado também, aumento
significativo ap6s o periodo de seis meses, quando realizada a comparacéo

intragrupos.

A LPS faz parte da estrutura de bactérias potencialmente patéogenas e, em
momentos que a mucosa intestinal estd mais permeavel, pode ultrapassa-la e cair na
circulagdo, estimulando a cascata de inflamag&o. Dentre esses momentos de maior
permeabilidade, temos a congestdo e edema de algas intestinais. A LPS responde a
oscilagfes volémicas, apresentando aumento em momentos de maior congestéo e
descompensacédo da IC, reduzindo apds ajustes de diuréticos e compensacao da
doencga.l*2426.2 E ambos os grupos apresentaram um aumento da dose de diuréticos,
0 que pode provavelmente ter exercido impacto nos niveis de LPS, podendo talvez

ser uma justificativa para nosso achado.

A LPS é um dos principais indutores da producdo do TNF-a e outras citocinas.

Alguns estudos mostram que, mesmo pequenas concentracdes de LPS circulante s&o
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suficientes para induzir a secre¢do do TNF- a.1* Em nossa amostra, 0s pacientes que
receberam probiotico apresentaram aumento significativo da LPS circulante e, em
menor propor¢éo, dos niveis de TNF- a, sugerindo haver uma relagéo entre os dois,
e que, possivelmente, os pacientes que receberam probidtico, estavam mais
congestos. Esse aumento da LPS possivelmente possa ser uma das hipoteses para

explicar nosso achado com relagdo ao TNF- a.

Os probidticos, dentre seus beneficios propostos por estudos, apresentam acao
na manutencdo de mucosa intestinal menos permeavel, reduzindo assim, a
translocacdo da LPS para a circulagdo, reduzindo parcialmente o estimulo a
inflamac&o®. Em nossa populacdo estudada, os resultados foram diferentes do
esperado levando em conta as evidéncias encontradas na literatura. Além da
alteracdo volémica que pode impactar nos niveis plasmaticos do LPS, aqui
demonstrada pelo aumento da dose de diurético em ambos grupos ao final da
pesquisa, existem fatores importantes a serem considerados com relacdo ao

probidtico e sua acao.

A IL6 ao ser comparada entre os grupos nao apresentou diferenca. Ao
comparar os individuos intragrupos, observamos que no grupo placebo, a IL6
apresentou reducao significativa. Assim como ocorre com 0 TNF-q, a concentragéo
da IL6 apresenta correlagdo com gravidade em pacientes com IC*°, e, considerando
gue, em nossa casuistica os pacientes alocados no grupo probidtico apresentavam
maior gravidade de IC, essa pode ser considerada uma das possiveis hipoteses para

nosso achado com relagéo a IL6.

Ao comparar a IL1 entre os grupos, nao foi encontrada diferenca significativa
ao final do seguimento. Diferente do nosso achado, estudos experimentais, utilizando
probiotico em outras doencas de carater inflamatorio (colite e artrose) mostraram que
a suplementacéo dessa cepa de probiotico colaborou com a reducédo da IL6 e da IL1

apos o tempo de seguimento. 49.50.51,52,53

Ja estd bem descrito na literatura que a IL1 sofre influéncia do TNF-a'l.
Seguindo essa relagcédo, essa pode ser uma hipotese para o aumento da IL1 nos

pacientes com probidticos.
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A IL10, ao final do tempo de seguimento, ao ser comparada entre 0S grupos,
nao apresentou diferenca significativa entre eles. Entretanto, ao analisar os resultados
intragrupos, observamos que, nos pacientes que foram suplementados com probiotico
apresentaram uma melhora significativa em seus niveis, aumentando apés seis
meses de intervencao (0,69 para 1,13 ng/mL, p=0,032). Essa citocina é essencial para
a regulacao das atividades imunoldgicas, especialmente na resposta inflamatoria,
auxiliando a reduzir diversas citocinas inflamatorias, como IL1, IL6 e TNF-a. Sua
resposta a intervencdo com probidticos depende de alguns aspectos como a cepa

usada e resposta da microbiota comensal do individuo.10.12.13.66

Nosso achado referente a IL10 vai de encontro com os resultados publicados
por Milajerdi e cols**, em 2020, que mostraram um aumento na concentracéo
plasmatica da IL10 com a suplementacao de probidticos em diversas patologias. Em
estudos experimentais usando o LA, assim como nossa casuistica, a IL10 apresentou

aumento em sua concentracdo com a suplementagdo.4?:50.51,52,53

O BNP é produzido como resposta ao estresse mecanico ao qual o miocardio
estd submetido na IC, sendo um método nao invasivo de avaliacdo de congestao e
gravidade.®” Ao comparar os niveis plasmaticos de BNP entre os grupos, ndo foram
encontradas diferencas entre eles, apesar de, ambos os terem apresentado reducao
em seus niveis, provavelmente devido ao aumento da dosagem dos diuréticos ao

longo do seguimento.

