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Resumo

Os efeitos na saude atribuidos as bactérias probidticas sao cada vez mais
numerosos. Alguns destes estdo bem fundamentados, nomeadamente o efeito
na prevengdo, no tratamento e na recuperacao de varios tipos de diarreia,
enquanto outros sao mais inconsistentes.

O efeito hipocolesterolémico dos produtos lacteos fermentados tem sido
estudado desde 1970, mas ainda é alvo de muitas controvérsias. Foram
propostos alguns mecanismos de acg¢ao para explicar este efeito, contudo o
mecanismo exacto continua por esclarecer.

No presente trabalho foi investigado o efeito de um leite fermentado com
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum nos lipidos plasmaticos de
mulheres com valores normais ou ligeiramente elevados de colesterol
plasmatico.

O estudo consistiu num ensaio clinico controlado aleatoriamente por
placebo, com delineamento cruzado e dupla ocultagéo, constituido por dois
periodos de tratamento de 4 semanas cada, separados por uma semana de
washout. Participaram nesta intervencdo 34 mulheres saudaveis que foram
distribuidas aleatoriamente por dois grupos. Durante os periodos de
tratamento, as participantes consumiram 125 gramas do produto teste (leite
fermentado com L. acidophilus e B. longum) ou do produto de referéncia
(iogurte tradicional), trés vezes por dia, integrados na alimentagao habitual. As
analises dos parametros do estudo (colesterol total, LDL, HDL e triacilglicer6is)

foram efectuadas nas semanas 0, 5 e 10, ou seja, antes da intervengdo e no

final de cada periodo de tratamento.




vi

Os resultados deste trabalho demonstraram que o consumo do leite
fermentado com L. acidophilus e B. longum, quando comparado com o de
iogurte, reduziu de modo significativo os niveis séricos de LDL, nos individuos
com colesterolémia inicial superior a 190 mg/dl de ambos os grupos. A redugao
média esteve na ordem dos 14,3%.

Os niveis de colesterol total também diminuiram significativamente com o
produto teste, mas apenas nos individuos com colesterolémia inicial superior a
190 mg/dl de um dos grupos (grupo A). Simultaneamente a estas alteragdes,
verificou-se um decréscimo das HDL em ambos os grupos, independente da
colesterolémia inicial, apés o consumo quer do produto teste, quer do de
referéncia. As alteragbes nos triacilgliceréis ao longo do estudo foram
negligenciaveis. De salientar que nem todos os participantes responderam ao
produto. Alguns demonstraram um aumento do colesterol total, mas de modo
nao significativo.

Algumas questdes que permanecem, no entanto, por esclarecer, sdo se
estes efeitos sdo sustentaveis a longo prazo, até que ponto dependem da
quantidade de produto utilizada e se sao especificos das estirpes bacterianas e
da amostra deste estudo.

Sendo a hipercolesterolémia um dos principais factores de risco para a
doenga cardiovascular, o consumo regular destes alimentos podera representar
uma importante medida de promogéo da salde publica. Por conseguinte sdo
necessarios mais estudos que esclaregam estas questdes e que utilizem
diferentes estirpes bacterianas, outras formas de administragéo, testes de
adesdo adequados e um maior tamanho amostral, de forma a estabelecer

inequivocamente o papel dos probiéticos nos lipidos plasmaticos.
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Abstract

The number of health effects attributed to probiotic bacteria have grown
substantially. Some of these effects are well-founded, such as the prevention,
treatment and recovery of many types of diarrhea, but others are inconsistent.

The hypocholesterolemic effect of fermented dairy products has been
studied since 1970, but it is still an object of debate. Some mechanisms of
action have been proposed, but the exact mechanism for this claimed effect
remains to be clarified.

In the present work, the effect of a fermented milk containing Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium longum on serum lipids in women with normal
to borderline high serum cholesterol levels, was investigated.

The study was a randomized placebo-controlled, double-blind, cross-over
trial with two treatment periods of four weeks, separated by a washout period of
one week. Thirty four normal healthy women were included in this study.
Subjects were randomly allocated to receive the yoghurt (reference product) or
the fermented milk with L. acidophilus and B. longum (test product). During the
treatment periods, they consumed three times daily 125 g of either test or
reference product. as a part of their habitual diet.

Blood samples for serum lipid levels analysis were taken before the start of
the experiment and at the end of both treatment periods.

The results of this study demonstrate that, when compared to the reference
product, consumption of the test product resulted in significantly lower values of
serum LDL in subjects of both groups with baseline serum total cholesterol

levels higher than 190 mg/dl. Average LDL reduction was 14,3%.
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The levels of serum total cholesterol also reduced significantly, but only in
the subjects of one of the groups (group A) with baseline serum cholesterol
levels higher than 190 mg/dl. The HDL concentration decreased in both groups.
This reduction was not dependent on the baseline cholesterol levels and was
observed with both products. There were no changes on triacylglycerols
concentration throughout this study. Not all subjects seem to respond to the
product. A few subjects showed a cholesterol increment, but this was not
significant.

However, several points still require clarification: what is the effect during
long-term treatment?; is the effect dose-dependent?; is the effect specific for the
strains and for the sample used in this study?

Hypercholesterolemia is one of the most important risk factors for
cardiovascular disease. The regular consumption of fermented dairy products
could be an important public health promotion measure. Accordingly, further
investigations are required to clarify these questions and using different
bacterial strains, different delivery systems, appropriate compliance tests and
larger samples, before firm conclusions can be reached concerning the effect of

probiotics on serum lipid levels.
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1. INTRODUCAO

1.1. PROBIOTICOS

O conceito “probiéticos” evoluiu duma teoria proposta pela primeira vez por
Elie Metchnikoff, cientista russo vencedor Prémio Nobel (1908), que sugeriu que a
longevidade de camponeses bulgaros resultava do consumo de produtos lacteos
fermentados porque as bactérias ingeridas nestes produtos eliminavam as toxinas
produzidas pelas bactérias intestinais. Segundo Metchnikoff, através da
alimentacdo era possivel modular os microrganismos intestinais e substituir os
patogénicos pelos benéficos (2.

Mas as qualidades dos leites fermentados s@o ja conhecidas ha muitos
séculos. Em 76 a.C. eram ja recomendados para tratar gastrenterites, sendo
encontradas referéncias no Antigo Testamento dos efeitos benéficos do “leite
azedo” ®4.

Apesar de Metchnikoff se ter focado nas bactérias acido lacticas dos produtos
lacteos, o interesse de outros cientistas rapidamente se virou para as bactérias
acido lacticas de origem intestinal .

Um dos primeiros cientistas foi Henneberg que propés a utilizagao do
Lactobacillus acidophilus de origem intestinal para produzir o que ele chamou de
“Acidophilus-Milch”, que anos mais tarde reformulado deu origem ao iogurte. Por
volta dos anos 80 o iogurte tornou-se um sucesso na Alemanha e noutros paises
da Europa Ocidental. As espécies de lactobacilos entao utilizadas eram
seleccionadas somente com base nas suas propriedades tecnolégicas € nao nos

potenciais efeitos na saude ©®.
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Ainda que o conceito “probiéticos” tenha origem numa teoria do inicio do
século XX, o termo é relativamente recente e a respectiva definicao tem evoluido
ao longo das décadas, acompanhando a evolugao de conhecimentos. Um grupo
de especialistas em probidticos da FAO/MHO, num encontro realizado em
Outubro de 2001, introduziu a definigdo considerada mais consensual:
“Probi6ticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem um efeito benéfico ao hospedeiro” ('%9),

Geralmente os probidticos sdo consumidos sob a forma de produtos lacteos
fermentados, sendo neste caso considerados alimentos funcionais, ou seja
alimentos que podem apresentar efeitos benéficos para a saide e/ou reduzem o
risco de doengas cronicas, para além da fungéo nutricional basica ‘.

Ja ha cerca de duas décadas que os alimentos funcionais com probiéticos tém
vindo a crescer no mercado, sendo cada vez mais conhecidos pela maioria dos
consumidores ®. Menos frequentemente os probitticos sao administrados como
suplementos ou preparagées farmacéuticas ©, sob a forma de culturas liofilizadas
(capsulas, saquetas ou comprimidos). ' Num futuro ndo muito distante
poderdao ser encontrados em carnes e produtos derivados (salsichas), cereais e
vegetais fermentados ©®'? e sumos de fruta ©.

De acordo com as conclusbes de De Jong e col. (2003) os alimentos
funcionais e/ou os suplementos podem ser utilizados no contexto dum estilo de
vida saudavel ou como um meio de compensar um estilo de vida menos saudavel.
Apesar de nao consensual, outros estudos recentes indicam que € mais provavel
que estes produtos sejam utilizados por mulheres com elevado nivel de formacgao,
nao fumadoras, com uma ingestao baixa de bebidas alcodlicas e uma ingestao

adequada de nutrientes .
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Os produtos lacteos constituem o maior segmento do mercado dos
probiéticos, o que se deve em parte a existéncia de ha longa data de registos de
que os produtos lacteos sao saudaveis. Os consumidores estao ja familiarizados
com o facto de que estes produtos possuem microrganismos vivos e de que esta
associagdo € benéfica. Por outro lado, por razbes tecnolégicas, os produtos
lacteos sdo bons transportadores de probiodticos: garantem a estabilidade e
sobrevivéncia destes microrganismos sem alteragdo do aroma e do sabor durante
todo o processo de armazenagem e periodo de validade, bem como apds o
consumo ©.

Nem todos os probidticos sdo capazes de colonizar o tracto gastrointestinal
quando veiculados pelos alimentos. Para que o microrganismo probidtico possa
ser administrado oralmente deve obedecer aos seguintes requisitos: nao ser
patogénico 7#': demonstrar antagonismo contra as bactérias patogénicas
através da producgao de substancias antimicrobianas ou por competi¢cdo exclusiva
@19 ser tolerante aos acidos e a bilis; ter boa capacidade de adesdo e
colonizagdo da mucosa intestinal; chegar ao intestino grosso em quantidade
suficiente para exercer a sua accao; ter capacidade de suportar os processos
tecnologicos e permanecer viavel durante o periodo de validade do alimento; ter
boas propriedades organolépticas; apresentar efeitos benéficos evidentes para a
saiude 7'*1®: apresentar resisténcia aos antibidticos e nao transmitir ou induzir

essa resisténcia ao hospedeiro &4,

Os probiéticos devem ainda ser geneticamente estaveis e ter idealmente
origem humana 7® A relevancia deste ultimo aspecto ainda estad em debate pelos

investigadores. Acredita-se que uma estirpe probiética exerce melhor o seu efeito
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num ambiente similar ao ambiente do qual foi originaimente retirada, como € o
caso do tracto gastrointestinal humano ©.

