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RESUMO

GHIZI, Angela Camila da Silva, M. Sc., Universidade Vila Velha — ES, dezembro de
2016. Uso do kefir em pacientes com sindrome metabdlica determina melhoria
nos parametros que compdem esta sindrome e reducéo do risco cardiovascular.
Orientador: Prof. Dr. Tadeu Uggere de Andrade.

Introducéo: A Sindrome metabdlica (SM), uma sindrome de multiplos componentes,
contribui fortemente para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV), as
quais totalizam 30% das mortes por doenca em todo o mundo. O kefir é obtido pela
fermentacao do leite com gréos de kefir, e tem sido recomendado como uma forma
terapéutica para o tratamento de varias condicdes clinicas. Este trabalho tem como
objetivo avaliar os componentes determinantes da SM, apds tratamento diario com
kefir, bem como o risco cardiovascular. Trata-se do primeiro ensaio clinico duplo cego,
randomizado, placebo controlado, conduzido com 48 voluntarios adultos cumprindo
pelo menos trés critérios para diagnostico de SM. Métodos: Os individuos foram
divididos em dois grupos e receberam por onze semanas leite fermentado com gréos
de kefir (grupo kefir) ou coalhada (grupo controle). Foram aferidas previamente as
medidas da pressdo arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD), as medidas
antropométricas e realizada avaliacdo da composicdo corporal por impedancia
bioelétrica. Andalise bioguimica do sangue avaliou glicemia em jejum, hemoglobina
glicada (HbAlc), colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDLc),
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox), triglicerideos (Tg), proteina C
reativa ultrassensivel (PCRus), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), creatinofosfoquinase (CPK), y-glutamil transferase (y-GT),
nitrogénio uréico, uréia e creatinina. Lipoproteina de baixa densidade (LDL) e o total
das lipoproteinas ndo aterogénicas (n-HDL) foram calculadas. O escore de
Framingham foi utilizado para avaliar o risco de eventos cardiovasculares na proxima
década. Apdés onze semanas de experimento todas as afericdes e medidas foram
reavaliadas. Os dados obtidos foram analisados com a utilizacdo do programa
estatistico SPSS 11.5 (Statiscal Package Social Science versdo 11.5). Foram
realizadas frequéncias relativas simples para variaveis qualitativas dentro de cada
grupo. Para os dados quantitativos foi realizada a estatistica descritiva e as diferencas
foram determinadas pela utilizac&o do teste t de Student pareado (n0o mesmo grupo)
e ndo pareado (entre os grupos) para um intervalo de confianca de 95%. A diferenca
entre as médias foi considerada quando p<0,05. Resultados: PAS, PAD, LDLc, HDLc
feminino, n-HDLc, Tg, LDLox e escore de Framingham apresentaram consideravel
melhora (p<0,05) nos voluntarios que consumiram o leite fermentado com os gréaos de
kefir. Os dados antropométricos, composicao corporal, glicemia em jejum, HbAlc, CT,
HDLc masculino, PCRus, AST, ALT, CPK, y-GT, nitrogénio uréico, uréia e creatinina
ndo sofreram alteragdes. Conclusdo: O consumo diario de leite fermentado pelos
graos de kefir pode contribuir de forma significativa na reducéo do risco de um evento
cardiovascular maior, como o infarto do miocardio ou morte por causa cardiovascular,
atuando efetivamente no controle dos fatores de risco da SM, independente da dieta
ingerida. Percebe-se ainda uma tendéncia a reducdo no processo de oxidacdo do
organismo demonstrado pela diminuicdo plasmética de LDLox, 0 que concomitante a
adocéao de dieta hipocaldrica, para reducao de peso corporal e melhora do indice de
massa corporal e circunferéncia da cintura, poderéo contribuir ainda para um menor
nivel de PCRus.

Palavras-chave: Kefir, Probiotico, Sindrome Metabdlica, Doenga Cardiovascular, LDL
oxidada, Hipertensao, Colesterol.
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ABSTRACT

GHIZI, Angela Camila da Silva, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, december
2016.Use of kefir in patients with metabolic syndrome determines improvement
in the parameters that make up this syndrome and reduction of cardiovascular
risk. Advisor: Dr. Tadeu Uggere de Andrade.

Introduction: Metabolic syndrome (MS), a multiple component syndrome, contributes
strongly to the development of cardiovascular diseases (CVD), which account for 30%
of global deaths per disease. Probiotics fermented milk (kefir) is obtained by the
fermentation of milk with kefir grains and has been recommended as a therapeutic
form for the treatment of various clinical conditions. The aim of this trial was to evaluate
the determinant components of MS, after daily treatment with kefir, as well as
cardiovascular risk. This is the first double blind, randomized, placebo controlled
clinical trial conducted with 48 adults volunteers meeting at least three criteria for the
diagnosis of MS. Methods: The subjects were divided into two groups randomly and
equally and received for eleven weeks, fermented milk with kefir (kefir group) or
conventional fermented milk - curd (control group) grains. Measurements of systolic
blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP), anthropometric
measurements and body composition evaluation were evaluated by bioelectrical
impedance at the baseline and end of the study. Blood samples tested for fasting blood
glucose, glycated hemoglobin (HbA1c), total cholesterol (TC), high density lipoprotein
(HDLc), oxidized low density lipoprotein (Ox-LDL), triglycerides (Tg), ultra-sensitive C-
Reactive Protein (us-CRP), aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), creatine phosphokinase (CPK), y-Glutamyl transferase (y-
GT), urea nitrogen, urea and creatinine. Low-density lipoprotein (LDLc) and total non-
atherogenic lipoproteins (non-HDL) were calculated. The Framingham score was used
to assess the risk of cardiovascular events over the next decade. After eleven weeks
of experiment, all measurements were re-evaluated. The data obtained were analyzed
using the statistical program SPSS 11.5 (Statiscal Package Social Science version
11.5). Simple relative frequencies were performed for qualitative variables within each
group. For the quantitative data, descriptive statistics were performed and the
differences were determined using the paired Student t test (in the same group) and
unpaired (between the groups) for a 95% confidence interval. The difference between
means was considered when p<0,05. Results: SBP, DBP, LDLc, female HDLc, non-
HDLc, Tg, Ox-LDL and Framingham score showed a significant improvement (p<0.05)
in volunteers who consumed fermented milk with kefir grains. The anthropometric data,
body composition, fasting blood glucose, HbAlc, CT, male HDLc, us-CRP, AST, ALT,
CPK, y-GT, urea nitrogen, urea and creatinine did not change. Conclusion: Daily
consumption of milk fermented by kefir grains may contribute significantly to the
reduction of the risk of a major cardiovascular event, such as myocardial infarction or
death due to cardiovascular causes, effectively acting to control the risk factors of MS
independent of diet ingested. There is also a tendency to reduce the oxidation process
of the organism demonstrated by the plasma Ox-LDL decrease, which concomitant to
the adoption of a hypocaloric diet to reduce body weight and improvement in body
mass index and waist circumference, may also contribute to a lower level of us-CRP.

KEY WORDS: Kefir, Probiotics, Metabolic Syndrome, Cardiovascular diseases,
Oxidized LDL, Hypertension, Cholesterol.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sao a principal causa de morte,
totalizando 30% das mortes em todo o mundo por doenca afetando
aproximadamentel7 milhdes de pessoas (SIMAO; PRECOMA; ANDRADE, et al.,
2013). De acordo com os dados epidemiolégicos do Ministério da Saude, essas
doencas sdo responsaveis por 29,4% de todas as mortes registradas no Brasil
anualmente. Isso significa que mais de 308 mil pessoas faleceram, principalmente, de
infarto agudo do miocérdio e acidente vascular cerebral. A alta frequéncia do problema
coloca o Brasil entre os 10 paises com maior indice de mortes por DCV (GOMES,
2011).

A Sindrome Metabdlica (SM), uma sindrome de multiplos componentes,
contribui fortemente para o desenvolvimento de DCV. Segundo a | Diretriz Brasileira
de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabolica (I DBSM) (SBC, 2005) entender
seus mecanismos e associar outras formas terapéuticas, além do tratamento de
primeira escolha, poderia auxiliar na reducdo dos fatores de risco para as DCV.
Associada ao National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel
HI(NCEP-ATP 1ll) (2002), a | DBSM (SBC, 2005), determina a confirmacdo da SM
qguando, pelo menos, trés fatores estiverem associados: circunferéncia abdominal
maior que 102 cm para homens e maior que 88 cm para mulheres, lipoproteina de alta
densidade (HDLc) menor que 40 mg/dL para homens e menor que 50 mg/dL para
mulheres, glicemia de jejum a partir de 100 mg/dL, presséo arterial sistélica (PAS)
igual ou maior que 130 mmHg ou presséo arterial diastolica (PAD) maior ou igual a 85
mmHg e triglicerideos (Tg) maior ou igual a 150 mg/dL (SBC, 2005).