Comparando os niveis plasmaticos da PCR no momento basal da pesquisa,
ndo havia diferenca entre eles, sendo diferente do encontrado por Constanza e cols®*,
no qual, a suplementagdo com probidtico colaborou com redugédo da PCR. Efeitos de
reducdo da PCR em pacientes com probidtico também foram demonstrados por
Moludi e cols®¢, em seu estudo publicado em 2021.

Ainda sobre a PCR, similarmente aos nossos resultados, o estudo GutHeart>®
também n&o encontrou efeitos significativos da suplementacdo do probidtico. Da
mesma forma, Karim e cols®’, em 2022 também n&o encontraram efeitos da

suplementacao de iogurte enriquecido com probiotico nos niveis da PCR.

Com relacdo aos parametros antropométricos, ndo foram encontradas

diferencas expressivas nos pacientes no periodo basal e, ao comparar 0s grupos apos
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0 seguimento, também nédo foram encontradas diferencas. Ao comparar os individuos
intragrupos, os pacientes do grupo placebo apresentaram reducédo significativa nas
medidas da CMB e AMBc. Evidéncias na literatura mostram que, a perda de reservas,
principalmente muscular em pacientes com IC tende a comecgar antes mesmo de
haver alteracdes perceptiveis no peso!® e, além disso, o peso pode estar mascarado
pela retencéo hidrica, dificultando a analise de composicao corporal apenas utilizando

peso e as medidas sdo uma estimativa das reservas®®.

O aumento das citocinas inflamatérias no paciente com IC tem diversos efeitos
deletérios. Afetam a captacdo de oxigénio pelas células musculares, reduzindo a
tolerancia ao exercicio fisico. Além disso, colaboram com anemia, sarcopenia e
aumento do volume plasmatico devido maior reabsorcdo de sodio e liquidos. As
citocinas estimulam ainda a apoptose das células musculares, colaborando com a
reducdo das reservas e piorando funcionalidade fisica, afetando a qualidade de vida
do paciente. 815

A reducéo de tecido muscular se inicia antes da deplecéo de tecido adiposo e
um dos mecanismos propostos € a acdo do TNF-a, IL1 e IL6 no estimulo da
protedlise’®. Em nossa populacéo estudada, especialmente nos individuos alocados
no grupo placebo, observamos que houve reducido da CMB e AMBc, que sao formas
de estimar as reservas de tecido muscular, indo de encontro ao relatado na literatura,

na reducdo de tecido muscular prévia ao tecido adiposo.1?

Quando foram comparadas as etiologias dos grupos, nao foram encontradas
diferencas significativas ao comparar os biomarcadores entre 0s grupos e etiologias,
tanto no inicio quanto ao final da pesquisa. Somente a FEVE, no inicio do seguimento,
se apresentou menor nos pacientes do grupo probiotico, tanto com miocardiopatia
chagéasica quanto com as demais etiologias. Demonstrando que no grupo probidtico,

independente da etiologia, 0s pacientes eram um pouco mais graves.

Apesar de uma queixa muito presente, 0s mecanismos para explicar a perda
de apetite (anorexia) nessa populagao ainda néo estdo completamente elucidados. O
gue se sabe é que a inflamacé&o colabora com essa reducgéo, principalmente o TNF-a
e IL1. Além de outras queixas como plenitude gastrica e nauseas que também

impactam no apetite e consequentemente, no consumo alimentar.30.32.36.37,69,70
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Em nosso estudo, utilizamos o QNSA36:37 para mensurar o apetite e avaliamos
de duas formas, tanto pela pontuacao quanto pela classificacdo (apetite reduzido ou
preservado). Quando analisamos sob o aspecto da classificagdo entre reduzido e
preservado, no inicio do seguimento ndo havia diferenca entre 0s grupos, mas ao
analisar a pontuacao do questionario, os pacientes do grupo probiotico apresentaram
uma menor pontuacdo. Um achado interessante foi que, ao final do seguimento, no
grupo probidtico, o percentual de pacientes referindo apetite preservado teve um
aumento significativo. Nosso achado com relacdo ao apetite foi semelhante a alguns
estudos com pacientes com IC, nos quais, 0s pacientes estudados também
apresentaram apetite reduzido.5%7° E, ao final do seguimento, no grupo probidtico, a
melhora do apetite pode ter relacdo com melhora da congestéo, sugerida pela redugao
do BNP e aumento de diuréticos.