O grupo mais vasto de probidticos compreende as bactérias acido lacticas,
que sao bactérias gram positivas anaerébias mas aerotolerantes, com a
capacidade de digerir a lactose e outros agucares e converté-los em acido lactico,

(9,14)

diminuindo, consequentemente, o pH do microambiente . A este grupo

pertencem os géneros Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,

Pediococcus e Bifidobacterium ¥

. Os géneros de bactérias mais utilizados e
considerados mais benéficos s&o os Lactobacillus e os Bifidobacterium (%1219

As bactérias acido lacticas desenvolvem-se em ambientes ricos em nutrientes
tais como alimentos, plantas, solo, agua, adubo, esgoto e silagem. Quando
presentes nos alimentos podem fermenta-los e/ou estraga-los .

Estima-se que o complexo ecossistema da microflora intestinal do adulto
abrigue cerca de 500 espécies diferentes de bactérias. Algumas destas sao
potencialmente prejudiciais devido a capacidade de produgdo de toxinas, de
invasdo da mucosa e a capacidade de activagdo de carcinogénicos e de
respostas inflamatérias '"). As bactérias acido lacticas sdo habitantes da cavidade
oral, da vagina e do tracto gastrointestinal do homem e podem ter uma influéncia
benéfica nestes ecossistemas humanos, nomeadamente as estirpes de
Bifidobacterium e Lactobacillus ©.

Existem muitas espécies de Lactobacillus. Estas sao bactérias anaerébias
facultativas, a maioria delas de origem humana . As espécies de Lactobacillus
das quais as estirpes de probiéticos foram isoladas incluem: L. acidophilus, L.

johnsonii, L. casei, L. thamnosus, L. gasseri e L. reuteri ©.
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Os Bifidobacterium também de origem maioritariamente humana, séo
bactérias estritamente anaerobias'” As estirpes de Bifidobacterium isoladas
englobam: B. bifidum, B. longum e B. infantis ©.

Diferentes estirpes de bactérias probidticas podem exercer efeitos distintos
baseados em capacidades e actividades enzimaticas especificas, mesmo dentro
da mesma espécie. Os varios microrganismos expressam preferéncias por habitat
que podem diferir de hospedeiro para hospedeiro. Considerando a grande
variedade de espécies, de caracteristicas das estirpes e as especificidades de
habitat, torna-se evidente que o efeito probiotico de uma estirpe ou espécie nao

pode ser imputado a outra‘”.

1.1.1. Seguranga

A seguranga dos microrganismos mais frequentemente utilizados nos
probiéticos tem sido confirmada ao longo dos muitos anos de utilizagdo na histéria
humana. Registos de efeitos prejudiciais raramente foram encontrados, sendo
esta prova um dos melhores testes de seguranga (/%19

Quando novas estirpes, espécies e géneros sio seleccionados, o0s
procedimentos normais de seguranca sao rigorosamente seguidos. A taxonomia
apropriada € exigida na descricdo da estirpe probidtica e constitui um requisito
para a sua comercializagao 9.

O Grupo de Trabalho da FAO/WHO elaborou um documento com um conjunto
de normas para avaliagdo dos probidticos nos alimentos, segundo as quais, ap6s
identificagcdo das estirpes por métodos fenotipicos e genotipicos e depésito da
estirpe numa cultura internacional, sao desenvolvidos estudos in vitro e in vivo,

em animais e com confirtnagdo no Homem (normalmente com desenho
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duplamente cego, aleatdrio e controlado por placebo), de forma a que a
seguranga dos produtos fique comprovada %%,

Este Grupo de Trabalho reconhece a importancia da validagdo da qualidade
dos instrumentos de avaliagao utilizados nos estudos, recomenda a confirmacgéao
dos resultados em mais que um centro de investigagdo bem como a publicagao
em revistas cientificas e médicas, inclusive dos resultados negativos 2%,

O numero de estudos que seguiu grandes populagdes durante longos
periodos de tempo, com uma monitorizagdo simultdnea dos efeitos adversos, €
escasso @V

No que diz respeito as doses, as generalizagbes sao dificeis devido a
utilizagdo de multiplas estirpes em diferentes doses e variados padroes de
consumo. Na maioria dos ensaios sdo utilizadas entre 10° e 10° Unidades
Formadoras de Colénias (UFC). Contudo, estes intervalos podem variar muito e,
tendo em conta que os efeitos dependem do nimero de agentes utilizado, da
dose, dos padroes de consumo e das caracteristicas do hospedeiro, é
fundamental a realizacdo de estudos que estabelecam claramente as
especificidades para cada efeito ?".

A falta de regulamentagdo e uniformizacdao dos probiodticos relativamente a
estes aspectos, por um lado, dificulta a recomendacgéo de estirpes especificas na
pratica clinica e, por outro, permite a existéncia no mercado de produtos
ineficazes @").

Ha uma necessidade crescente da industria em providenciar informagao mais

util ao consumidor sobre o teor em probiéticos dos alimentos . O rétulo alimentar

deveria mencionar, nao sO 0s géneros e as espécies destes microrganismos, mas
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também o nivel minimo das estirpes viaveis presentes no final do prazo de
validade e alegagdes de satide mais especificas e inequivocas %

Na maioria dos casos os lactobacilos e as bifidobactérias utilizados na
industria alimentar, tal como os mais estudados em ensaios clinicos, parecem ser
seguros e bem tolerados por adultos e criangas saudaveis “". Consumos diarios
de 108-10° UFC de Lactobacillus e Bifidobacterium durante periodos inferiores ou
iguais a um ano nao provocaram efeitos adversos. A ocorréncia normal destas
bactérias comensais na flora de mamiferos e a sua segura utilizagao numa
diversidade de alimentos e de suplementos a nivel mundial suportam esta

conclusao 9.

1.1.2. Efeitos gerais

A terapéutica com probiéticos baseia-se no conceito duma microflora saudavel
(7 A utilizagdo de culturas de bactérias probiéticas estimula o crescimento dos
microrganismos benéficos no intestino, em detrimento dos patogénicos e reforgca
os mecanismos de defesa naturais do organismo ©.

A bactérias probidticas podem ajudar a normalizar a permeabilidade intestinal,
a equilibrar a microecologia alterada, melhorando, desta forma, a fungdo de
barreira imunolégica da mucosa do intestino 7.

Sao especialmente as condigbes clinicas associadas a uma deterioragdo
destas fungbes que beneficiam dos probidticos, nomeadamente as doencas
infecciosas e inflamatorias '”. E possivel que estes efeitos sejam mais notérios e
de maior relevancia clinica em populagoes de maior risco, como recém-nascidos,

criangas desnutridas e pessoas com malabsorgao severa .
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A evidéncia que suporta as vantagens nutricionais dos pre e probiéticos,
geralmente baseada em RCT e na consisténcia de resultados de estudo para
estudo, esta a crescer rapidamente “%°.

Os efeitos na saude atribuidos & utilizagédo dos probidticos s@o numerosos.
Alguns destes estao muito bem documentados, outros sdo mais inconsistentes ).

Este trabalho incide essencialmente no papel dos probiéticos nos lipidos

plasmaticos (aprofundado em 1.1.3. Efeito hipocolesterolémico), pelo que os

efeitos gerais s&o abordados de forma resumida.

1.1.2.1. Diarreia

Varios tipos de diarreia podem beneficiar da utilizagéo dos probidticos, na sua
prevencdo, tratamento e recuperagéo: a diarreia associada aos antibiéticos, a
infecgdo por rotavirus e a quimioterapia e, em menor extens&o, a diarreia do
viajante (1,2.14,16,22.24-27)

De um modo geral a utilizagdo de probiéticos resulta numa diminuicdo da
duragéo e da frequéncia dos episodios de diarreia "%,

A diarreia associada aos antibiéticos ocorre em cerca de 20% dos doentes em
antibioterapia e resulta essencialmente dum desequilibrio dos microrganismos
intestinais ).

Varios RCT ja demonstraram que o Saccharomyces boulardi, o L. rhamnosus
GG e o Enterococcus faecium SF68 sdo significativamente mais eficazes do que
o placebo na redugéo do risco de diarreia em voluntarios saudaveis e em doentes

em antibioterapia *'". A administragéo oral de S. boulardi em homens e animais

a receber antibittico, diminuiu a colonizagdo do ecossistema endégeno e a
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producado de toxinas pelo Clostridium difficile e, noutros estudos, mostrou-se
eficaz na melhoria da funcéo de barreira do intestino (22

O mecanismo envolvido ainda ndo esta determinado. Inclui provavelmente a
producéo de acidos, de peroxido de hidrogénio e de substancias antimicrobianas,
a competicdo por nutrientes e receptores de adesdo, as acgbes antitoxina e a
estimulagao do sistema imunitario %29,

O efeito benéfico do L. rhamnosus GG no tratamento de diarreias devido a
infecgao por rotavirus foi bem comprovado por Guandalini e col. (2000) e Marteau
e col. (2001). Outros probi6ticos também sao provavelmente eficazes %'"2? |

O papel preventivo do B. bifidum e do Streptococcus thermophilus foi
demonstrado por Saavedra e col. (1994), num RCT duplamente cego com
criangas admitidas numa unidade de cuidados crénicos hospitalares. A diarreia
ocorreu em 7% das criangas que receberam probidticos versus 31% nas que
receberam o controlo, e a infecgao por rotavirus ocorreu em 10% versus 39%
(11,17,22)_

Os efeitos benéficos no tratamento da diarreia aguda e nas doengas
inflamatérias intestinais podem ser explicados por uma estabilizagao da microflora
indigena, por uma redugdo da duragdo da infeccio por rotavirus, por uma
diminuicdo da permeabilidade intestinal (aumentada devido a infecgdo por
rotavirus) e por um aumento significativo das células secretoras da Ig A para este
virus (1728

A diarreia aguda ocorre em cerca de metade dos viajantes, em zonas de alto
risco. Foram desenvolvidos alguns ensaios clinicos com probidticos, mas

geralmente a metodologia utilizada (variedade dos agentes, populagéo estudada,
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areas geograficas, objectivo, critérios de exclusao e tratamento estatistico) nao foi
uniforme nem suficiente para tracar conclusdes consistentes ©"%2).