A partir deste perfil epidemioldgico e da identificacdo dos fatores de risco,
a Organizacao Mundial da Saude (OMS) estabeleceu como meta a reducao de 25%
das doencas crénicas nao transmissiveis, dentre elas as DCV até o ano de 2025. De
acordo com a OMS, a maior parte (75%) das mortes ocorridas em funcdo das DCV
poderiam ter sido evitadas, sendo este o grande desafio em todas as diretrizes que
buscam a prevencdo das DCV (SIMAO; PRECOMA; ANDRADE, et al., 2013).
Propostas dietéticas associadas a pratica de atividade fisica, devem ser a primeira
escolha como terapia do tratamento ndo medicamentoso da SM.

Apesar do conhecimento sobre a necessidade de modificacao no estilo de

vida e dos habitos alimentares, a falha na adesdo ao tratamento dietético contribui
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para a manutencdo, e até mesmo progressao, do ganho de peso corporal e as
comorbidades associadas a esta condicdo (ASSUNCAO; URSINE, 2008).

A bebida kefir um produto lacteo, composto por um grande numero de
microrganismos e, por compostos bioativos produzidos pela fermentacdo bacteriana
e por leveduras, possui uma lista de beneficios como a reducdo dos sintomas da
intolerancia a lactose, estimulagdo do sistema imunoldgico, propriedades
anticarcinogenica e antimutagénico, e, reducdo do colesterol e da pressao arterial
(FARNWORTH, 2005; KUMAR; RAVINDER; KUMAR; et al., 2012).

Varios estudos apontam o beneficio na utilizacdo do kefir em leite como
produto que pode auxiliar na regulacéo da pressao arterial e no controle dos niveis de
colesterol sérico (SIPOLA; FINCKENBERG; SANTISTEBAN; et al, 2001,
FUGLSANG, NILSSON, NYBORG, 2002; SEPPO; JAUHIAINEN; KORPELA et al.,
2003; MIGUEL; RECIO; RAMOS; et al., 2006, LIU; WANG; CHEN; et al., 2006;
CENESIZ; YAMAN; OZCAN; et al., 2008; GELEIINSE, ENGBERINK, 2010;
ANGELIS-PEREIRA; BARCELOS; SOUSA,; et al., 2013).

Estudo desenvolvido em 2006 por Liu; Wang; Chen,; et al., teve como
objetivo comparar a propriedade hipocolesterolémica do kefir inoculado no leite e do
kefir inoculado no extrato de soja em hamsters com dieta enriquecida com colesterol.
Como resultado os autores encontraram a reducdo dos triglicerideos no soro, bem
como as concentracdes de colesterol total. A reducdo do acumulo de colesterol no
figado, com diminuicdo da concentracéo sérica de colesterol principalmente na fracédo
ndo-HDL também foram verificadas. Tanto o tratamento com kefir do extrato de soja
como o kefir do leite levou a um aumento significativo da excrecao fecal de esterdis
neutros e acidos biliares.

Cenesiz; Yaman; Ozcan; et al., (2008), desenvolveram um experimento
com pintos de corte para avaliar o ganho de peso dos animais e a alteragdo no
colesterol total no soro, o total de lipidio, as atividades da aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), com o uso de kefir inoculado no leite, em
diferentes concentragcdes. O peso dos pintos do grupo que recebeu maior
concentracdo de kefir aumentou significativamente enquanto que a concentragao de
lipidico sérico total bem como o colesterol no soro foi significativamente menor nos
grupos tratados com o kefir, independentemente da concentracdo do produto. Além
disso, nao foi observada diferenca entre o grupo experimental e de controle em termos
das atividades de AST e ALT.
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Brashears; Gilliland; Buck, (1998) e Xiao; Kondo; Takahaski; et al., (2003),
ambos citados em Cenesiz; Yaman; Ozcan et al., (2008), sugerem que a reduc¢ao do
colesterol sérico induzida pelo kefir poderia ser atribuido ao fato de haver
desconjugacédo de sais biliares pelo Lactobacillus spp, aumentando a descarga de
acidos biliares que por sua vez, aumenta o consumo de colesterol para produzir os
acidos biliares que compde a bile, bem como a precipitacdo do colesterol devido ao
valor de pH baixo do kefir.

Sanders, (2000 apud CENESIZ; YAMAN; OZCAN et al., 2008) sugere ainda
que os produtos lacteos fermentados inibam a enzima hidroxi-metilglutaril-coenzima
A redutase (HMG-CoA redutase), que participa da sintese de colesterol a partir de
acetil-CoA, como a razéo para a reducao do nivel de colesterol no soro de animais
tratados com leites fermentados.

Em estudo realizado em 2013 por Angelis-Pereira; Barcelos; Sousa et al.,
em ratos alimentados com dieta rica em colesterol, o tratamento com o kefir reduziu
significativamente os niveis de VLDL, LDL e Tg, além de ter aumento de HDL-c. Este
trabalho toma como embasamento estudo de Liu; Wang; Chen et al., (2012 apud
ANGELIS-PEREIRA; BARCELOS; SOUSA et al., 2013) no qual discute que tanto as
bactérias como as leveduras presentes no kefir produzem hidrolases biliares, enzimas
gue desconjugam os sais biliares, sendo estes excretados nas fezes.

Os trabalhos que analisaram o efeito dos leites fermentados sobre a
pressdo arterial em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), observaram que
administracao oral de leite fermentado reduziu, significativamente, a PAS nos animais.
Fuglsan; Nilsson; Nyborg, (2002) constataram a diminuicdo da pressao arterial em
animais SHR que receberam leite fermentado com Lactobacillus helveticus CHCC637
e Lactobacillus helveticus CHCC641. De acordo com Seppo; Jauhiainen; Korpela et
al., (2003), o efeito inibitério acontece sobre a enzima conversora de angiotensina
(ECA). Outra pesquisa realizada em 2004 por Fitzgerald; Murray; Walsh, trabalhando
in vitro, também evidenciou que peptideos presentes na proteina do leite tiveram acéo
de inibir a ECA. Muitos estudos sobre os peptidios bioativos produzidos pela
fermentacdo do leite identificaram determinadas sequéncias peptidicas as quais
apresentam efeito anti-hipertensivo (SIPOLA; FINCKENBERG; SANTISTEBAN et al.,
2001; MIGUEL,; RECIO; RAMOS et al., 2006).

Nakamura et al., (1995 apud SIPOLA; FINCKENBERG; SANTISTEBAN et
al., 2001; NAKAMURA et al., 1996 apud MIGUEL; RECIO; RAMOS, et al., 2006;
JAKALA; PERE; LEHTINEN, et al.,, 2009), em estudo que administrou oralmente
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peptideos produzidos pela fermentacdo das bactérias Lactobacillus helveticus e
leveduras Sacharomyces cerevisiae, ILE-PRO-PRO e VAL-PRO-PRO, produziu
reducdo na PA em animais SHR.

Dong; Szeto; Makinen et al., (2013) conduziram uma meta andlise de 14
ensaios randomizados, placebo controlados onde um total de 702 individuos foram
investigados. Foram utilizados leites fermentados probioticos e controles nao
probioticos acidificados artificialmente. Em 13 estudos a PAS reduziu
significativamente em 3,10mmHg (IC95%) e a PAD apresentou uma reducédo de
1,09mmHg (IC95%). A analise dos autores sugere que houve uma maior reducéo na
PAS dos individuos que apresentam HA do que em individuos normotensos (-3,98
mmHg x -2,09mmHg). Os autores ressaltam que apesar de ter havido uma modesta
reducdo na PA, esta reducdo tem consequéncias importantes, pois a diminuicdo de
apenas 2mmHg na PAS mostra associacdo com reducéo de 10% na mortalidade por
infarto e de 7% de reducao de mortalidade por DCV. Varios componentes funcionais
no leite fermentado probiético podem justificar os efeitos de reducdo na PA. Dois
tripeptideos VAL-PRO-PRO e ISO-PRO-PRO, tem sido extensamente estudado pois
estes tém acdo inibitéria sobre a ECA. Por outro lado, os microorganismos
encontrados neste probiodtico, tal como Lactobacillus helveticus e Lactobacillus
acidophilus, tem influéncia sobre a composi¢cdo da microbiota intestinal, tendo sido
sugerido exercer grande impacto no tratamento das doencas metabdlicas.