Essa ferramenta ainda ajuda, de acordo com a pontuacao do questionario do
paciente a mostrar quais pacientes apresentam maior risco de perda de peso nos
ultimos seis meses.3® Em nosso estudo, ndo observamos diferenca de peso entre os
grupos. Entretanto, um ponto importante a ser levantado com relacdo ao peso € que,
em pacientes com IC, o peso e IMC podem estar influenciados pela congestédo, néo
sendo formas eficazes para determinar composicéo corporal, se fazendo importante
adocdo de outros métodos, como antropometria para estimativa de reservas®4, e em
nossa populacdo estudada, observamos no grupo placebo indicios de reducao de
reservas musculares. Métodos mais sensiveis para determinacdo de composi¢ao
corporal sédo interessantes, como a bioimpedancia elétrica, para avaliar de forma mais
precisa as reservas musculares e de tecido adiposo, e dessa forma, realizar
intervencdo mais precocemente possivel, ajudando a prevenir complicacbes da

caquexia, melhorando qualidade de vida.

Durante o seguimento tivemos 5 desisténcias, 2 no grupo probiotico e 3 no
grupo placebo. Os motivos do grupo probidtico foram dificuldade em deglutir as
capsulas (1) e nauseas (1) e no grupo placebo, nauseas (2) e participagdo nao
informada no inicio da pesquisa de outro protocolo (1). Assim como no nosso estudo,
no trial GutHeart®® também pacientes apresentaram desisténcia por sintomas
relacionados ao TGI (5 no grupo probidtico). Nessa populagéo, a nausea é um sintoma
muito comum e inespecifico, sendo sua origem multifatorial. Dentre os motivos

podemos citar: interferéncia no hipotdlamo exercida pelas citocinas e afetando o
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estimulo do apetite!®, saciedade precoce secundaria a congestédo hepatica®, efeitos

colaterais dos farmacos=0.

A terapia farmacoldgica para pacientes com IC vem sendo cada vez mais
otimizada. Quando iniciamos esse ensaio clinico, alguns farmacos que hoje séo
utilizados no tratamento, na época ainda ndo faziam parte da rotina, como o sacubitril
associado com valsartana e os inibidores do co-transportador de sodio-glicose 2
(ISGLT-2). O sacubitril associado com valsartana apresenta efeito significativo na
reducdo de 6bitos e hospitalizacdes por IC quando comparado com IECA.”* O ISGLT-
2, originalmente elaborado para controle glicémico, recentemente tem sido incluido
como parte da terapia farmacolégica da IC por alguns motivos, dentre eles se
destacam reducao da atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),

sistema nervoso simpatico, estimulo natriurese e diurese, além de melhora da FEVE"2.

Os pacientes incluidos em nosso estudo, no momento da randomizacéo, nao
faziam uso dessas medicacgdes, principalmente o ISGLT2, que comegou a ser mais
usado como opcdo terapéutica na IC em meados de 20197'. As medicacdes
otimizadas impactam no curso clinico da doenca e progndstico e em estudos futuros,

essa observacdo podera ser melhor estudada.

O probidtico apresenta varias formas de atuacdo, uma delas é a competicdo
com microrganismos patégenos da microbiota comensal, reduzindo a acao destes no
local®®40, J4 esta bem descrito na literatura que os pacientes com IC apresentam uma
variacdo na composicdo da microbiota intestinal, com redugdo na diversidade de
microrganismos e aumento de espécies potencialmente patdgenas, que tendem
aumentar a medida que a CF piora.8?14’"Em nosso estudo, nédo fizemos andlise da
composi¢cao da microbiota dos pacientes, mas, seguindo o raciocinio de alteracéo da
composicdo que é caracteristica nessa populacdo, esses aspectos podem ter

influenciado na resposta a suplementacgéo do probidtico.