De qualquer forma, alguns estudos mais recentes indicam um efeito protector
de algumas estirpes de bactérias acido lacticas relativamente a este tipo de
diarreia @', nomeadamente do L. rhamnosus GG, o que podera representar uma
redugdo da probabilidade de diarreia de 25 a 50%, em zonas geograficas de

elevado risco '

1.1.2.2. Doencga Inflamatéria Intestinal

As doengas inflamatérias do intestino sdo doengas de causa desconhecida
caracterizadas por inflamagées cronicas e recorrentes. Incluem colite ulcerosa,
doenga de Crohn e inflamagdo crénica da bolsa ileal. Os mecanismos
responsaveis pela iniciagao e perpetuacao do processo inflamatério permanecem
desconhecidos (1122

Pensa-se que, para que estas doencas ocorram, tem de haver uma
predisposicédo genética, um distirbio imunolégico e a influéncia de agentes
desencadeadores intraluminais, tais como substancias alergénicas, antigénios,
bactérias ou viroses 7).

Considerando a importéncia crescente destas doengas nos paises
industrializados e interligando todos estes factores que podem estar na sua
origem, Isolauri (2001) sugere que o decréscimo dos mecanismos de defesa
intestinal do hospedeiro nas sociedades ocidentais, verificado nas Ultimas
décadas, pode ser um resultado da alimentacao 7.

Logo ap6s o nascimento a distribuicdo das espécies de bactérias no intestino

e determinada pela alimentagdo. Os alimentos esterilizados e processados, os
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alimentos com adogantes artificiais, com conservantes e com antibioticos sao
cada vez mais comuns nos paises industrializados. Todas estas substancias
podem privar o sistema imunitario de importantes sinais ambientais indutores de
tolerancia, tais como processos anti-inflamatérios promovidos por microrganismos
especificos e antioxidantes externos fornecidos por hortofruticolas frescos 7.
Varios ensaios recentes demonstraram que alguns probibticos podem ter
grande interesse clinico na prevencdo e tratamento das doengas inflamatérias
intestinais. Para alguns o nivel de evidéncia esta proximo do necessario para que

estes produtos sejam recomendados na pratica clinica. No entanto, muitos outros

necessitam de mais investigagao #2225

1.1.2.3. Sindroma do Intestino Irritavel

Alguns estudos demonstraram diminuigoes significativas na obstipagao
associada a Sindroma do Intestino Irritavel (1629,

Pelo menos dois ensaios clinicos evidenciaram que alguns probiéticos podem
influenciar o tempo de transito intestinal em adultos saudaveis mas,

presentemente, a maioria dos estudos apresenta resultados negativos, pelo que o

nivel de comprovacéo ainda é baixo. (229

1.1.2.4. Intolerancia a lactose

As bacterias classicamente adicionadas aos produtos lacteos, nomeadamente
o L. bulgaricus e o S. thermophilus, podem exercer uma actividade lactasica in

vivo no limen intestinal, facilitando a digestdao e aliviando a intolerancia a

lactose?"
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Este efeito € motivado pela lactase presente nas bactérias do iogurte e
libertada quando estas sofrem a lise pelos acidos biliares (172239,

Ha, no entanto, resultados ndo tao esclarecedores com outras bactérias (L.
acidophilus, Bifidobacterium, entre outros) o que podera estar relacionado com
um ndamero reduzido de células utilizado nos produtos e com a capacidade que os
lactobacilos e as bifidobactérias tém de resistir a bilis, impedindo a libertagio da
lactase intracelular ¢'9.

Alguns estudos comparativos do S. thermophilus e do L. acidophilus mais o
Bifidobacterium, ndo encontraram diferengas significativas na digestao da lactose,
mas sim na actividade lactasica, o que levou os investigadores a atribuir a aptidao

em digerir este aglcar a capacidade destas bactérias em atrasar a velocidade de

esvaziamento gastrico e n&o a lactase microbiana 9.

1.1.2.5. Cancro do Cdélon

O consumo regular de alguns probiéticos pode reduzir o nivel de enzimas
fecais, de mutagénicos e de acidos biliares secundarios, substancias que poderao
estar envolvidas na carcinogénese do colon (222,

Alguns lactobacilos e bifidobactérias tém a capacidade de diminuir o nivel de
enzimas fecais, nomeadamente a B-glucuronidase, a p-glucosidase, a
nitroredutase e a urease, enzimas envolvidas na activacdo metabdlica de
mutagénicos e carcinogénicos 4%) A capacidade de degradar compostos
nitrosados e a de inibir o crescimento da flora que produz estes compostos,
também s&o mecanismos referidos por Mombelli e Gismondo ™.

Actualmente decorrem varios ensaios clinicos a nivel europeu com o objectivo

de esclarecer o efeito dos probiéticos nos adenomas do colon (111214.22),
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1.1.2.6. Helicobacter pylori

Existem alguns estudos in vitro sobre a ac¢éo antagonista de algumas estirpes
de Lactobacillus em relagao a H. pylori %223V

Recentemente tém sido desenvolvidos varios estudos in vivo no Homem @2,

Canducci e col. (2000) e Felley e col. (2001) demonstraram em dois RCT que
a ingestao de um leite fermentado contendo L. acidophilus vivo ou inactivo pelo
calor, ajudava a diminuir a colonizagéo gastrica pela H. pylori ®?. Cremonini e col.
(2002) verificaram que o L. rhamnosus GG, o S. boulardii € uma combinagao de
Lactobacillus com Bifidobacterium tiveram um efeito preventivo da infecgdo por H.
pylori no Homem e Wang e col. (2004) concluiram que o L. acidophilus La5 e a B.

lactis Bb12, um efeito supressivo desta infecgéo. ¢'32

1.1.2.7. Imunomodulacéo

A capacidade de adesdo das bactérias probiéticas permite uma interacgao
com a superficie da mucosa intestinal, um maior contacto com o tecido linfoide
associado e assim uma mediagdo dos efeitos imunes locais e sistémicos ©3 A
adesdo também promove a exclusdo competitiva das bactérias patogénicas do
epitélio intestinal ®,

Muitos dos efeitos dos probitdticos sdo mediados por imunorregulacéo através
dum controlo do balango das citocinas pro e anti-inflamatérias 4. Existem,
todavia, diferengas quer quantitativas, quer qualitativas, na exclusio, eliminagao e
regulagéo imunes entre as varias bactérias 4.

Varias estirpes probidticas demonstraram induzir in vivo a libertagdo de

citocinas pro-inflamatorias, do factor de necrose tumoral e da interleucina 6, o que

reflecte a estimulagao da imunidade nao especifica '?.
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A estimulagdo de respostas imunes humorais especificas e de respostas nao
especificas a antigénios potencialmente prejudiciais, foi documentada para o B.
bifidum, para o B. breve e para o L. rhamnosus GG, entre outros ",

Apesar dos efeitos de imunomodulagao serem promissores, 0s mecanismos
envolvidos nao estdo bem identificados ***. A resposta humoral especifica
parece ser induzida localmente por alimentos com substancias alergénicas e por
microrganismos patogénicos 4.

Um aumento das células secretoras de IgM e da seroconversao da IgA e da
IgM, foram demonstrados para o L. rhamnosus GG. A indugéo da IgA in vitro (no
Rato) provocada pelas bifidobactérias, foi observada por Yasui e col. ¥,

A avaliagdo da imunidade celular através da actividade fagocitaria, da
actividade das células Natural Killers (NK) e da producdo de citocinas em
individuos saudaveis, levou a resultados contraditérios. O L. casei ndo afectou a
imunidade sistémica em individuos saudaveis, enquanto que o L. johnsonii
incluido num leite fermentado, aumentou significativamente a actividade
fagocitaria (1429

Nao obstante a controvérsia de alguns estudos ¥, Isolauri e col. (2001)
defendem que muitos dados propéem que os probiéticos podem ser ferramentas

inovadoras no alivio da inflamagao intestinal, na normalizagéo da disfungéo da

mucosa intestinal e na regulagao das reacgdes de hipersensibilidade 4.

1.1.2.8. Alergia alimentar
Uma aplicagéo mais especifica das bactérias acido lacticas é nas reacgdes
alérgicas a caseina. Alguns lactobacilos degradam esta proteina em peptideos

mais pequenos e aminoacidos (4.
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O efeito do L. rhamnosus GG em criangas com eczema atépico apos
eliminagcdo do leite de vaca da alimentagdo, foi estudado. Os resultados
demonstraram uma redugao significativa na extensdo e na severidade da
dermatite atopica ). Isto podera ser devido a uma diminuigdo da inflamagéo
intestinal e da reacgao de hipersensibilidade, mas o mecanismo exacto ainda néao
esta determinado %',

Resultados similares foram obtidos em adultos hipersensiveis ao leite, cuja
resposta imunoinflamatéria caracteristica foi prevenida através da jungdo duma
estirpe probiotica ao leite .

A microfiora intestinal pode contribuir para o processamento de antigénios
alimentares e reduzir a respectiva imunogenicidade #". Os microrganismos do
intestino contribuem para o desenvolvimento duma populacéo de células T helper
(Th) “obedientes” a indugéo da tolerancia oral ?".

As inflamagbes alérgicas poderdo representar um novo alvo da terapéutica
com probioticos, quer através do controlo da produgao excessiva da IgE, quer do

controlo no desenvolvimento das células Th 2, ambas respostas caracteristicas da

atopia (7).

1.1.2.9. Infecgbes urogenitais

Alguns estudos in vitro verificaram que as bactérias acido lacticas interferiam
no crescimento e na ades&o de microrganismos patogénicos nos tractos urinario e
vaginal 1214,

Num modelo de Rato, o L. fermentum foi eficaz no tratamento da infecgao

urinaria por E. Coli, quando administrado oralmente com doses baixas de
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antibiético e o L. casei foi capaz de prevenir a infecgao no Rato, quando instilado
na bexiga 9.

Um estudo desenvolvido por Hilton, concluiu que a administragdo oral de L.
johnsonii reduziu significativamente a candidiase vaginal ¢,

Outros estudos com lactobacilos apresentaram resultados contraditorios e

ainda existem poucos RCT que suportam estes efeitos %1214,

Recentemente tém surgido algumas evidéncias sobre o potencial papel dos
probidticos na reducio da severidade das doengas respiratorias @*'" na
prevengdo da recorréncia do cancro da bexiga ?'**® e na diminuigdo da
hipertensao @ bem como estudos sobre a relagao inversa entre o consumo de
iogurte e o cancro da mama ©.