Em 2014, Khalesi; Sun; Buys et al., em revisao sistematica e meta analise
de ensaios randomizados placebo controlados, apresentaram como objetivo avaliar a
espécie do probidtico, o tempo de duracdo do experimento e a dose do produto
utilizado, a fim de reduzir a PA; uma vez que varios trabalhos sdo inconclusivos a
respeito destes itens. Foram incluidos na reviséo sistematica nove artigos, datados
entre 1996 e 2013, que cumpriram com os critérios de inclusao pré-estabelecidos. Os
resultados da reducao da PAS foi de 3,56mmHg (IC95%) e de 2,38mmHg para a PAD
(IC95%). A reducdo da PA mostrou-se similar a restricdo no consumo de sal para
menos de 2g/dia ou na execuc¢ao de exercicios de resisténcia. O estudo HOPE (Heart
Outcomes Prevention Evaluation) (SLEIGHT, 2000), demonstra que uma reducgao de
3,3mmHg para PAS e de 1,4mmHg para PAD apresentam uma reducao relativa de
22% no risco de mortalidade cardiovascular, IAM e AVC. Consideram ainda que 0s
efeitos significativos estdo nos estudos com duracéo de pelo menos oito semanas de

duracéo e, nagueles onde as doses diarias continham pelo menos 10*UFC.
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Entretanto, até o momento n&o foram avaliados os beneficios do leite
fermentado com os graos de kefir sobre o risco cardiovascular de pacientes
portadores de SM. Assim, este estudo teve por objetivo avaliar os componentes
determinantes da SM, o perfil nutricional da populacdo estudada, PCRus e LDLoXx,
antes e apds onze semanas de tratamento diario com kefir, bem como o risco
cardiovascular.

Portanto, pesquisas (FUGLSANG; NILSSON; NYBORG, 2002; AIHARA,
KAJIMOTO; HIRATA; et al., 2005; ROSA; GRZEKOWIAK; FERREIRA,; et al., 2010;
ANGELIS-PEREIRA; BARCELOS; SOUSA; PEREIRA, 2013; GOMES; BUENO;
SOUZA; et al.,2014; OSTADRAHIMI; TAGHIZADEH; MOBASSERI; et al., 2015;
AAZMI; TEH; RAMASAMY; et al.,, 2015; ISHIMWE; DALIRI; LEE, et al., 2015;
BERNINI; SIMAO; ALFIERI; et al., 2016; LI; LI; HAN; et al., 2016; SANTANNA;
FILETE; LIMA, et al.,2016; FRIQUES; ARPINI; KALIL; et al., 2016) buscam identificar
elementos que possam ser associados ao tratamento convencional e contribuir para
a melhora do perfil lipidico, reducdo da pressao arterial e da resisténcia a insulina.
Dentre os alimentos funcionais, os probioticos tem sido considerados como elementos
coadjuvantes no tratamento da SM (ROSA; GRZEKOWIAK; FERREIRA,; et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

A preocupacédo com a incidéncia das DCV e da SM néo é recente. A melhor
conduta em saude é a prevencdo. Consultas regulares a equipe de saulde
multidisciplinar sdo essenciais para aferir a pressao arterial; ter avaliado os niveis de
colesterol, o peso corporal; receber orientacdo nutricional e passar por uma avaliagao
fisica. A visita regular é necessaria inclusive para serem identificados os fatores de
risco para desenvolvimento das DCNT. Quando o paciente ainda esta na fase pré-
clinica, onde ainda ndo apresenta sintomas, € possivel prevenir a evolu¢cdo da DCV
(GOMES, 2011).

E nesta fase, ainda considerada inicial, que medidas corretivas da presséo
arterial e dos niveis de colesterol sérico utilizando produtos funcionais podem ser
eficientes, a fim de evitar que a doenca se estabeleca de forma clinica.

A bebida kefir, produto da fermentacéo dos gréos de kefir, € um complexo
de bactérias e leveduras que ao fermentar o leite produz tripeptideos supostamente
responsaveis pela reducdo da PA. Associado a este efeito, o kefir pode ter ainda,
atividade na reducéo de colesterol por inibicdo da atividade da enzima HMG-CoA ou
na desconjugacgéo dos sais biliares, tendo como consequéncia a excregao fecal dos
acidos biliares.

O produto apresenta baixo custo, podendo ser incluido facilmente na rotina
alimentar da populacdo por ser um tipo de iogurte, sem apresentar prejuizo a saude
humana e, as reagcbes podem ser apenas pequena flatuléncia ou aumento na
frequéncia das evacuacoes.

Portanto, os dados apresentados demonstram a necessidade de estudos
que possam contribuir para o esclarecimento da atividade do produto probiético kefir
sobre a hipertensao arterial e a dislipidemia, dentro do contexto da SM, a fim de reduzir
0s riscos para desenvolvimento de doencas cardiovasculares ainda em fase pré-

clinica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

Investigar o impacto do consumo diario de leite fermentado por gréos de
kefir sobre o risco cardiovascular de adultos que apresentam critérios de diagndstico
da SM alterados.

3.2 Objetivos Especificos:

Avaliar o efeito do consumo de leite fermentado por graos do kefir sobre:
v' Os componentes da SM:

Glicemia de jejum;

Circunferéncia abdominal;

Pressao arterial média;

Triglicerideos;

HDL-c;

v" O risco cardiovascular, por meio do célculo do Escore de Framinghan;

v O risco cardiovascular, por meio da medida dos valores de PCRus.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um ensaio clinico randomizado, duplo cego com alocacgéo
sigilosa por meio de sistema de randomizagdo automatizado Random Allocation
Software — versdo 1.0, maio de 2004. Os cddigos da randomizacao ficaram sob
responsabilidade de profissional supervisor do Laboratério de Técnica e Dietética da
Universidade Vila Velha — UVV/ES. O mesmo profissional se responsabilizou pela
identificagdo das bebidas envasadas destinadas aos voluntarios. Duplo cego refere-
se ao cegamento de pacientes, pesquisador, coletadores de dados e avaliadores dos
desfechos.

O experimento foi desenvolvido em paralelo. O grupo kefir recebeu para
consumo por via oral o leite probidtico fermentado com os gréos de kefir e o grupo
controle recebeu coalhada.

Os sujeitos da pesquisa foram recrutados em uma instituicdo de ensino
universitario. Apds o recrutamento, a confirmacao da presenca dos parametros de SM
foi realizada por meio de analises antropométricas, afericdo da pressao arterial e
dosagem de parametros bioquimicos, seguindo os critérios do NCEP-ATP-III (2002).
Em seguida, os sujeitos foram randomizados em dois grupos, o controle/coalhada e o
kefir. O seguimento do ensaio clinico teve a duracdo de onze semanas. Apés este
periodo as todas as andlises realizadas antes do processo de randomizacao foram
repetidas.

Durante o estudo os medicamentos para a reducdo do colesterol sérico,
hipertenséo arterial e qualquer outro medicamento de uso continuo tiveram seu uso

mantido.

4.2 Critérios de inclusdo e de exclusdo

Os critérios de inclusdo foram idade acima de 18 anos e possuir alteracao
de pelo menos trés dos componentes da SM. Foram excluidos da pesquisa gestantes
e lactantes, aqueles que faziam uso de medicacéo para dislipidemias que interferiam
no metabolismo intestinal como ezetimiba e resina de troca aniénica, hormonios de
gualguer tipo, medicamentos para emagrecimento e uso de suplementos

antioxidantes como vitamina C ou w-3.
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O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Vila Velha — UVV, sob o nimero
1.025.083 (Anexo 1). Todos os voluntarios assinaram o termo de consentimento livre

e esclarecido, concordando em participar da pesquisa.

4.3 Amostra

A amostra foi calculada para detectar 12% de reducdo nos niveis de
proteina C reativa ultrassensivel (PCRus), considerando um desvio-padrdo de 15%
(LABONTE; DEWAILLY; LUCAS, et al., 2014; ZEMEL; SUN; SOBHANI; et al., 2010),
um 2-tailed a de 0,05 e um poder de teste de 80%. A amostra foi dimensionada em 24

voluntarios por grupo.