Existem muitos fatores que podem influenciar a composi¢cdo da microbiota.
Dentre esses, fatores ambientais, alimentagéo, estresse, habitos de vida (atividade
fisica e sono).?* Esses fatores sdo facilmente encontrados nos pacientes com IC.
Ensaios clinicos em humanos muitas vezes apresentam resultados diferentes dos
estudos experimentais, principalmente devido ao fato de, em estudos com animais,

todos os aspectos que influenciam no estudo sao controlados, principalmente
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ambiente e alimentacdo, o que, em estudos com humanos € inviavel esse controle.
Em nosso estudo, todos os participantes eram orientados a ndo consumir alimentos
com probidticos, mas demais aspectos como fatores ambientais ndo estavam sob

controle, o que pode, em partes, ter influenciado nos resultados.

Além da composicao da microbiota poder ter impactado no efeito do probidtico
em nossa amostra, uma outra hipotese € que, a dose usada possa ter sido insuficiente
para encontrarmos impacto em pacientes com IC avancada, apesar de que,
evidéncias na literatura utilizam diversas dosagens de suplementacao, indo desde a
quantidade minima (107 a 10° UFC) até uma quantidade mais elevada e, ambas

apresentam efeitos promissores sobre as citocinas inflamatérias°:52:5354,55,56,59

Ainda sobre o probiético que foi utilizado, era composto por uma espécie
apenas. Alguns estudos sugerem que, muitas vezes, a associacdo de espécies
probidticas possa ter efeitos diferentes do que quando utilizados de forma isolada’?,
ficando aqui o questionamento que, se fossem associadas duas ou mais espécies, em

nossos pacientes com IC avancada, os achados poderiam ser diferentes.

Em nosso estudo, com desenho duplo-cego, os pacientes com IC avancada
foram alocados de forma randomizada para receberem placebo ou probiético. Os
individuos alocados para receberem probiotico apresentavam uma FEVE menor do
gue os do grupo placebo demonstrando maior gravidade nesse grupo e ja estd bem
demonstrado na literatura que, pacientes com FEVE reduzida apresentam reducéo da
perfusdo de uma forma geral, inclusive do trato gastrointestinal, favorecendo

permeabilidade intestinal e consequente aumento da inflamacéo.’”8

A FEVE em ambos os grupos, apos o periodo de seguimento, ndo apresentou
alteracdes significativas, mantendo a mesma mediana do inicio ao final do estudo.
Essa manutencgéo dos valores de FEVE foi diferente do demonstrado por Constanza
e cols®*, que em seu estudo piloto, no qual os pacientes que receberam o probidtico
Saccharomyces boulardii, apresentaram uma melhora significativa na FEVE ao final
do seguimento. J& o estudo GutHeart®®, publicado em 2021, assim como 0 nosso, N&o
encontrou diferenca na FEVE nos pacientes que foram submetidos a suplementacao
de probidticos, sugerindo que, a suplementacdo desses microrganismos nao tenha

impacto sobre a FEVE de uma populagéo com IC avancada.
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A suplementacdo de probidticos aparenta ser promissora no contexto de
inflamacdo, mas ao tratar de pacientes com IC, alguns questionamentos ainda
precisam ser elucidados, como por exemplo, qual a espécie de probidtico mais
eficiente, se uma cepa ou varias poderia ter outros efeitos, qual a dose e tempo de
intervencao, ndo podendo deixar de levar em consideracdo que as caracteristicas de
cada paciente (composicdo de microbiota comensal), estilo de vida e habitos
alimentares também influenciam na resposta a suplementacdo desses

microrganismos.2%29

A suplementacdo de probidtico parece exercer efeitos na inflamacdo em
diversas situacdes, entretanto na IC, nosso estudo e nos demais publicados até o
momento, ainda ndo foram encontrados efeitos. Nossos resultados, porém, nao
podem ser extrapolados para todos os pacientes com IC considerando algumas
limitacdes encontradas em nosso trabalho. Dentre elas se destacam o tamanho
reduzido da amostra, seu carater unicéntrico, ndo comparacao entre diferentes doses
de probidticos, utilizacdo de uma Unica cepa e ndo inclusdo de pacientes com IC
menos grave; além disso, ndo foram realizadas analises bioquimicas intermediarias,
com trés meses de seguimento e a composicdo da microbiota intestinal também néo

foi realizada.