O efeito na colesterolémia & ainda muito controverso ?315%) g ¢ efeito nos
triacilgliceréis pouco estudado 12,

Sao necessarios mais RCT que comprovem a eficicia dos agentes, que
envolvam comparagdes agente-dose, custo-beneficio e que esclarecam os
mecanismos exactos pelos quais os probidticos exercem os seus efeitos @,
Alguns efeitos estdo claramente demonstrados, no entanto, a extrapolagéo dos
resultados para outras situagdes clinicas, outros produtos, outras doses e outras

estirpes deve ser evitada %9

1.1.3. Efeito hipocolesterolémico
O primeiro registo da influéncia dos produtos lacteos nos lipidos sanguineos
do Homem data de ha mais de 30 anos. Shaper e col. (1963) e Mann e Spoerry

(1974) observaram que os homens das tribos africanas Samburu e Maasai
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apresentavam uma redugao do colesterol sérico apés o consumo de grandes
quantidades (4-8,3 L/dia) de um leite fermentado com uma estirpe de
Lactobacillus ®>*?. A incidéncia de doengas cardiovasculares nestas tribos era
relativamente baixa, apesar da alimentacdo aterogénica, caracterizada pelo
elevado consumo de carne, sangue e leite ©.

Este estudo levou outros cientistas a procurar um factor presente no leite
responsavel pelo efeito hipocolesterolémico “**". Buonopane e col. (1992)
concluiram que o consumo de 1,1 L por dia de leite magro provocava
decréscimos significativos nas concentragdes séricas de colesterol e de
triacilglicerdis apenas no grupo dos individuos que apresentava um colesterol
inicial (no baseline) superior a 4,9 mmol/L ©%.

Howard e Marks (1977) verificaram (no Homem) que o consumo de 2 L por dia
de leite gordo e leite magro reduziu o colesterol sérico em 5 e 15%,
respectivamente, enquanto que o consumo da mesma quantidade de gordura
lactea, sob a forma de manteiga, aumentou o colesterol em 7% ©9.

Varios estudos chegaram a conclus&o que o leite, gordo ou magro, diminui as
concentragbes séricas de colesterol. Sdo propostos diferentes mediadores, em
particular, o magnésio, a riboflavina, o acido orético, a IgG, um factor inibidor
desconhecido ou mesmo a flora intestinal, mas nenhum dos estudos demonstrou
qual o componente exacto responsavel por este efeito 9

Estudos no Homem sobre os produtos lacteos fermentados e a colesterolémia

tém sido conduzidos desde 1970 ©9.

A observacdo de que alguns animais excretam nas fezes quantidades de

colesterol maiores do que as de animais “isentos de germes” sugere, segundo
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Eyssen (1973), que microrganismos colonizadores do intestino podem influenciar
os niveis plasmaticos de colesterol @

Muitos estudos em animais apontam para um efeito hipocolesterolémico dos
produtos lacteos fermentados mais eficaz do que o dos produtos lacteos nao
fermentados e que, de facto, o conteido em bactérias pode ser responsavel por

(35,38)

este efeito. O efeito hipocolesterolémico tem sido alvo de muitas

2 varios estudos in vitro tém demonstrado o efeito

controversias
hipocolesterolémico de algumas bactérias e o nimero de estudos in vivo no
Homem tem vindo a aumentar “°.

Algumas investigacbes mostram que a combinagdo de varios tipos de
bacterias exerce um efeito mais favoravel no metabolismo do colesterol do que
apenas um tipo e que diferentes estirpes de bactérias acido lacticas exercem

(35,39,42) 0]

efeitos diferentes nos niveis de colesterol iogurte também ja

demonstrou ter um efeito hipocolesterolémico no Homem, apesar deste efeito ser
em alguns casos transitério #5638,

Anderson e col. (1995) compararam um leite com baixo teor em gordura
(1L/dia) com um leite também de baixo teor em gordura mas fermentado com
estirpes de L. /actis e L. cremoris (ha mesma quantidade — 1L/dia) em individuos
ileostomizados e apesar de ndo terem encontrado diferengas significativas nos
niveis séricos de colesterol total, a absorgéo intestinal deste lipido foi inferior no
grupo que consumiu o leite fermentado. ©®

O efeito lipidico do Gaio ®, um leite fermentado produzido pela acgio da
cultura bacteriana constituida por uma estirpe de Enterococcus faecium e duas

estirpes de S. thermophilus (cultura CAUSIDO ®), tem sido amplamente

investigado. As estirpes bacterianas deste produto foram isoladas da flora
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intestinal dos habitantes do Caucaso, uma regidao conhecida pela longevidade do
seu povo e onde o leite fermentado € uma parte fundamental da alimentacao.
(36,43)

Agerbaek e col. (1995) encontraram redugdes de 6% para o colesterol total e
de 10% para as LDL, apés o consumo de 200 ml/dia de Gaio ® durante o periodo
de 6 semanas. Um RCT desenvolvido por Richelsen e col. (1996) chegou a
conclusao que a reducao das LDL verificada apés um més de consumo de 200 ml
por dia deste mesmo leite fermentado ndo se manteve durante os 6 meses de
duragéo do estudo 38394344 A interpretacao deste RCT foi dificil pelo facto de
que durante a segunda metade do estudo as concentragées do E. faecium do
produto teste baixaram de 2x 10° UFC/ml para 10*-10° UFC/ml. Uma redugado
destas bactérias pode ter sido responsavel pela diminuigao da eficacia do produto
ja que varios estudos in vifro demonstraram que o S. thermophilus é acido-
sensivel e ndo sobrevive & passagem pelo intestino delgado, pelo menos em
quantidade significativa, logo o E. faecium seria o responséavel pelo efeito benéfico
deste leite fermentado. 644,

Sessions e col. (1998) ndo encontraram qualquer efeito deste mesmo produto
nos niveis de colesterol *® mas, Larsen (2000) ao comparar 5 tratamentos (o
Gaio ®, um iogurte contendo S. thermophilus e L. acidophilus, um outro iogurte
com S. thermophilus e L. rhamnosus, o iogurte placebo e o placebo em
comprimidos) constatou que apenas o Gaio ® reduziu as LDL (em 8,4%) no grupo
dos individuos com excesso de peso. Esta redugéo teve significado estatistico
apenas quando comparada com o placebo (em iogurte e em comprimidos), pelo

que este efeito foi atribuido & cultura CAUSIDO ®, particularmente ao E. faecium.

(36,44)
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Larsen e col. (2000) conduziram uma meta-andlise de estudos de intervengéo
com o objectivo de avaliar o efeito da cultura CAUSIDO ® nos niveis plasmaticos
de colesterol total e das LDL. Com base em 5 estudos de curta duracgéo,
concluiram que os produtos fermentados com esta cultura provocavam uma
reducao estatisticamente significativa e clinicamente importante de 5% nas LDL,
mas que sao necessarios mais estudos de longa duragdo que confirmem se este
efeito é sustentavel ao longo do tempo “9.

No que diz respeito ao L. acidophilus, alguns estudos no Homem suporta o
efeito hipocolesterolémico (Schaafsma e col., 1998; Anderson e Gilliland, 1999,
Ashar e Prajapati, 2000) ©™%% mas também s3o encontrados resultados
controversos que salientam a necessidade de mais investigagao (De Roos e col,,
1999; Larsen e col., 2000; De Roos e col., 2000; Kiebling e col., 2002; Lewis e
Burmeister, 2005) (28:44.46-48)

Quanto ao B. longum, existem algumas evidéncias mas em menor nimero.
Xiao e col. (2003) verificaram uma redugao significativa do colesterol no grupo de
individuos com colesterol inicial superior a 240 mg/dl, ao fim de 4 semanas de
consumo de um iogurte liquido enriquecido com B. longum BL1, o que vem apoiar
o potencial efeito benéfico desta bactéria no perfil lipidico “©.

O efeito conjunto destas duas bactérias (L. acidophilus e B. longum) nos
lipidos plasmaticos, foi investigado por Kiessling e col. (2002). Este estudo
demonstrou que o consumo de 300 g por dia de um iogurte enriquecido com L.
acidophilus 145 e B. longum 913 e enriquecido com oligofrutose (1%), nao
diminuiu o colesterol total e as LDL, em 29 mulheres saudaveis, tendo sido
verificado, no entanto, um aumento da concentragio das HDL e uma consequente

melhoria da relagéo LDL/HDL, efeitos estes nao relacionados com a presenca de
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oligofrutose ou dos microrganismos no leite fermentado, mas sim com o consumo
a longo prazo do iogurte 47,
Na tabela 1 estdo resumidos alguns RCT recentes que envolveram as

espécies L. acidophilus e B. longum.
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Tabela 1- Resumo de alguns RCT recentes com as bactérias L. acidophilus e B. longum

REFERENCIA DESENHO AMOSTRA PRODUTO ESPECIES/ RESULTADOS
- n e sexo (M/H) - tipo ESTIRPES {com significado
- idade - dose (g ou estatistico)
- outras caracteristicas ml)
- duraciio da
intervenciio
(semanas)
Schaafsma e 30H LF L -4.4%CT
38 Cruzado — 1 sem washout acidophilus(DN
col. 1998 %Y Controlado alcatoriamente 3764 I2Bml 053¢ “S4% LI
por placebo normolipidémicos 2x3 sem. DN112.096)+  —53% LDL/HDL
Dupla ocultagio fruto-
oligossacéridos
Anderson e 22M 18H LF -32%CT*
- Cruzado — 2 sem washout L acidophil
Gilliland 1999 Controlado aleatoriamente ~ 32-61 200 < SEITODITLNS
39 r placebo 2x4 L-1
B pD(:,p?a ocultagiio c/ hipercolesterolémia
primaria
De Roos ¢ col. Paralelo — 2. " 56M 22H logurte LA ——_ =CT
(46) Controlado aleatoriamente  18-65 500 : =LDL
1999 i : . .
R plane normolipidémicos
Larsen 2000 Paralelo ~ 5 gropos 50M 20H LF S. termophilus  —84% LDL'
(44) Controlado aleatoriamente  1g.55 450 L. acidophilus
por placebo 8 L. rhamnosus
Dupla ocultagdo o/ excesso peso & obesos E. faecium
Ashar e 27 LF ¢/ pouca -21-12%CT"
N dad by . 2
Prajapati 2000 Paralelo - 4 grupos e OMESAOE gord, L. acidophitus _y 40/, 1 DLMDL"
(7 normo ¢ 200 V3 -1,3% CT/HDL"
hiperlipidémicos 3 sem + TG(0,53¢/L)™
Kiessling e col. 29M logurte =CT
k) Cuzado 9 dias washout 19.56 simbiotico L acHdophilus  _ypy,
Controlado aleatoriamente  pormo e 00 11345 013 +HDL (0,3
por placebo hiperlipidémicas e + EIERON mmol/L)
Dupla ocultaglio (+ oligofrutose) +LDL/HDL
Xiao e col. 32H Iogurte -CT*
2003 40 Paralelo ) 28-60 liquido ¢/
Controlado aleatoriamente  pormo e q B. longum BL1
por placebo hiperlipidémicos pouca gord.
Ocultacdo simples 300
4
Lewise 51M 28H Capsulas =CT
. Cruzado — 6 sem washout L. acidophil
Burmeister Controlado aleatoriamente ~ 20-65 GxIOOEC) ~omwpie =ED
(48) por placebo hipercolesterolémicos 2x 6 sem LA-1 =HDL
2005 Dupla ocultagio (>5,0mmol/L) =TG

M — Mulheres; H — Homens; LF — Leite fermentado; Iogurte LA — iogurte enriquecido com L. acidophilus, CT — colesterol total;
LDL - colesterol das lipoproteinas de baixa densidade; HDL — colesterol das lipoproteinas de alta densidade; TG — triacilglicerdis.