4.4 Preparo do leite fermentado com os graos de Kefir

O filtrado do kefir, bebida teste, foi produzido a partir dos graos de kefir,
gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Célia Lucia L. F. Ferreira, Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigcosa — UFV, Minas Gerais.

As bebidas de kefir e coalhada foram preparadas no Laboratério de Técnica
Dietética do Curso de Nutricdo e Gastronomia da UVV — ES, com leite integral
pasteurizado com 3% de gordura da marca Fiore® (Santa Teresa — ES/Brasil). Os
graos de kefir foram adicionados ao leite, em recipiente de vidro higienizado, em
concentragdo a 5%, o qual fermentou em temperatura ambiente (x 25C°) por
aproximadamente 24 horas. Apés a fermentacdo, com o uso de uma peneira plastica,
os graos foram separados do filtrado, sendo o produto resultante a bebida fermentada
de kefir. Logo apds a filtragem, iniciou-se a fermenta¢édo secundaria por mais 24 horas
a temperatura de 10°C sob refrigeracéo, para promover o crescimento de leveduras e
finalizar a liberacdo dos peptideos, além de conferir sabor e aroma especificos a
bebida. Os graos foram lavados e adicionados nhovamente a mais leite, e 0 processo
repetido infinitamente (BESHKOVA; SIMOVA; SIMOV; et al., 2002). Ao produto
fermentado foram adicionados morangos organicos e acucar demerara organico. Para
o controle foi utilizado coalhada caseira preparada a partir de cultura starter em leite
(3% de gordura), saborizado e adocado identicamente ao kefir. Os produtos foram
envasados em embalagens descartaveis individualmente, rotulados e acondicionados
sob refrigeracéo até o consumo pelos voluntarios. Para os voluntarios diabéticos, foi
utilizado adocante artificial de sucralose em quantidade proporcional ao poder

adocante do agucar, conforme indicacao do fabricante.
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4.5 Administracéo do kefir e coalhada

O volume de probidtico, para os grupos kefir ou coalhada, foram calculados
com base em estudo de Reagan-Shaw, Nihal e Ahmad (2007) e Rosa; Peluzio; Bueno
et al.(2014), sendo adotado como volume para consumo a média entre a
recomendacdo minima e a recomendacdo maxima, o equivalente a 1,6mL/kg de peso
corporal/dia para homens e 1,9mL/kg de peso corporal/dia para mulheres.

Os produtos foram distribuidos aos voluntarios no local de trabalho durante
o horario de expediente, no periodo matutino, de segunda a sexta feira. A rotina foi
seguida diariamente, por onze semanas, totalizando cinquenta e cinco dias de
experimento. Tomamos como base para determinacdo do tempo de execucdo do
ensaio clinico de Khalesi; Sun; Buys; et al., (2014) que em uma metandlise avaliou o
efeito dos probidticos na reducdo da PA, concluindo que a intervencdo com estes

produtos deve durar pelo menos oito semanas ou cinquenta e seis dias.

4.6 Avaliagdo da composicao corporal

As medidas antropométricas foram aferidas, individualmente, na Clinica de
Nutricdo da UVV, antes do inicio do ensaio e repetidas ao término da pesquisa. Para
a afericao do peso corporal foi utilizada a balanca de plataforma digital RAMUZA DP-
300 capacidade maxima de 200 kg e precisédo de 100 g, a afericdo foi realizada com
vestimentas leves e com os voluntarios descalcos. A estatura foi aferida utilizando o
antropometro vertical digital da marca CHORDER HM 210D, afericdo méaxima de 210
cm e precisao de 1mm, com os individuos descalcos. Para o célculo e classificacdo
do indice de massa corporal (IMC) foram adotados os cortes propostos pela OMS
(2014). A circunferéncia da cintura (CC) foi obtida por meio de fita métrica milimetrada
e inelastica. Os pontos de corte para verificacdo do risco associado a complicacfes
metabdlicas da obesidade foram propostos segundo WHO, 1998 e Siméo; Précoma;
Andrade et al., (2013). A composicéo corporal foi analisada por bioimpedancia elétrica
(MaltronBody Fat Analyser BF 906), conforme descricdo de Lukaski; Johnson;
Bolonchuk; et al., (1985). Foram avaliadas a porcentagem de massa magra e de

gordura corporal.

4.7 Ingestéo alimentar
Durante o experimento a sele¢do dos alimentos ficou a critério do proprio
voluntario, seguindo a composicédo e distribuicdo das refeicbes que habitualmente

consome.
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4.8 Afericdo da PA

A afericdo da pressao arterial (PAS e PAD) foi efetuada de acordo com o
protocolo da VII Diretriz Brasileira de Hipertensdo (SBC, 2016), sendo adotada a
média entre duas afericbes realizadas utilizando aparelho automéatico HEM-
705CPINT, Omron, OmronHealth Care, INC., Illinois-EUA.

4.9 Anédlise bioguimica do sangue

Para analise bioquimica, foram coletadas amostras de sangue em jejum,
por puncdo venosa tradicional para avaliacgdo dos parédmetros bioquimicos da
Glicemia em jejum, Hemoglobina glicada (HbA1c), Colesterol total (CT), Lipoproteina
de alta densidade (HDLc), Triglicerideos (Tg), Proteina C Reativa Ultrassensivel
(PCRus), Lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox), Aspartato
Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT), Creatinofosfoquinase
(CPK), y-Glutamil Transferase (y-GT), Nitrogénio Uréico, Uréia e Creatinina. As
amostras foram enviadas ao Laboratério de Analises Clinicas Tommasi — Vila Velha —
ES, para posterior andlise.

A Lipoproteina de Baixa Densidade (LDLc) foi calculada pela formula de
Friedewald.

O valor do colesterol ndo HDLc(n-HDLc), foi calculado pela diferenca entre
0 CT e o HDLc (n-HDLc = CT — HDLc) (XAVIER; IZAR; FARIA NETO; et al., 2013)

4.10 Escore de Framingham

Para identificar o risco relativo e absoluto de cada voluntario da pesquisa
para desenvolvimento de doenca coronariana na proxima década de vida, foi utilizado
o Escore de Framinghan (WILSON; D'AGOSTINO; LEVY; et al., 1998).

Todos os dados de antropometria, ingestdo alimentar, analise bioquimica
do sangue, PAS e PAD e, escore de Framinghan foram coletados antes e ap0s o

periodo do consumo dos produtos coalhada ou kefir.

4.11 Analise estatistica

Os dados foram compilados em planilha elaborada no Microsoft Excel e
foram expressos como a média mais ou menos o desvio padrdo (D.P.). O banco de
dados foi analisado com a utilizacdo do programa estatistico SPSS 11.5 (Statiscal
Package Social Science versao 11.5). Foram realizadas frequéncias relativas simples

para variaveis qualitativas dentro de cada grupo. Para os dados quantitativos foi



24

realizada a estatistica descritiva e as diferengas foram determinadas pela utilizagéo
do teste t de Student pareado (no mesmo grupo) e nao pareado (entre 0s grupos) para
um intervalo de confianca de 95%. A diferenca entre as médias foi considerada

quando p<0,05.



25

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Trata-se do primeiro ensaio clinico, randomizado duplo cego, placebo
controlado, que avalia voluntarios com SM consumindo o leite fermentado com os
graos de kefir. O estudo clinico, foi conduzido com 48 voluntarios, homens (23%) e
mulheres (77%), separados em dois grupos com 24 individuos cada. Previamente,
foram excluidos do estudo 28 voluntarios: 08 ndo compareceram para afericdo das
medidas, 18 ndo cumpriam os critérios para SM, 01 fazia reposi¢do hormonal e 02

desistiram de participar da pesquisa, (Figura 1).

Chamada dos Voluntarios

Exclusao (n=28)

| N&o compareceram para
afericdo das medidas (n=8)

Entrevista para Investigagdo Clinica (n= 76)

Sem critérios para SM (n=18)

\4

Uso de medicagdo (n=1)

Declinaram (n=2)

Randomizacao (n=48)
Random Allocation Software version 1.0.0

v '

Alocagdo Grupo Kefir Alocacado Grupo Coalhada
(n=24) (n=24)
Andlise Final Andlise final
Grupo Kefir (n=24) Grupo Controle (Coalhada) (n=24)

Figura 1: Fluxograma da selecéo, excluséo e alocacdo dos voluntarios participantes

da pesquisa.