A partir das limitagbes acima citadas surgem perspectivas de novos estudos,
visando esclarecer se a suplementacao de probiético teria impacto na reducédo de
inflamacédo em pacientes com perfis menos graves de IC ou se os resultados aqui
expostos sao decorrentes de limitagdo inerente dos probidticos na IC. Neste contexto,
além de considerar a avaliagao de pacientes com IC menos graves, podemos estudar
doses diferentes de probidticos, combinagfes de duas ou mais cepas e a analise de

composicao de microbiota em projetos futuros.
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6. CONCLUSOES

Ao final desse ensaio clinico, ao compararmos 0s grupos estudados, a
suplementacdo do probidtico ndo apresentou efeitos na reducdo dos niveis

plasméticos de TNF- a

Nado foram observados também efeitos nos niveis plasmaticos das
interleucinas, BNP e PCR, assim como, ndo houve diferenga entre os grupos no

contexto parametros antropométricos e desfechos clinicos.

Ao realizar comparagdes intragrupos, a IL10 e LPS apresentaram
aumento significativo no grupo suplementado com probiético. E ainda no grupo

probiotico, a percepcao de apetite preservado apresentou aumento significativo.
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ANEXO A — Termo consentimento livre e esclarecido (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO- HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- TCLE

DADOS DA PESQUISA

TITULO PESQUISA. Estudo da importancia da microbiota intestinal em
pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca crénica — Estudo randomizado.
duplo-cego.

PESQUISADOR PRINCIPAL: Prof® Dr. Fernando Bacal

DEPARTAMENTO/INSTITUTO: Unidade Clinica de Transplante Cardiaco do
Instituto do Coracdo HCFMUSP (InCor-HCFMUSP)

-Convidamos o(a) Sr. (a) para participar dessa pesquisa que. tem como
objetivo, avaliar se o consumo de probidticos (Lactobacilus acidophilus), que
sdo bactérias beneficas, pode auxiliar na reducdo da inflamacdo e. dessa
maneira, melhorar a sua qualidade de vida, contribuindo com menores taxas de
internacdo, perda de apetite. perda de peso.

-Estudos tém demonstrado que, pacientes com insuficiéncia cardiaca. como &
o caso do Sr (a), apresentam diversas alteracdes, dentre elas, alteracdes
intestinais. que. podem contribuir com o aumento da inflamacdo. Ja & bem
descrito que, os probidticos apresentam muitos beneficios, especialmente para
a flora intestinal, diminuindo inclusive a passagem de bactérias ruins e suas
substancias prejudiciais para a corrente sanguinea.

-Caso o (a) Sr.(a) aceite em participar desse protocolo de pesquisa. sera entdo
agendada uma consulta no ambulatério do InCor . e, nessa primeira consulta.
sera coletada uma amostra de sangue. para analise. Ainda nessa primeira
consulta, o (a) Sr.(a) sera atendido pela pesquisadora executante, Tatiana
Teixeira Gomes. na qual, serdo coletados dados como peso. altura., habito
alimentar e um questiondrio para avaliar seu apetite.

-Ao final da primeira consuilta. o (a) Sr.(a) ira receber um pote com 32 capsulas.
onde, podera ser a capsula contendo o probiético ou um placebo (um
comprimido contendo o6leo vegetal e amido de milho). Essas cadpsulas deverdo
ser tomadas diariamente, de preferéncia apos o café da manha.

Rubrica Sujeito de pesquisa ouresponsavel;

Rubrica Pesquisador:;



-O (a) Sr.(a) tera retorno agendado a cada 30 dias para monitoramento do peso
e apetite. A cada retorno recebera um novo pote com céapsulas. Importante
reforcar que as capsulas devem ser tomadas diariamente e que. nem o (a) Sr
{(a) e nem a pesquisadora executante saberdo quem esta recebendo a capsula
com o probiotico e a capsula com o placebo.

-Apds 6 meses de acompanhamento, na Ultima consulta, o (a) Sr. (a) precisara
colher mais uma amostra de sangue para analise final, para verificarmos se
houve melhoras.

-Essa € uma pesquisa com risco minimo para o (a) Sr (a). sendo aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa. & o Unicos desconfortos que poderdo ocorrer € o
desconforto das duas coletas de sangue. que serdo realizadas no proprio
laboratorio do InCor, e. podera ocorrer. eventualmente. desconforto gastrico
como sensacdo de empachamento, gases. por esse motivo, recomenda-se ndo
consumir as capsulas em jejum. Caso apareca qualquer um desses sintomas. o
{a) Sr (a) devera entrar em contato nos notificando.

-Espera-se que. os pacientes que receberem o probidtico, apresentem a
reducdo da inflamacdo e. assim. melhorando o apetite. reduzindo perda de
peso, contribuindo para uma melhor qualidade de vida, com menos internaces
recorrentes.