* Apenas no 1°periodo de tratamento.
* Apenas no grupo dos individuos com excesso de peso que consumiram o Gaio ® (S. thermophilus e E. faecium)

* Apenas nos grupos com CT=2,0-2,2 g/L. e com CT=2,2-2,5 g/L, respectivamente.

** Apenas no grupo com CT borderline (CT=2,0-2,2 g/L).

LTl

Apenas no grupo com CT<2,0 g/L.

* Apenas no grupo com CT inicial >240 mg/dl.
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1.1.3.1. Mecanismos de acg¢ao

Foram propostos alguns mecanismos para explicar este efeito dos probioticos.
Os mais comuns incluem: a desconjugagao enzimatica dos sais biliares, a
assimilacdo directa do colesterol pelas bactérias probitticas, a adesdo do
colesterol a superficie celular das bactérias “*°" e as acgoes fisiolégicas dos
produtos finais da fermentagédo dos acidos gordos saturados de cadeia curta, em
particular do propionato 63952,

Varios lactobacilos e bifidobactérias ja demonstraram ter capacidade para
hidrolizar in vitro os sais biliares conjugados e consequentemente diminuir o
colesterol devido a precipitacdo deste com os acidos biliares desconjugados, a
medida que o pH do meio vai diminuindo com a produgio de acido %36:3849 A
actividade da hidrolase dos sais biliares presente em algumas bactérias acido
lacticas podera ter um papel importante neste mecanismo ©®. Os acidos biliares
desconjugados sdo menos sollveis € menos absorvidos pelo lGmen intestinal do
que os conjugados. Assim a desconjugacao levaria a um aumento da excregéo
fecal dos acidos biliares desconjugados e a respectiva diminuigdo das
quantidades absorvidas na circulagdo enterohepatica e das concentracdes
séricas, 0 que resultaria num mecanismo de compensacgéo hepatico de aumento
da captagéo do colesterol para a sintese de novo dos 4cidos biliares (28:35:36.53.54)
Entao, em condigcdes de equilibrio, a desconjugacéo dos sais biliares provocaria

uma redugao do colesterol sérico através do aumento da formagdo de novos

acidos biliares ou através da redugdo da absorgao intestinal do colesterol, ja que

parte desta deixaria de ser suportada pelos sais biliares ©%3653.55)
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Contudo, in vivo, este mecanismo seria pouco provavel, porque o pH do tracto
intestinal &€ geralmente superior a 6,0 e a desconjugacédo e a coprecipitagao
ocorreriam a um pH inferior a 5,5 649,

Buck e Gillland (1994) ao estudarem varias estirpes de L. acidophilus de
origem humana, concluiram que o L. acidophlus L1 apresentava uma elevada
actividade in vitro no que respeita a resisténcia a bilis, a hidrélise dos sais biliares
e a assimilagao do colesterol ®*%®_Qutros estudos in vitro com diferentes estirpes
de L. acidophilus também ja demonstraram que a remocado do colesterol era
provavelmente provocada por uma coprecipitagdo com os sais biliares
desconjugados em meio acido ©#%3¢*8%657)_Gijlliland prop6s que, se uma estirpe de
Lactobacillus que exiba uma elevada actividade da hidrolase dos sais biliares for
incorporada no tracto intestinal, a hidrélise da bilis aumenta %)

Algumas bactérias podem interferir com a absorgao intestinal de colesterol
quer através duma desconjugacao dos sais biliares, quer por assimilagao directa
do colesterol *®*%. Noh e col. (1997) verificaram in vitro que o L. acidophilus
ATCC 43121, captava o colesterol durante o crescimento a um pH de 6,0, pelo
que a coprecipitagdo nao seria o tnico mecanismo responsavel 2.

A hipétese de assimilagado ou de coprecipitagio do colesterol por espécies de
Bifidobacterium foi estudada por Tahri e col. (1995). Neste estudo verificou-se
uma intensa ligagao entre a superficie celular e o colesterol, que foi considerada
como uma captagdo do colesterol para o interior das células. Os autores
concluiram que esta assimilagao estava dependente do crescimento celular e da
presenca de sais biliares e assim, que a remogao do colesterol ndo poderia ser
atribuida apenas a coprecipitagdo do colesterol com sais biliares desconjugados

mas sim a combinagao dos dois mecanismos, a desconjugacgéo e a assimilagao.
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@8 Dambekodi e Gilliland (1997) confirmaram este efeito de assimilagdo do
colesterol in vitro, na membrana celular do B. longum ®® e Xiao e col. (2003)
comprovaram a forte actividade da hidrolase dos sais biliares desta bactéria (B.
longum BL1), bem como a eficacia em melhorar o perfil lipidico no Homem e no

Rato “0

Outro mecanismo possivel é a adesdo do colesterol a superficie celular das
bactérias, sem incorporagdo na membrana. Hosono e Tono-oka (1995)
verificaram que as bactérias acido lacticas, incluindo os Lactococcus, tém a
capacidade de ligar o colesterol as suas células. Os investigadores sugeriram que
poderia ser um fenémeno fisico relacionado com a parede celular 9.

Os acidos gordos de cadeia curta também podem ter um papel na melhoria do
perfil lipidico ©53%%2  As bactérias probioticas, uma vez no intestino humano,
fermentam hidratos de carbono indigeriveis o que resulta num aumento destes
acidos gordos %%

A produgéo de acidos gordos de cadeia curta no intestino grosso anda a volta
dos 100 a 450 mmol por dia, com as proporgdes de acetato, propionato e butirato
em cerca de 60:20:15, respectivamente, dependendo do substrato ©%% O
acetato, no soro, parece aumentar os niveis de colesterol, enquanto que o
propionato aumenta a glicémia e baixa a resposta hipercolesterolémica do
acetato, através duma redugdo da sua utilizagdo pelo figado para a sintese de
acidos gordos e colesterol %) Todavia, para haver um efeito
hipocolesterolémico, teria que ser produzida uma quantidade suficiente de
propionato, de forma a anular os efeitos de precursor da sintese dos lipidos do
acetato ®* Assim, dependendo da proporgao de cada acido gordo produzido

durante a fermentagdo bacteriana, as concentragdes plasmaticas de colesterol
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poderiam sofrer alteragbes. Este mecanismo nao esta, contudo, bem
fundamentado ©©).

Em resumo, os exactos mecanismos de accao responsaveis pelo efeito
hipocolesterolémico continuam por esclarecer ©®. O mecanismo mais referido nos
estudos € o da desconjugacao dos sais biliares e a respectiva coprecipitagdo com
o colesterol. ®®40464733) E no entanto, necessaria mais investigagao sobre os
mecanismos in vitro, numa variedade de meios e condigbes de crescimento, e
sobre os mecanismos in vivo ®®. De salientar que ha uma variabilidade marcada
entre as estirpes duma mesma espécie que se podera repercutir em resultados

diferentes nos estudos humanos. 638

1.1.3.2. Limitagbes dos ensaios clinicos

Como se pode verificar na Tabela 1, nem todos os estudos reportam um efeito
hipocolesterolémico.

Contrariamente ao observado ha algumas décadas atras, em que os
investigadores utilizavam quantidades excessivas de produto (0,5 a 8,4 litros/dia)
(12) actualmente tém sido utilizadas quantidades mais baixas (Tabela 1). Mesmo
assim, alguns n&do encontraram diferengas no perfil lipidico, o que podera estar
relacionado com o desenho experimental ®®. Outros dos problemas indicados sdo
a falta de poder estatistico, o tamanho amostral inadequado, falhas no controlo da
ingestao alimentar e no gasto energético durante a intervengéo, variagbes nos
niveis iniciais dos lipidos dos participantes *®, auséncia de miuiltiplas avaliagées
antes do inicio do estudo, alteragdes nos grupos controlo ('?, utilizagdo de
placebos inadequados “*®" e falhas na identificagdo da composicdo e da

concentracdo em bactérias dos produtos em estudo ©?.
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Por outro lado, as diferengas entre os estudos, especialmente no que diz
respeito ao tipo e a quantidade de produto, ao sexo, a idade, aos niveis de
colesterol iniciais dos participantes, a duragao do periodo de intervengao ®® e a
presenga de confundidores, tais como alteragbes dos teores de gordura da

alimentagao, dificultam as comparagdes e as conclusées 123,

1.2. FUNDAMENTAGAO E OBJECTIVO

1.2.1. Fundamentacgéo

A doenca cardiovascular € uma doenga multifactorial com elevada taxa de
mortalidade e uma das principais causas de morte nos paises ocidentais 344
Em Portugal, estas doengas, nomeadamente o acidente vascular cerebral e a
doenga coronaria ou doenga isquémica do coragdo, sdo um dos mais importantes
problemas de satde publica, ocupando um lugar de destaque entre as causas de
internamento hospitalar, e a principal causa de morte no pais, em ambos os
sexos. E considerada das taxas mais elevadas da Europa e do Mundo ©2. A
Regidao Autonoma da Madeira (RAM) ndo escapa a esta tendéncia, sendo que
nos ultimos anos, as doengas do aparelho circulatério constituiram a principal
causa de mortalidade nesta Regigo ©2,

Um dos principais factores de risco para a doenca cardiovascular é a presenca
de elevados niveis plasmaticos de lipidos, em particular de colesterol total e LDL
(37,43,44,49,62,63)

Como uma redugéo de 1% no colesterol sérico esta associada a uma reducéo

de 2-3% do risco estimado para a doenga coronaria, pequenas reducdes de
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colesterol provocadas pelo consumo de leite fermentado, podem ser clinicamente
importantes. ©®?. Segundo Anderson e Gilliland (1999) o consumo regular dum
leite fermentado com uma estirpe apropriada de L. acidophilus, tem o potencial de
reduzir o risco de doenga cardiaca em 6-10% “7.