De acordo com o NCEP-ATP 111(2002), a SM caracteriza-se pela
associacdo de pelo menos trés fatores de risco como hipertensdo arterial,
circunferéncia da cintura elevada, HDLc reduzido, triglicerideos elevados e elevacao
da glicemia de jejum. Destes fatores de risco, excetuando a elevacdo da glicemia,

todos os outros estéo presentes, em ambos os grupos da nossa pesquisa.

Na Tabela 1, observa-se o IMC acima de 24,9 kg/m? classificando os
voluntarios em obesidade grau I; a composi¢ao corporal com elevado percentual de
gordura e, o primeiro componente da SM, a CC aumentada com valores acima de 102

cm para homens e acima de 88 cm para as mulheres.
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Tabela 1: Parametros demograficos e medidas antropométricas dos voluntarios, para
ambos 0s grupos, antes e ap0s a administracéo de coalhada (Grupo Controle) ou kefir
(Grupo Kefir).

Grupo Controle Grupo Kefir

Parametros demograficos

Idade (anos) 42+14 44+10

Sexo (masculino/feminino) 6/18 5/19

Medidas Antropométricas Antes Depois Antes Depois

IMC (kg/m?) 31,4+4,98 31,445,13 32+4,37 32+4,5
Massa Magra (%) 49,4+13,7 50,2+14,1 56,549,1 55,4+8,9
Massa Gorda (%) 36,810 36,1+10,7 39,2+6,9 39,9+7,1
Circunferéncia da Cintura Feminino (cm) 94,6%11,1 94,9+10,1 94+10,1 95+9,8
Circunferéncia da Cintura Masculino (cm) 108,5+14,5 110,3+13,8 108,3+13,4  108,3t11,5

Valores expressos em média + DP

Segundo Moraes, Silva, Almeida-Pititto, et al., (2014), a obesidade tem
predisposicdo genética associada aos fatores do ambiente, como a inatividade fisica
e com a ingestdo alimentar com alta densidade energética, estando a obesidade
fortemente associada ao desenvolvimento da SM.

Na tabela 2, estdo demonstradas as variaveis biogquimicas, com o0s
resultados das analises antes e depois dos voluntarios terem consumido coalhada ou
kefir.
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Tabela 2: Valores de pressdo arterial e parametros bioquimicos do sangue de

voluntarios, para ambos 0s grupos, antes e apos a administracdo de coalhada (Grupo

Controle) ou kefir (Grupo Kefir).

Grupo Controle Grupo Kefir

Inicial Final Inicial Final
PAS (mmHg) 140+15 137111 139+12 130+9*
PAD (mmHg) 93+10 90+6 90+4 83+5*
Glicemia em jejum (mg/dL) 87120 85+18 95+9 83+8*
HbAlc (%) 5,5+0,8 5,3+0,6 5,5+0,5 5,7+0,5
Colesterol total (CT) (mg/dL) 180+48 178+44 193127 189+16
LDLc (mg/dL) 136+36 131+35 133+16 123+11*
HDLc homem (mg/dL) 403 41+3 38+3 4245
HDLc mulher (mg/dL) 43+4 4345 44+5 48+3*
n-HDLc (mg/dL) 170142 159447 163123 147+19*
Triglicerideos (Tg) (mg/dL) 191+44 198+54 19667 147+44*
PCRus (mg/L) 6,2718 7,20+7 7,104 6,614
CPK (U/L) 138,6+63,2 135,3+56,1 126,3+47,9 124,661
y-GT (U/L) 26,9+12 27,9+10,9 27,314 28,3+13,8
UREIA (mg/dL) 27,749,1 27,146,3 27,248,4 27,6%6,8
N UREICO (mg/dL) 12,9+4,4 12,743 12,744 12,943,2
CREATININA (mg/dL) 0,75+0,18 0,72+0,17 0,79+0,1 0,8+0,16
AST (U/L) 26,546,5 26+7,6 27,1+11,8 26,9+12
ALT (U/L) 26,3+17,8 25,3+12,1 28+18,6 26,7+14,9
LDLox (mg/dL)+ 12+1,9 12,8+1,6 12,9+1,6 9,8+1,3*
Risco de Eventos Cardiovasculares 6,75%+4,4 6,25+4,6 6,67+3,0 5,542,7*

Os valores estdo expressos como a média * desvio padrdo da média (D.P.)
*p<0,05 em relag&o ao valor inicial do grupo

PAS, pressao arterial sistolica; PAD, pressao arterial diastolica

HbAlc: hemoglobina glicada

LDLc: lipoproteina de baixa densidade; [CT — (HDL+Tg/5)]

n-HDLc: total das lipoproteinas aterogénicas; [CT — HDLc]

LDLox: lipoproteina de baixa densidade oxidada

Nota-se 0 quadro de hipertenséao arterial presente em ambos 0s grupos

antes de iniciado o experimento e a reducdo significativa (p<0,05) dos niveis

pressoricos, de -9mmHg na PAS e de -7mmHg para a PAD no grupo tratado com o
kefir. O estudo HOPE (SLEIGHT, 2000) demonstrou uma reduc¢ao de 22% no risco de
morte por DCV, IAM e AVC com diminuicdo da PAS em 3-4 mmHg e da PAD em 1-

2mmHg.

Muitos estudos tém sido desenvolvidos com objetivo de comprovar e

compreender a reducao da PA com a suplementacéo de leites fermentados, sejam



28

em modelos animais ou ensaios clinicos em humanos (AIHARA, KAJIMOTO, HIRATA
et al., 2005; DONG, SZETO, MAKINEN, et al., 2013; KHALESI; SUN; BUYS; et al.,
2014). Vérios autores propdem que o efeito anti-hipertensivo se deve aos peptideos
produzidos pela atividade proteolitica dos microrganismos em simbiose nos gréos de
kefir, sobre a a-lactoalbumina e caseina, apds 12-24 horas de fermentacédo (HAYES,
STANTON, SLATTERY, et al., 2007; FERREIRA, PINHO, MONTEIRO, et al., 2010,
GARCIA-TEJEDOR, PADILLA, SALOM, et al., 2013). Os peptideos bioativos ILE-
PRO-PRO e VAL-PRO-PRO tem acao inibitéria sobre a enzima conversora de
angiotensina (ECA), enzima que participa do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), produzindo vasoconstricdo, reabsorcdo de sodio e agua com elevacdo da
PA(FUGLSANG, NILSSON, NYBORG , 2002; AIHARA, KAJIMOTO, HIRATA, et al.,
2005; MIGUEL, RECIO, RAMOS, et al., 2006;HAYES, STANTON, SLATTERY, et al.,
2007;FERREIRA, PINHO, MONTEIRO, et al., 2010; DONG, SZETO, MAKINEN, et al.,
2013; GARCIA-TEJEDOR, PADILLA, SALOM, et al., 2013; KHALESI; SUN; BUYS; et
al., 2014; DROUIN-CHARTIER, GIGLEUX, TREMBLAY, et al., 2014; ETTINGER,
MACDONALD, REID, et al., 2014;SANLI, AKAL, YETISEMIYEN et al., 2016). Os
trabalhos que, na maioria, foram desenvolvidos com apenas uma bactéria, obtiveram
resultados divergentes, ja aqueles que utilizaram mais de uma espécie bacteriana
para fermentacdo do leite, encontraram resultados mais expressivos, com maior
reducdo da pressdo arterial, e, com doses diarias de 10° a 10> UFC (KHALESI; SUN;
BUYS; et al.,, 2014; DROUIN-CHARTIER, GIGLEUX, TREMBLAY, et al., 2014;
ETTINGER, MACDONALD, REID, et al., 2014; SANLI, AKAL, YETISEMIYEN et al.,
2016). Analise microbiol6gica em nosso laboratério encontrou uma contagem total de
7,44x10’UFC para o kefir utilizado nesta pesquisa, com excelente resultado sobre
reducdo da pressao arterial, o que fortalece esta hipétese pois o kefir apresenta uma
biodiversidade de espécies microbiologicas, com pelo menos 50 espécies ja
identificadas (POGACIC, SINKO, ZAMBERLIN, et al., 2013), que provavelmente sao
responsaveis pela hidrélise parcial das proteinas do leite em peptideos com atividade
inibitéria sobre a ECA.