- Ao final da pesquisa. o (a) Sr (a) ird receber um relatério demonstrando sua
evolucdo ao longo da pesquisa.

- E garantida ao (a) Sr (a) a liberdade de retirada de consentimento a qualquer
momento, deixando de participar da pesquisa, sem haver gqualquer prejuizo a
continuidade do seu tratamento na Instituicdo.

- As informacdes concedidas pelo (a) Sr (a) serdo analisadas em conjunto com
as informacdes de outros pacientes. com a garantia de sigilo da identidade dos
mesmos.

- Caso aceite assinar esse termo de consentimento, sera concedida uma copia
para o (a) Sr (a).

- O material biologico, no caso, 0 sangue, coletado para essa pesquisa, sera
armazenado de acordo com a resolucdo 441/2011. que garante que as
amostras serdo coletadas e armazenadas de acordo com regulamento e
normas técnicas. éticas e operacionais pré-definidas. sob responsabilidade
institucional e sob o gerenciamento do pesquisador, sem haver nenhum fim
comercial. O material biolégico sera armazenado no Laboratério de Analises
Clinicas do InCor HCFMUSP, sob responsabilidade da Diretora Célia Maria C.
Strunz, podendo, a qualquer momento, ser solicitado pelo (a) Sr (a) caso venha
a deixar de participar da pesquisa.

Rubrica Sujeito de pesquisa ouresponsavel;

Rubrica Pesquisador:
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Em qualquer etapa do estudo. vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de dlvidas. O principal investigador € o
Prof® Dr Fernando Bacal. que pode ser encontrado no endereco Av. Dr. Eneas
de Carvalho Aguiar- n° - setor Nicleo de Transplante. 2°andar, Telefone(s) (11)
2661-5482, e-mail fhacal@uol.combr Se vocé tiver alguma consideracdo ou
dlvida sobre a ética da pesquisa. entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos. 225 — 5° andar — tel: (11)
2661-7585 ou (11) 2661-1548 ou (11) 2661-1549: e-mail

cappesqg.adm@hc fm usp br.

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Estudo da importancia da
microbiota intestinal em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca crénica
— Estudo randomizado. duplo-cego”.

Eu discuti as informacdes acima com o Pesquisador Responsavel Prof® Dr.
Fernando Bacal ou com a Pesquisadora Executante Tatiana Teixeira Gomes
sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os
objetivos, os procedimentos. os potenciais desconfortos € riscos e as garantias.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo. assino este termo de
consentimento e recebo um via rubricada pela pesquisadora.

Assinatura do participante /representante legal

Data: / !

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data: / /

Rubrica Sujeito de pesquisa ou responsavel:

Rubrica Pesquisador:
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DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA DE IDENFICAGAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DATA NASCIMENTO__ /[

ENPDEREGCO=.. o ccaana

Rubrica Sujeito de pesquisa ouresponsavel:

Rubrica Pesquisador:
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ANEXO B — Questionario nutricional simplificado de apetite

Questionario Nutricional Simplificado de Apetite - QNSA

Data:
Nome: Sexo. masculino( ) feminino( )
Idade: Peso. Altura:

Instrugdo de administragdo. Pedir para o sujeito completar o questionario circulando a
resposta correta e depois informar os resultados baseados na seguinte escala numérica
a=1,b=2, ¢c=3, d=4, e=5 A soma dos resultados de cada itern constitui 0 escore QNSA

Escore QNSA = 14 indica risco significativo de pelo menos 5% de perda de peso nos
ultimos 6 meses.

1) Meu apetite esta:
a) Ruim

b) Muito ruim

¢) Moderado

d) Bom

e) Muito bom

2) Quando eu como:

a) Sinto-me satisfeito apos comer pou cas garfadas/colheradas

b) Sinto-me satisfeito apds comer aproximadamente 1/3 da refeicao
¢) Sinto-me satisfeito apds comer mais da metade da refeigéo

d) Sinto-me satisfeito ap6és comer a maior parte da refeigéo

e) Dificilmente sinto-me satisfeito

3) O sabor da comida parece:
a) Muito ruim

b) Ruim

c) Mediano

d) Bom

e) Muito bom

4) Normalmente eu como:

a) Menos de uma refei¢éo por dia
b) Uma refeig¢éo por dia

¢) Duas refeigbes por dia

d) Trés refei¢des por dia

e) Mais de trés refei¢ées por dia

Fonte: Sties et al. Rev Bras Med Esporte 2012; 18 (5): 313-17