O National Cholesterol Education Program da American Heart Association,
Adult Treatment Panel lll (NCEP-AHA ATPIIl), estabelece como niveis 6ptimos de
lipidos valores inferiores a 200 mg/dl para o colesterol total e a 100 mg/dl para as
LDL ®. A Third Joint European Societie’s Task Force on Cardiovascular Disease
Prevention in Clinical Practice aconselha valores inferiores a 190 mg/dl para o
colesterol total e a 115 mg/dl para as LDL ®¥). Neste trabalho foram consideradas
as Recomendagdes Europeias como valores de referéncia e como pontos de
corte no tratamento estatistico.

A amostra deste estudo foi constituida apenas por mulheres com niveis
plasmaticos de colesterol normais ou ligeiramente elevados porque: a maioria dos
casos de doenga corondria sintomatica nao é constituida por individuos com o
colesterol muito alto, mas por individuos com o colesterol normal ou ligeiramente
elevado e com outros factores de risco associados “*; no recrutamento dos
participantes foi maior o nimero de mulheres que se voluntariou, por isso, e de
forma a uniformizar a amostra, os homens foram excluidos; uma das limitagdes
de estudos anteriores é a falta de homogeneidade das amostras relativamente ao
sexo ®®; pelo menos um estudo foi desenvolvido apenas com mulheres “? e o
grupo alvo dos probidticos € provavelmente constituido por individuos do sexo
feminino %,

O periodo de intervengdo teve a duracdo de 4 semanas, com desenho

experimental cruzado (4 semanas + 1 semana washout + 4 semanas) porque:
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estudos anteriores com desenho cruzado foram desenvolvidos em periodos
inferiores ou semelhantes (Tabela 1); o desenho experimental cruzado aumenta o
poder do estudo ©® e a adesao aos produtos tem tendéncia a diminuir em estudos
de longa duragao “®.

A quantidade de 375g/dia foi escolhida com base em estudos anteriores
recentes (Tabela 1) e por ser uma quantidade relativamente facil de atingir

diariamente.

1.2.2. Objectivo

Por serem limitados e inconclusivos os estudos relativos ao efeito nos lipidos
plasmaticos dos probi6ticos em geral, e em particular do L. acidophilus e da B.
longum, e com base em tudo o que foi anteriormente exposto, o presente estudo

tem como objectivo:

Investigar o efeito de um leite fermentado com Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium longum nos lipidos plasmaticos de mulheres com
niveis normais ou ligeiramente elevados de colesterol plasmatico, na

Regidao Autonoma da Madeira.
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2. METODOLOGIA

2.1. DESENHO DO ESTUDO

Este trabalho consistiu num estudo experimental com delineamento cruzado,
controlado aleatoriamente por placebo e com dupla ocultagao.

Teve a duragao total de 9 semanas, divididas em 2 periodos de tratamento: as
primeiras 4 semanas (periodo 1) e as Ultimas 4 semanas (periodo 2). Estes dois
periodos foram separados por 1 semana de washout*, na qual os produtos eram
suspendidos.

Os 34 participantes da amostra, foram distribuidos aleatoriamente por dois
grupos, o grupo A (n=19) e o grupo B (n=15). Durante as primeiras 4 semanas o
grupo A consumiu o produto teste, um leite fermentado com L. acidophilus 145 e
B. longum BB536, trés vezes ao dia (3x125 g), e o grupo B o produto controlo, um
iogurte com as bactérias habituais (S. thermophilus e L. bulgaricus), nas mesmas
quantidades (3x125 g por dia). Apés a semana de washout e nas Uultimas 4
semanas, o0 grupo A passou a consumir o produto controlo, enquanto que o grupo
B o produto teste. Os produtos foram integrados no pequeno-almogo, almogo e
jantar ©° %9

Antes da intervengéo, na fase de selecgdo da amostra, todos os participantes
foram a uma consulta médica, de modo a avaliar o respectivo estado de satde,
através do exame fisico, da histéria clinica e dos testes laboratoriais de rotina
(hemograma, perfil lipidico, fungao hepatica, fungao renal e urina tipo Il), e a uma
consulta de nutricdo para medicdo do peso e da estatura e averiguagdo dos

critérios de inclusdo. Na semana antes da intervengéo (semana 0 ou baseline)

* Fase de suspensao da intervengsio ©”
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todos os participantes fizeram avaliagdo da composicdo corporal por
bioimpedancia eléctrica.

Foi pedido a cada voluntario para ndao consumir qualquer tipo de leite
fermentado nas 2 semanas anteriores ao estudo “4.

Os participantes receberam instrugdes sobre todas as fases do estudo e foram
acompanhados na consulta de nutricdo durante as 9 semanas. Nos dias da
consulta era feito um reforgo para manterem ao maximo os seus habitos
alimentares e o peso corporal e para consumirem os produtos. A Unica mudanca
na alimentagdo era a substituicdo dos iogurtes ou leites fermentados consumidos
habitualmente pelos produtos do estudo. A avaliagao da adeséo aos produtos era
feita por questionario no fim de cada consulta. Quem n&o cumprisse era excluido
do estudo.

Foi pedido a cada participante para registar todas as alteragées dos seus
comportamentos habituais, tais como, um aumento da ingestdo de bebidas
alcodlicas, uma alteracdo na actividade fisica ou a introdugdo de um novo
medicamento num diario (Anexo 1). A avaliagéo da ingestao alimentar foi feita nas
semanas 0, 4 e 9, de forma a diagnosticar os habitos alimentares antes da
intervengéo, no periodo 1 e no periodo 2, respectivamente.

Depois da intervengdo (semana 10), os participantes foram novamente
avaliados, no que diz respeito ao peso e a composi¢cao corporal, por
bioimpedancia.

Os niveis plasmaticos de lipidos (parametros do estudo: o colesterol total, as
LDL, as HDL e os triacilglicerois), foram controlados analiticamente trés vezes:

antes da intervengao (semana 0), na semana de washout (semana 5) e depois da

intervengéo (semana 10) (#8.36-40.43-47)
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Este estudo decorreu em quatro Centros de Saude do Servigo Regional de
Saude, E.P.E., da Regido Autbnoma da Madeira (Centros de Salde: Dr. Rui
Adriano, St. Antonio, S. Roque e Monte).

Todas as consultas tiveram lugar no Centro de Salde da area de residéncia
do participante.

A intervencao propriamente dita comegou na segunda semana de Outubro e
acabou na terceira semana de Dezembro.

O projecto deste estudo foi aprovado pelo Servigo Regional de Salde, E.P.E.,
e pela Direcgao dos Centros de Saude, dos quais obteve toda a colaboragao

necessaria.

2.2. AMOSTRAGEM E PARTICIPANTES

Os participantes eram individuos voluntarios, utentes dos Centros de Salde,
que obedeciam aos seguintes critérios de inclusao:

- sexo feminino;

- idades compreendidas entre 18 e 65 anos;

- IMC inferior a 30;

- isentos de doenga coronaria, diabetes, hipotiroidismo e hipertensao;

- sem terapéutica farmacolégica hipolipemiante, antifiingica, imunossupressora

e antihipertensora;

- sem habitos alcodlicos;

- consumirem pelo menos 2 iogurtes por dia;

- néo estarem gréavidas ou a amamentar 7-40:43-4768)

Recorrendo a uma lista de nimeros ao acaso, os participantes foram

seleccionados aleatoriamente do total de individuos que obedecia aos critérios de




Metodologia 33

inclusdo e que frequentava ou ja tinha frequentado a consulta de nutrigdo ou
entdo que vinha pela primeira vez, por encaminhamento dos profissionais de
satide, com o propdsito de entrar no estudo. Os critérios de incluséo foram dados
a conhecer aos varios profissionais de saude e eram confirmados no respectivo
processo clinico do utente.

A selecgao foi feita entre os meses de Maio e Setembro de 2004, tendo sido
recrutadas 41 pessoas, que foram distribuidas pelo grupo A (n=21) e pelo grupo B
(n=20). Apesar de estar prevista uma amostra de 50 individuos, alguns foram
excluidos, porque a empresa patrocinadora apenas péde disponibilizar produtos
para 41 individuos ©>%®. O numero de individuos que chegou ao fim foi de 34. Ao
longo das 9 semanas, 7 individuos desistiram porque: nao gostaram dos produtos
(3 individuos); n&o conseguiram comer a quantidade exigida diariamente (2
individuos); adoeceram (infecgdo respiratéria com antibioterapia) e preferiram

desistir (2 individuos).

2.3. PRODUTO TESTE E PRODUTO DE REFERENCIA
Os produtos teste e de referéncia foram preparados pela Lactogal Produtos
Alimentares S.A.

O produto teste era um leite fermentado com L. acidophilus 145 e B. longum

BB536.

O produto de referéncia era um iogurte, ou seja, um leite fermentado com L.

bulgaricus e S. thermophilus.
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A composigao nutricional dos produtos teste e de referéncia esta descrita na
Tabela 2. Como se pode verificar, os produtos tinham uma composigcdo
semelhante.

Os resultados analiticos aos produtos feitos pela Lactogal, confirmaram a
presencga de 1,4x10%-2,1x10® UFC/g de L. acidophilus, de 2,7x107-1,0x10® UFC/g
de B. longum no produto teste e a auséncia destas espécies no produto de
referéncia.

Estudos anteriores realizados pela Lactogal sobre a capacidade de
sobrevivéncia das bactérias em causa, concluiram que estas se mantém

relativamente constantes, ao longo do tempo de vida do leite fermentado.

Tabela 2
Composig¢ao nutricional dos produtos teste e de referéncia (por 100 g)

Resultados analiticos Produto Teste Produto de Referéncia
Proteina (g/100g) 4,1 4,1
Hidratos de Carbono (g/100g) 9,5 9.4

Lactose 5,5 5,5

Sacarose 4,0 3,9
Lipidos (g/100g) 0,1 0,1
Energia (Kcal/100g) 55,3 54,9

A Lactogal (com sede no Porto) enviou os produtos para a delegagdo do
Funchal, trés vezes ao longo do estudo. Até a semana 6 os produtos eram de
morango (com pedagos) e nas Ultimas 3 semanas mudaram para o sabor
| framboesa e péssego/nectarina (com pedacos) a pedido dos participantes. Apesar
desta mudancga, a composi¢édo nutricional dos produtos manteve-se.