Pesquisa desenvolvida por Friques, Arpini, Kalil, et al., (2016), em nosso
laboratério, obteve reducao significativa da PAM em 15%, bem como Klippel, Duemke,
Leal, et al. (2016), com resultados de atenuacéo significativa da PA ao administrar
kefir por 60 dias em animais SHR, além de demonstrarem reducdo da frequéncia
cardiaca (FC).
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Nossos resultados demonstraram reducdo de LDLc sem alterar CT,
associado a elevacao de HDLc, com reducdo na circulacdo de particulas de ndo-HDL.
A reducao do colesterol ndo-HDL demonstra que as lipoproteinas aterogénicas (LDL,
VLDL e seus remanescentes) foram reduzidas, assim como a reduc¢ao significativa
nos niveis de oxidacdo de LDL, a mais aterogénica forma de LDL (de 12,9+1,6 para
9,841,3, p<0,05), prevenindo assim a lesdo endotelial.

Os leites fermentados tém sido eficientes em reduzir CT e LDLc. Alguns
mecanismos de agdo dos probibticos tém sido propostos como a desconjugacdo dos
sais biliares pela enzima sal biliar hidrolase (BSH) que libera &cidos biliares; que, por
serem menos solUveis serdo menos reabsorvidos, determinando assim maior
utilizacdo do colesterol para composicado biliar (LI, 2012; ANGELIS-PEREIRA,
BARCELOS, SOUSA, et al., 2013). Outra hipdtese baseia-se na conversdo do
colesterol a coprostanol, que assim como os acidos biliares séo facilmente excretados
nas fezes (ETTINGER, MACDONALD, REID, et al., 2014); além do sequestro do
colesterol no intestino para incorporacdo na membrana celular bacteriana
(ETTINGER, MACDONALD, REID, et al., 2014; ISHIMWE, DALIRI, LEE, et al., 2015).

O processo de oxidacdo de LDL, representa um evento que antecede a
aterosclerose, sendo um dos importantes contribuintes da aterogénese. LDL € uma
lipoproteina com alto teor de colesterol e, quando em altas concentra¢des no plasma
sera depositada na parede da artéria, produzindo disfuncdo do endotélio vascular.
Esta lipoproteina ser4 oxidada provocando a instabilidade e ruptura da placa
aterosclerética (FELETOU, VANHOUTTE, 2006).

A diminuicdo significativa de LDLox ocorreu provavelmente pelo efeito
antioxidante do kefir. Uchida, Ishii, Inoue, et al., (2010) descrevem menor acumulo de
colesterol em VLDL de coelhos alimentados concomitantemente com dieta
hipercolesterolémica e kefiran — um exopolissacarideo produzido por Lactobacillus
kerafinofaciens isolado de graos de kefir, sugerindo efeito preventivo na formacéo de
placas ateromatosas, da formacéo de estrias gordurosas e da capsula fibrosa. Tais
beneficios evitariam a instabilidade e a ruptura da placa, bem como a liberacédo de
trombos que poderiam obstruir parcial ou completamente o vaso sanguineo. Dois
estudos de nossa equipe sugerem também o efeito antioxidante do kefir por melhora
da fungcdo do endotélio e por alterar a circulagdo de citocinas inflamatdrias com
reducado da deposicao lipidica em artérias de ratos LDLr-/- (FRIQUES, ARPINI, KALIL,
et al., 2016; SANTANNA, FILETE, LIMA, et al., 2016).
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A analise dos niveis séricos de triglicerideos de nossos voluntarios
demonstrou reducéo significativa no grupo kefir, resultando em uma diminuicdo de
25% nos niveis sanguineos. Aazmi, Teh, Ramasamy, et al., (2015) observaram
igualmente reducdo significativa dos Tg séricos, porém com associa¢do da reducéo
do peso corporal por diminuicdo da ingestdo energética, ao trabalhar com
Lactobacillus casei sp. Shirota em ratos.

Apesar dos niveis glicémicos em jejum terem demonstrado valores que nao
caracterizam diabetes melito (DM) nos voluntarios em estudo, o consumo do kefir
promoveu reducdo significativa na glicemia mas sem impacto sobre a HbAlc.
Ostadrahimi, Taghizadeh, Mobasseri, et al., (2015), ao suplementar pacientes DM2
com 600 mL de kefir por oito semanas, obtiveram reducado significativa tanto da
glicemia em jejum como da HbAlc. Em teste oral de tolerancia a glicose, Rosa,
Grzekowiak, Ferreira, et al., (2016) encontraram uma reducéo de 10% como resultado
em sua pesquisa com suplementacao com 1 ml de kefir ao dia, por dez semanas, em
animais SHR com SM induzida. Metandlise recente avaliou estudos placebo
controlados sobre os efeitos dos probiéticos nos niveis glicémicos no DM2, resisténcia
a insulina (RI) ou hiperglicemia, e concluiu que os probitdticos podem melhorar o
controle glicémico em DM2, mas ndo demonstrou diferengas significativas na HbAlc
(LI, LI, HAN, et al., 2016). Pouco se entende como os efeitos hipoglicemiantes sao
produzidos pelos probiéticos. Uma das hipdteses seria a recuperac¢do da microbiota
intestinal. As bactérias em desequilibrio com reducdo de lactobacilos e de
bifidobactérias possibilitam a permeabilidade intestinal dos lipopolissacarideos (LPS),
que ao circularem no sangue produzem citocinas pro inflamatérias (BERNINI, SIMAO,
ALFIERI, et al., 2016) que podem causar lesdo nas células 3 do pancreas (AMYOT,
SEMACHE, FERDAUQOSSI, et al. 2012; GOMES, BUENO, SOUZA, et al., 2014;
HULSTON, CHURNSIDE, VENABLES, 2015) e desenvolver diabetes melito tipo 1
(DM1).

Para avaliacdo do risco de desenvolvimento de eventos cardiovasculares
para os préximos dez anos pelo Escore de Framinghan, deve-se considerar a idade,
CT, HDLc, Tg, LDLc, PAS, PAD, DM e consumo de tabaco (WILSON, D'AGOSTINO,
LEVY, et al., 1998). O calculo do Escore de Framinghan do grupo que consumiu 0
leite fermentado com os gréos de kefir apresentou uma alteragao positiva para HDLc,
Tg, PAS e PAD. Estas alteracdes produziram a reducdo expressiva no risco para

eventos cardiovasculares nestes voluntarios.
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As enzimas AST, ALT, y-GT além de uréia, creatinina e nitrogénio uréico
foram coletadas a fim de monitorar qualquer lesédo hepatica ou renal durante o ensaio
clinico. Conforme demonstrado na Tabela 2, notamos que os valores das enzimas e
compostos organicos que avaliam a manutencéo da funcdo hepética e da fungéo renal
ndo sofreram alteragbes, demonstrando que as fungBes destes 6rgdos foram
preservadas. Nossos resultados corroboram com os dados de Rosa, Peluzio, Bueno,
et al., (2014) que ao medir a toxicidade do kefir em doses normais ou muito
aumentadas (5 vezes maior) em consumo oral cronicamente por 4 semanas, sobre a
funcdo hepética, renal e da mucosa intestinal, demonstrou que o kefir € um alimento
seguro para consumo humano. Igualmente a CPK foi avaliada antes e apds os
tratamentos com kefir ou coalhada. Os tratamentos ndo produziram modificacdes
nesta enzima que esta presente no metabolismo dos tecidos contrateis como 0s
musculos, tecido cardiaco e no cérebro. CPK estara aumentada na possibilidade ou
risco para infarto agudo do miocéardio (IAM) podendo estar alterada também por uso
de certos medicamentos utilizados para tratamento da hipercolesterolemia. Os valores
de CPK mantiveram-se sem alteracdes significativas e os voluntarios que possuiam
valores inicialmente aumentados foram alertados a buscar avaliacdo médica
adequada.

Quando comparamos o grupo controle, antes do consumo com o periodo
apés o consumo da coalhada, observamos que ndo houveram alteracbes
significativas nos niveis pressoricos e, nem mesmo na analise da bioguimica do
sangue.

A SM caracterizada neste grupo de voluntarios esta associada a um alto
percentual de gordura corporal com acumulo de tecido adiposo na regido abdominal,
sendo este Ultimo o principal contribuinte na elevagéo de PCRus circulante, produzida
pelo figado. Valores acima de 3mg/L de PCRus est4 associado a um alto risco
cardiovascular, (PEARSON, MENSAH, ALEXANDER, et al., 2003; MIRANDA,
PELUZIO, FRANCESCHINI, et al., 2014; GARCIA, ROCHA, SALES, et al., 2016) por
contribuir na formacgéo da lesdo endotelial, ao mediar a formacgéao, desestabilizacéo e
ruptura da placa de aterosclerética (TEIXEIRA, LOPES, MACEDO, et al., 2014). Este
marcador inflamatério o consumo do kefir ndo foi capaz de reduzir, mantendo o alto
risco cardiovascular. Ressalta-se que os voluntarios ndo tiveram reducdo do IMC e
muito menos da CC, ambos permanecendo elevados. De acordo com Pearson,
Mensah, Alexander, et al., (2003) PCRus é diretamente proporcional ao peso corporal,

0 que pode explicar os resultados observados. Durante o desenvolvimento do estudo
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os voluntarios ndo receberam orientacdo nutricional para eliminacdo do excesso de
peso corporal. Apesar do seguimento do ensaio clinico ser classificado como de longo
prazo por ter duracdo de onze semanas, este tempo nao € suficiente para a reducao
necesséria do peso corpoéreo, reducdo média de 20 kg, considerando IMC maximo de
24,9 kg/m? como eutrofia (WHO, 1998), e da CC onde a reducédo para os homens seria
de 6 cm e para as mulheres de pelo menos 7 cm, em média, considerando a
composicao dos fatores de risco para a SM segundo a | DBSM (SBC, 2005) e NCEP-
ATP 11 (2002).

Ao analisarmos os fatores de risco para SM que foram modificados com o
consumo de kefir, evidenciamos melhora nos niveis glicémicos, de triglicérides e
HDLc; reducdo da PAS e PAD, permanecendo apenas a CC elevada em ambos os
géneros.

Ao término da pesquisa, os voluntarios foram encaminhados a Clinica de
Nutricdo da UVV, para receberem orientacdes dietéticas além de acompanhamento

com nutricionista, e orientados a consulta médica para diagndstico complementar.
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6. CONCLUSAO

Podemos inferir como resultado inédito neste ensaio clinico que o consumo
cronico por onze semanas de leite fermentado pelos gréos de kefir pode contribuir de
forma significativa na redugéo do risco de um evento cardiovascular maior, como o
infarto do miocéardio ou morte por causa cardiovascular, nos proximos dez anos,
atuando efetivamente no controle dos fatores de risco da SM independente da dieta
ingerida. Percebe-se ainda uma tendéncia a reducdo no processo de oxidacdo do
organismo demonstrado pela diminuicdo de LDLox plasmética, o que concomitante a
adocéao de dieta hipocaldrica para eliminacdo de peso corporal e melhora do IMC e

CC, poderéo contribuir para a reducao de PCRus.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

“USO DO KEFIR COMO COADJUVANTE NO TRATAMENTO DOS
COMPONENTES DA SINDROME METABOLICA: estudo experimental duplo
cego, randomizado, placebo controlado.”

Responsavel pela pesquisa: Tadeu Uggere de Andrade

“Universidade Vila Velha”

Este documento que vocé esta lendo € chamado de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacbes sobre o estudo que vocé esta sendo
convidado a participar. Antes de decidir se deseja participar (de livre e espontanea
vontade) vocé devera ler e compreender todo o conteudo. Ao final, caso decida
participar, vocé serda solicitado a assina-lo e recebera uma copia do mesmo. Antes de
assinar faca perguntas sobre tudo o que nao tiver entendido bem. A equipe deste
estudo responderd as suas perguntas a qualquer momento (antes, durante e apds o
estudo). Sua participacdo € voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a
qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum
prejuizo ou penalidade, bastando para isso entrar em contato com um dos

pesquisadores responsaveis.

Esta pesquisa visa analisar se o consumo de leite fermentado por graos de Kefir &
capaz de reduzir a pressao arterial e os niveis de colesterol sanguineo. Verificar a
palatabilidade dos voluntarios em relagédo ao leite fermentado pelos gréos de kefir;
verificar se 0 uso da bebida fermentada possui efeito como controlador de niveis
lipémicos séricos e glicémicos; investigar se o0 consumo de fermentado por graos de
kefir pode alterar as medidas da pressdo arterial, com diminuicdo dos niveis
pressoricos e verificar a frequéncia intestinal e a excrecéo fecal de acidos biliares com
0 uso da bebida fermentada.

Garantimos o acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre qualquer esclarecimento
de eventuais duvidas. Também € garantida a liberdade da retirada de consentimento
a qualquer momento e assim, deixar de participar do estudo. Garantimos que as

informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outras pessoas, nao sendo
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divulgada a identificagcdo de nenhum dos participantes. Nao existirdo despesas ou
compensacdes pessoais para o participante em qualquer fase do estudo. Também
nao ha compensacao financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. Comprometemo-
nos a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e 0s resultados serao
veiculados através de artigos cientificos em revistas especializadas e/ou em encontros

cientificos e congressos, sem nunca tornar possivel a sua identificacao.

Precedendo a coleta do sangue e a afericdo das medidas antropométricas sera
aplicado o questionario de frequéncia alimentar simplificado, que sera enviado para
seu endereco de correio eletrénico. Vocé terd um prazo para responde-lo e caso julgue
ser demorado, vocé poderd reiniciar a responde-lo em outro momento, desde que
respeitado o prazo para devolucao, ou seja, vinte dias a contar da data do envio do

formuléario para seu e-mail.

A afericdo das medidas antropométricas, bem como responder ao questionario de
frequéncia alimentar simplificado podem gerar algum tipo de constrangimento para
VOCcé, 0 que serd minimizado através das seguintes providéncias: seu home nao
aparecera nos resultados da pesquisa e caso ndo se sinta a vontade vocé nao
precisara respondé-lo.

A coleta de exames laboratoriais por acesso venoso periférico ndo apresenta riscos
graves, mas caso gere desconforto durante a realizacdo do procedimento, 0 mesmo

serd imediatamente interrompido.

A afericdo das medidas antropométricas e determinacdo da composi¢ao corporal ndo
oferecem risco, nem desconforto, pois sdo indolores, mas caso julgue estar

incomodado com o procedimento os mesmos serao interrompidos imediatamente.

A ingestdo do produto teste ou controle podera ter um sabor desconhecido e, portanto,
pode parecer desagradavel para o consumo, neste caso a oferta do produto sera

descontinuada, havendo automaticamente o desligamento da pesquisa.

Vocé terd os seguintes beneficios caso concorde em participar da pesquisa: exame
laboratorial, dosagem do perfil lipidico, avaliacdo da pressdo arterial e do risco

cardiaco, bem como avaliagcdo do estado nutricional e da composi¢ao corporal.
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No caso de alteragdo no perfil lipidico, e/ou presenca de risco de desenvolvimento de
doenca coronariana, o voluntario recebera orientacdes preliminares pela nutricionista
pesquisadora desta proposta e sera encaminhado para profissional especializado

para diagnéstico complementar e tratamento adequado.

Caso haja alteracdes nos exames, vocé receberda encaminhamento adequado para

tratamento na Policlinica de Referéncia da UVV.

Todas as informacdes obtidas serdo sigilosas. O material com as informacgdes
(entrevistas, entre outras) ficard guardado em local seguro sob a responsabilidade do
Professor orientador Tadeu Uggere de Andrade com a garantia de manutencdo do
sigilo e confidencialidade e de que sera destruido apds a pesquisa. A divulgacdo dos
resultados sera feita de forma a n&o identificar os voluntarios. Os resultados deste
trabalho poderédo ser apresentados em encontros ou revistas cientificas, entretanto,
ele mostrara apenas os resultados obtidos como um todo, sem revelar seu home,
instituicdo a qual pertence ou qualquer informagédo que esteja relacionada com sua

privacidade.

Conforme previsto pelas normas brasileiras de pesquisa com a participacao de seres
humanos vocé nado recebera nenhum tipo de compensacao financeira pela sua
participacdo neste estudo. Se vocé tiver algum gasto que seja devido a sua
participacdo na pesquisa, vocé sera ressarcido, caso solicite. Em qualquer momento,
se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé tera

direito a indenizacao.

Vocé ficara com uma cépia deste Termo e toda a dlvida que vocé tiver a respeito
desta pesquisa, podera perguntar diretamente para Tadeu Uggere de Andrade, (27)
99248-1387, tadeu.andrade@uvv.br e/ou Angela Camila Ghizi, (27) 98884-4373 ou
99253-1898, aghizi@uvv.br.