Os produtos eram fornecidos aos participantes de duas em duas semanas, no

Centro de Saude ou na delegacgéo da Lactogal.
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Quer o produto teste, quer o de referéncia vinham em unidades de 125 g cada

e em embalagens brancas apenas com data de validade, de forma a assegurar a

dupla ocultagdo. A data de validade serviu como cddigo para distingdo entre o
produto teste e o de referéncia.

. Os participantes receberam instrugbes para conservar os produtos no

frigorifico a uma temperatura aproximada de 6°C e consumir 3 unidades por dia

(3x125g), apés o pequeno-almogo, o almogo e o jantar.

2.4, INGESTAO ALIMENTAR

Foram realizadas 3 avaliagdes ndo consecutivas da ingestdo alimentar em
cada individuo, nas semanas 0, 4 e 9, de modo a conhecer o consumo alimentar
do Grupo A e do Grupo B antes da intervengao e durante cada um dos periodos
de tratamento, o periodo 1 e o periodo 2.

O instrumento utilizado foi a Recordagéo das 24 horas Precedentes. Este foi
administrado indirectamente, através duma entrevista, na qual cada individuo foi
convidado a recordar e a descrever todos os alimentos que ingeriu nas Gltimas 24
horas, e a respectiva porcéo.

Os participantes ndo sabiam em que dia iam ser entrevistados de forma a ndo
alterarem os seus habitos alimentares. As entrevistas decorreram a meio da
semana, de forma a ndo apanhar nenhum dia do fim-de-semana. No mesmo dia
em que era feita a Recordagdo das 24 horas Precedentes, cada individuo era
questionado relativamente a alteragbes da actividade fisica e do funcionamento
gastrointestinal, bem como em relagéo a adesao aos produtos (Anexo 2) €70,

Para estimar o tamanho da porgao ingerida e facilitar a descrigao, foi utilizado

o Manual de Quantificagdo dos Alimentos da Faculdade de Ciéncias da Nutricao e
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Alimentacdo da Universidade do Porto “". Para determinar as quantidades de
alguns pratos mais compostos foi utilizado um livro de culinaria com receitas
tipicas madeirenses 2.

A codificagdo e a analise da composi¢do nutricional (gordura, proteinas,

hidratos de carbono, alcool e total calérico) foram feitas através do programa

informatico MicroDiet versao 1.1 (2000) ™.

2.5. AVALIAGCAO ANTROPOMETRICA

O peso corporal foi determinado numa balanga (marca Seca) com escala
padrao, com os individuos com roupa, sem sapatos, permanecendo na posi¢cao
vertical sobre o centro da plataforma. A leitura do peso foi feita até ao 0,1 Kg mais
proximo. A medicao foi realizada na fase de selecgao da amostra, na semana 0
(antes da intervengdo) e na semana 10 (depois da intervengdo), sempre na
mesma balancga.

A estatura foi avaliada num estadiémetro (Seca), com os individuos em pé,
descalgos, com os calcanhares unidos e encostados a parte posterior do
estadiometro, assim como as nadegas, espaduas e cabega, que estava
posicionada no plano de Frankfort. A leitura foi feita ao 0,1 cm mais proximo. A
medigéo foi feita na fase de selecgdo da amostra 7,

O indice de massa corporal (IMC) foi obtido dividindo o peso em quilogramas
pelo quadrado da estatura em metros e os individuos foram classificados de
acordo com os intervalos de IMC da WHO ® tendo sido excluidos na fase de
selecgao da amostra os obesos, isto €, os que apresentavam um IMC superior ou

igual a 30 ®
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A composicdo corporal foi determinada por bicimpedancia eléctrica atraves
dum aparelho MALTRON BF-906 Body Fat Analyser, tetrapolar, com equagées
padronizadas. As avaliagées foram realizadas nas semanas 0 e 10. De modo a
obter resultados validos as mulheres eram avaliadas a meio do ciclo menstrual,
deitadas sobre as suas costas, perfeitamente direitas e relaxadas, com os bragos
e as pernas ligeiramente afastados de forma a nao tocar nenhuma outra parte do
corpo, sem adormmos de metal e em camas devidamente isoladas. Cada
participante foi avaliado sempre com os mesmos eléctrodos, que estavam
posicionados nas superficies dorsais do pée direito e da mao direita, com a mesma
distancia entre eles. Todos os individuos foram ainda instruidos a nao consumir
alimentos nem beber grande quantidade de agua nas 2 a 3 horas anteriores, a
nao fazer exercicio fisico pelo menos nas 12 horas prévias, a nao ingerir bebidas
alcodlicas, café, cha, bebidas energéticas e refrigerantes nas ultimas 24 horas e a

urinar antes da avaliagao “"79.

2.6. TECNICAS ANALITICAS

As analises dos parametros do estudo foram efectuadas nas semanas 0, 5 e
10, no Laboratério da Saude Publica do Servigo Regional de Saude, E.P.E.

As amostras de sangue foram colhidas da veia antecubital, ap6s 10 horas de
jejum nocturno, centrifugadas e imediatamente conservadas a 4-6°C até serem
analisadas.

Os niveis séricos de colesterol total, HDL, LDL e triacilglicerdis foram
determinados através de métodos enzimaticos padronizados, em analisadores

Olympus, com ensaios enzimaticos e reagentes Olympus diferentes consoante o

lipido a determinar (Anexo 3).
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2.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos em cada grupo, antes da intervencao (baseline) e no fim
de cada periodo de tratamento (periodo 1 e periodo 2) foram comparados pela
ANOVA (Analise da Variancia). Para determinar se as variaveis tinham uma
distribuigdo normal foi utilizado o Teste One_Sample Kolmogorov Smirnov e para
comparar os dois grupos no baseline aplicou-se o Teste T para Amostras nao
Relacionadas ou as alternativas ndo paramétricas para as variaveis nido normais
(Teste Mann-Whitney). Para comparar a ingestdo alimentar de cada um dos
grupos foi utilizado o Teste T para Amostras ndao Relacionadas e entre os
subgrupos de cada grupo, o Teste T para Amostras Relacionadas. As
associagoes entre a ingestao alimentar e os lipidos foram determinadas através
dos coeficientes de correlagao (Pearson ou Spearman consoante a normalidade
da variavel) assim como as relagdes entre as caracteristicas antropométricas e os
lipidos ©.

O programa informatico utilizado foi o Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) versao 13.0 (2004) V.

No decorrer da andlise dos resultados de colesterol total e de LDL, os
participantes de cada grupo (A e B) foram divididos em dois subgrupos consoante
os niveis de colesterol que apresentavam no baseline: valores iguais ou inferiores

a 190 mg/dl e valores superiores a 190 mg/dl. Para estabelecer e avaliar as

comparagoes também foi utilizada a ANOVA.

2.8. ETica

Todos os participantes tiveram conhecimento dos objectivos, das diversas

fases e do caracter de confidencialidade do estudo, através duma folha de




Metodologia 39

informagéo escrita de forma simples e inteligivel. Esta folha também continha
informagao sobre os beneficios, os eventuais desconfortos e o direito em recusar
e desistir do estudo em qualquer altura (Anexo 4).

Em Agosto de 2004, o projecto do estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
para a Saude do Servigo Regional de Salde, E.P.E., com parecer favoravel por
unanimidade (Anexo 5).

Antes da intervencado, todos os participantes deram o seu consentimento

informado (Anexo 6).
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3. RESULTADOS

Das 34 mulheres que participaram no estudo, 19 pertenciam ao Grupo A e 15
ao Grupo B. As idades variaram entre os 18 e os 60 anos, com uma média de 35
anos no Grupo A e de 36 no Grupo B, e o IMC entre 18 e 29,7, com um valor
médio de 24,6 no Grupo A e 24,9 no Grupo B. A percentagem de gordura corporal

determinada por bioimpedancia foi, em média, 31,2% e 32,3% nos grupos A e B,

respectivamente.

Na tabela 3, para além das médias estdo os desvios padrdao e os valores

maximos e minimos das variaveis idade, estatura, peso, IMC e percentagem de

gordura corporal dos participantes antes da intervengao.

Tabela 3

Descritiva das variaveis idade, estatura, peso, IMC e percentagem de gordura corporal

Percentagem
Idade Estatura Peso IMC de gordura

Grupo A Minimo 18 154,1 47,1 18,2 17,2
Miximo 60 175,0 74,6 29,5 38,3

Média 35 159,8 62,6 24,6 31,2

Desvio Padrido 12 5,7 8.4 3.5 6,3

N Total 19 19 19 19 19

Grupo B Minimo 25 151,5 48,5 18,0 17,9
Maximo 54 177,0 81,8 29,7 40,6

Média 36 160,1 64,0 249 32,3

Desvio Padrio 10 7.1 9,8 3,4 6,4

N Total 15 15 15 15 15

Total Minimo 18 151,5 47,1 18,0 17,2
Miximo 60 177,0 81,8 29,7 40,6

Média 35 159,9 63,2 24,8 31,7

Desvio Padrido 11 6,3 8,9 3,4 6,3

N Total 34 34 34 34 34
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Foi aplicado o Teste One-Sample Kolmogorov-Smirnov para averiguar se

estas variaveis seguem uma distribuigao normal (tabela 4) ®® |

Tabela 4
Teste One-Sample Kolmogorov-Smirnov — idade, estatura, peso, IMC e percentagem de gordura
corporal
% de
Idade Estatura Peso IMC _gordura
N 34 34 68 68 68
Paridmetros (a,b) Média 35,26 159,94 63,41 24 81 31,70
Desvio Padrao 10,799 6,2857 9,1503 3,5044 6,3415
Kolmogorov-Smirnov Z ,168 1,031 ,838 ,719 953
Valor - p ,596 ,238 ,483 ,679 ,324
a Distribuigdo Normal
b Calculados a partir dos dados.

Como o valor de probabilidade (p) € superior a 0,05, aceitamos a hipétese
nula, ou seja, as variaveis em questao tém uma distribuigdo normal, pelo que, foi
utilizado o Teste T para Amostras ndo Relacionadas para saber se estas variaveis
diferem de modo estatisticamente significativo entre o grupo A e o grupo B no

baseline (tabela 5) ©? .