Duvidas sobre a pesquisa envolvendo principios éticos poderéao ser questionadas ao
Comité de Etica em Pesquisa da UVV localizado na Avenida Comisséario José
Dantas de Melo, n°® 21, Boa Vista, Vila Velha-ES, CEP: 29.102-770, Tel.: (27) 3421-
2085, e-mail: cep.uvw@agmail.com, horario de funcionamento: 22 a 62 feira —13:30 as

18:30h. Secretaria: Andréa Sarmento. Reclamacdes e/ou insatisfacdes relacionadas


mailto:tadeu.andrade@uvv.br
mailto:aghizi@uvv.br
mailto:cep.uvv@gmail.com
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a participagdo do cliente na pesquisa poderdo ser comunicadas por escrito a
Secretaria do CEP/UVV, desde que os reclamantes se identifiquem, sendo que o seu

nome sera mantido em anonimato.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Declaro que fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a
pesquisa “USO DO KEFIR COMO COADJUVANTE NO TRATAMENTO DOS
COMPONENTES DA SINDROME METABOLICA: estudo experimental duplo
cego, randomizado, placebo controlado”, dos procedimentos nela envolvidos,
assim como dos possiveis riscos e beneficios decorrentes da minha participacao.
Ficou claro, também, que a minha participacdo € isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas a qualquer
momento. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento sem que isso me traga prejuizo ou penalidade, declaro ainda que recebi
copia do documento que esclarece sobre a pesquisa, intitulado como Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

Tadeu Uggere de Andrade (assinatura, nome e CPF)

Angela Camila Ghizi (assinatura, nome e CPF)

Voluntério (assinatura, nome e CPF)

Vila Velha (ES), / /

Data (dia/més/ano)

Nota: Formulario em duas vias, cabendo uma via ao paciente e permanecendo a outra via
anexada aos arquivos individuais dos voluntarios (protocolo da pesquisa).
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ANEXO 2 — Autorizacéo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da

Universidade Vila Velha para a realizacao da pesquisa



SOCIEDADE EDUCACIONAL .
DO ESPIRITO SANTO QW"\"
UNIDADE DE VILA VELHA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: USO DO KEFIR COMO COADJUVANTE NO TRATAMENTO DOS COMPONENTES
DA SINDROME METABOLICA: estudo experimental duplo cego, randomizado,
placebo controlado.

Pesquisador: Tadeu Uggere de Andrade

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 43028115.8.0000.5064

Instituicao Proponente: SOC EDUC DO ESP SANTO UNIDADE DE V VELHA ENSINO SUPERIO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio '

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.025.083
Data da Relatoria: 15/04/2015

Apresentacao do Projeto:

A Doenca Cardiovascular (DCV) é a principal causa de morte e, nos paises desenvolvidos, que passam por
uma transi¢ao epidemioldgica, a prevaléncia de mortes esta relacionada as doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNT). Quando ha associagédo da DCV com resisténcia a insulina e com maior deposicao
de gordura visceral, é estimado um aumento na mortalidade em 2,5 vezes e, a uniao de pelo menos trés
fatores de risco cardiovascular caracterizam a 'Sindrome Metabolica (SM). Propostas dietéticas para a
prevencao de DCV como a redugéo da ingestao de sal, gordura saturada e de gordura trans,bem como a
reducdo do peso corporal sao eficazes para dim.inuic;éo da concentracéo de colesterol no sangue e da
pressao arterial. Porém, estas medidas tornam-se menos eficazes devido & baixa adesao a dieta. Diversos
estudos mostram a associacao entre o uso do kefir e a redugéo do colesterol total, triglicerideos e pressao
arterial. Contudo, néo foram avaliados os beneficios sobre o risco cardiovascular de pacientes portadores de
SM. Dessa forma, é importante verificar se o consumo de kefir &€ capaz de reduzir o risco cardiovascular
nestes individuos. Estudos podem trazer beneficios, principalmente, em relagao a qualidade de vida desta
populagao de doentes.

Objetivo da Pesquisa:
Geral: Investigar o impacto do consumo diario de leite fermentado por graos de kefir, como

Enderego: Rua Comissario José Dantas de Melo, 21

Bairro: Boa Vista CEP: 29.102-770
UF: ES Municipio: VILA VELHA
Telefone: (27)3241-2080 Fax: (27)3241-2080 E-mail: cep.uvv@gmail.com
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adjuvante, sobre o risco cardiovascular de adultos que apresentam critérios de diagnéstico da SM alterados.

Especificos: Avaliar o efeito do consumo de leite fermentado por graos do kefir sobre:

- Os componentes da SM: glicemia de jejum, circunferéncia abdominal, pressao arterial média, triglicerideos
e HDL-c;

- O risco cardiovascular, avaliado por meio do calculo do Escore de Framinghan;

- O risco cardiovascular, avaliado por meio da medida dos valores de proteina C reativa ultrassensivel,

- A ingestao alimentar dos voluntarios com SM;

- Verificar a frequéncia intestinal e a excrecgéo fecal de acidos biliares com o uso da bebida fermentada.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue sera realizada por profissional de farmacia com experiéncia em pungao venosa. A coleta
de exames laboratoriais por acesso venoso periférico ndo apresenta riscos graves ao voluntario do estudo,
conferindo um risco minimo, pois sera realizado por profissional especializado, mas caso gere desconforto
durante a realizacdo do procedimento, o0 mesmo sera imediatamente interrompido. Como a pesquisa
envolve afericao de medidas antropométricas e coleta de amostras de sangue, os voluntarios terdo os
horéarios previamente agendados para que a coleta dos dados antropométricos nao interfiram em seus
horarios de trabalho. Responder ao QFAS, apesar de poder causar como riscos 0 cansago vocal e o
constrangimento, os mesmos serdo minimizados por se tratar de instrumento cotidiano de trabalho de
profissional nutricionista, sendo

aplicado em local reservado (consultério de nutricao) e podendo ser-interrompido a qualquer momento. Vale
ressalvar ainda que o nome do voluntario ndo aparecera nos resultados da pesquisa. Aléem disso, o
voluntario pode, a seu critério, se recusar a continuar a coleta de dados.

Beneficios:

Compreendem: exame laboratorial incluindo a dos‘agem do perfil lipidico, avaliagéo da presséo arterial e do
risco cardiaco, bem como avaliacdo do estado nutricional e da composigéo corporal; além de ser
conscientizado sobre os cuidados adequados a

Enderego: Rua Comissario José Dantas de Melo, 21

Bairro: Boa Vista CEP: 29.102-770
UF: ES Municipio: VILA VELHA
Telefone: (27)3241-2080 Fax: (27)3241-2080 E-mail: cep.uvv@gmail.com
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manutencao da saude. No caso de alteracao nos exames bioquimicos ou no perfil lipidico, e/ou presenca de
risco para desenvolvimento de doenga coronariana, o voluntario recebera dietéticas e acompanhamento por
nutricionista na Clinica de Nutricao da UVV — ES e sera encaminhado para diagnéstico complementar e
acompanhamento médico colaborador da pesquisa. A pesquisa contribuira para a saude da comunidade da
UVV e para a ciéncia, na busca de alternativas para tratamentos preventivos de doencgas tao frequentes na
populagao brasileira.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta bem elaborada e devera envolver professores e funcionarios da UVV. O importante é que,
de acordo com os resultados, os envolvidos que apresentarem qualquer

alteracao nos exames bioquimicos ou no perfil lipidico, e/ou presenca de risco para desenvolvimento de
doenca coronariana, o voluntario recebera dietéticas e acompanhamento por nutricionista na Clinica de
Nutricao da UVV — ES e sera encaminhado para diagnostico complementar e acompanhamento médico
colaborador da pesquisa.

Além disso,a pesquisa contribuira para a saude da comunidade da UVV e, para a ciéncia, na busca de
alternativas para tratamentos preventivos de doencas téo frequentes na populagéo brasileira.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O termo expde, para aqueles que forem aderir é.pesquisa, todas as abordagens para cada etapa. Deixa
claro os possiveis constrangimentos que possam ocorrer e como sera contornado. Esclarece ainda que a
qualquer momento o integrante pode se desligar da pesquisa, entre outros.

Recomendacoes:

Sem recomendacoes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sem pendéncias

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
Consideragoes Finais a critério do CEP:

O colegiado sugere uma revisao de portugués para melhor compreensao do texto.

Endereco: Rua Comissario José Dantas de Melo, 21

Bairro: Boa Vista CEP: 29.102-770
UF: ES Municipio: VILA VELHA
Telefone: (27)3241-2080 Fax: (27)3241-2080 E-mail: cep.uvv@gmail.com
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VILA VELHA, 15 de Abril de 2015

Assinado por:
Valéria Rosseto Lemos

(Coordenador)
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