Tabela 5
Teste T para Amostras néo Relacionadas - idade, estatura, peso, IMC e percentagem de gordura
corporal
Teste de Levene da
igualdade de
varidncias Teste t-Student
Intervalo de Confianga da
diferenga das médias a
Diferenga 95%
Valor-p das
F Valor-p t gl (bilateral) médias Limite Limite
e - inferior superior
Idade dei‘{g;:g.‘g‘ J25 | 401 | -443 32| ,661| -1,674 -9,366 6,018
Né#o assume
iguz'udaqede -454 31,955 ,653 -1,674 -9,179 5,832
variincias
As igualdad
Estatura demgg;;‘;' © | 1240| 274| -145 32| ,885| -3200 -4,8094 | 4,1694
N&o assume
igualdade de -,142 26,650 ,889 -,3200 -4,9618 43218
varidncias
e -
Peso | gwemelgualdade | 355|556 | -420 32| 677 -13112 |  -7,6700 | 50475
Néo assume
igug}daqede -412 27,612 ,683 | -1,3112 -7,8337 52112
variancias
As! igualdad
IMC | Qe | 024 | 878 | -272 32| ,788 | -3281 -2,7882 | 12,1321




47 Resultados

Nio assume
igualdade de =273 30,628 ,187 -,3281 -2,7827 | 2,1266
varidncias
% Assume igualdade

| gordura | de varidncias ,016 900 | -,527 32 ,602 | -1,1554 -5,6219 | 33110
Nio assume
igualdade de -526 | 29,957 603 | -1,1554 -5,6430 | 13,3321
varidincias

gl-graus de liberdade

Com niveis de significancia (valor de p) superiores a 0,05, podemos concluir
que, antes da intervengao, os sujeitos de ambos os grupos eram comparaveis 89,
Quaisquer diferengas que surjam na inferéncia ndo sao provocadas por

diferengas entre os grupos no baseline .

3.1. PARAMETROS DO ESTUDO (colesterol total, LDL, HDL e triacilgliceréis)

Neste estudo foi utilizado o ensaio clinico crossover 2x2 com o seguinte
modelo: y, = u+&, +7, +¢5, +&u O, no qual:

i - sequéncia do tratamento (teste—controlo ou controlo—teste);
k - periodo (1 ou 2),

yu - € aresposta do j- ésimo doente na Fésima sequéncia do k-€simo

periodo;

u - € amédia global;

&,- € o efeito aleatério do doente j na sequéncia i, (a)

x, - € o efeito do periodo k; (b)

é, - € 0 efeito de cada tratamento em cada periodo na sequéncia /; (5tem em

consideragdo a sequéncia i e o periodo k) (c)

&, - € 0 desvio aleatdrio provocado por factores nao avaliados em qualquer

das sequéncias, dos tratamentos e dos periodos.
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Para analisar estes efeitos recorreu-se a Analise de Variancia (ANOVA) que
testa as diferencas entre diversas situagdes, para duas ou mais variaveis. Este
modelo revela-se simples na analise e dispensa a realizagdo de multiplos testes.
Sao de considerar as hipéteses de interesse decorrentes do modelo que avaliam
a significancia dos efeitos indicados em (a), (b) e (c)

Assim, pretendemos testar as seguintes hipoteses:

H’o: O efeito do tratamento sobre os valores dos lipidos é nulo;

H"o: O valor médio dos lipidos € igual em cada periodo;

H"0:0s individuos néo tém efeitos sobre os valores de lipidos registados.

Sendo a ANOVA um teste paramétrico, € necessario garantir que as variaveis
em analise seguem um distribuigdo normal. Foi entdo aplicado o Teste One-
Sample Kolmogorov-Smirnov para todas as variaveis #%82%4

Os resultados deste teste estdo na tabela 6. Repare-se que foram feitos para
cada parametro, em cada grupo e em cada periodo. O baseline diz respeito aos
valores dos parametros na semana 0, o periodo 1 refere-se aos valores dos
parametros na semana 5, ou seja, no fim do periodo 1 e o periodo 2, aos valores

na semana 10, ou seja, no fim do periodo 2.

Tabela 6
Teste One-Sample Kolmogorov-Smirnov — colesterol, LDL, HDL e triacilglicerois
Colesterol LDL HDL Triacilglicerbis
Grupo Grupo Grupo Grupo
Periodo A B A B A B A B
Baseline | N 19 15 19 15 19 15 19 15
(fa: a‘b)a'"ct“’s Média 189,84 | 19587 | 108,42 | 112,67 | 6026 | 5807 | 8747 | 86,53
Desvio
Padriio 35,810 28,854 | 26,964 | 24,085 | 11,860 8,464 | 36,374 | 31,888
Kolmogoro
v-Smirnov ,689 ,633 ,817 ,558 ,452 ,658 1,016 816
Z
Valor - p ,729 ,818 ,517 915 987 ,780 ,253 ,518
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Periodo 1 | N 19 15 19 15 19 15 19 15
(‘; a‘b)ﬁ‘“"““s Média 180,11 191,87 | 103,21 | 114,47 | 5337 | 51,20 | 84,63 | 8733
Desvio
e 30296 | 36261 | 22,795 | 30921 | 8361 | 5226 | 28310 27,333
Kolmogoro
v-Smirnov ,547 5261 656 | ,566| 681 | .668| 421| 570
z
Valor - p 926 945 | 783 906! 742 ,763| 994 | 901
Periodo 2 | N 19 15 19 15 19 15 19 15
(ia‘b)ﬁ‘“e“"s Média 185,21 182,33 | 102,53 | 104,80 | 5884 | 51,67 | 81,89 | 84,07
Desvio | 54607 | 34121 | 17621 | 28277 | 11,649 | 7237 | 26772 | 33393
Padrﬁo k] ? 2 9’ 2 > ta
Kolmogoro
v-Smirnov 579 38| 782 | 675 50| 482 | 558| ,676
z
Valor - p 891 647 574 52| 923 974| 915 750
a Distribuigdo Normal

b Calculados a partir dos dados.

Dado que todos os niveis de significAncia foram superiores a 0,05 nédo ha
evidéncia estatistica para rejeitar a normalidade das variaveis colesterol, LDL,
HDL e triacilglicerdis.

Passamos agora a abordar cada parametro do estudo isoladamente.

Para todas as variaveis foi utilizado o mesmo procedimento pela seguinte
ordem: estatistica descritiva (minimo, maximo, média e desvio padrao),
apresentacgao dos intervalos de confianga para as médias de cada um dos grupos
em graficos de barras, Teste T para Amostras ndo Relacionadas (de forma a
garantir que os grupos A e B sdo comparaveis no baseline ) e por fim a Analise da
Variancia (ANOVA) (para os dois grupos, A e B, em simultaneo) .

Para além destes testes, nas variaveis colesterol, LDL e HDL, foi analisado o
efeito do periodo, em cada um dos grupos, isoladamente, também através da

ANOVA, ja que poderéo existir oscilagdes que o modelo nao determina €.
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3.1.1. Colesterol

Tabela 7
Descritiva do colesterol
Colesterol
Grupo
Periodo A (n=19) | B @®=15)
Minimo 148 164
Méximo 249 271
Baseline  ['nvadia 190 196
?:;‘gg 36 29
Minimo 131 142
Méximo 225 263
Perfodo 1 I'nredia 180 192
PD:;‘;L’ 30 36
Minimo 130 134
Méximo 229 260
Periodo2  I'nredia 185 182
E:;I‘gg 25 34

Os dados da tabela 7 indicam que:

e O grupo A tinha um colesterol médio de 190 mg/dl, que diminuiu no fim do
periodo 1 para 180 mg/dl e aumentou no fim do periodo 2 para 185 mg/d|;

e No grupo B as oscilagbes foram diferentes. Partindo de um valor préximo
ao registado no grupo A (196 mg/dl) os individuos deste grupo ao fim do
periodo 1 registaram uma diminuicdo para 192 mg/dl e ao fim do periodo 2,
para 182 mg/dI.

No grafico 1 estao representados os intervalos de confianga para os valores

medios de colesterol em cada periodo e para cada grupo.
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Gréafico 1

Intervalos de confianga- colesterol
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Na tabela 8 sao apresentados os resultados do Teste T para Amostras nao

Relacionadas. Com um valor de p de 0,164, podemos afirmar que nao existem

diferencas entre os valores médios de colesterol do grupo A e do grupo B, pelo

que estes dois grupos podem ser comparados quanto a esta variavel.

Tabela 8
Teste T para Amostras n8o Relacionadas - colesterol
Teste de
Levene da
igualdade de
variancias Teste t-Student
Intervalo de Confianga
- da diferenga das médias
Valor ? = Diferenca a95%
Colesterol(Baseline ) F P t gl tilaera) | das médias Limite Limite
inferior superior
Assume igualdade de
B — 2,024 | 164 | -529 32| ,600 -6,025 29,205 17,156
Néo assume igualdade
de varidncias -343 | 31,975 | ,591 -6,025 28,616 16,566

A tabela 7 e o grafico 1 sugerem que ha diferencas entre os valores médios de

colesterol dos dois grupos, mas terdo essas diferencas significado estatistico?
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Tabela 9
ANOVA - Colesterol
Soma dos quadrados gl Média dos quadrados F Valor-p
Tratamento 898,121 1 898,121 | 2,933 ,096
Periodo 82,180 1 82,180 | ,268 ,608
Individuos 52740,059 33 1598,184 | 5,219 ,000
Erro 9798,761 32 306,211

gl- graus de liberdade

Da analise da tabela 9 resulta que as diferengas encontradas nos valores
meédios de colesterol sdo provocadas pela variabilidade dos individuos dentro dos

grupos (p<0,01) e nao por efeitos dos tratamento ou dos periodos ©? .

Efeito do periodo no Grupo A e no Grupo B

Embora a ANOVA indique que o periodo ndo tem efeitos sobre o colesterol, foi
avaliada a evolugao desta variavel em cada um dos periodos (1 e 2) para cada
um dos grupos. Note-se que a ANOVA da tabela 9 testou o efeito do tratamento e
do periodo para os dois grupos em simultineo. Ao fazer esta andlise
separadamente para cada um dos grupos, o efeito do tratamento também sera
testado, porque a partida sabemos que o grupo A no periodo 1 foi sujeito ao
produto teste e no periodo 2 ao produto de referéncia, enquanto que o grupo B no
periodo 1 fez o de referéncia e no periodo 2 o teste (tabela 10).

Como no baseline ndo ha diferengas entre os valores médios de colesterol,
interessa pesquisar as diferencas da variagdo deste pardmetro de grupo para

grupo nos periodos considerados. Foi aplicado novamente a ANOVA.



48 Resultados

Tabela 10
Efeito do periodo na variagdo do colesterol para os Grupos A e B - ANOVA

Fonte de Soma dos Média dos
Grupo | variagéio quadrados gl quadrados F Valor-p
A Periodo 901,368 2 450,684 | 1,253 ,298

Erro(Periodo) 12947,965 36 359,666
B Periodo 1450,178 2 725,089 | 2,067 ,145

Erro(Periodo) 9820,489 28 350,732

gl- graus de liberdade

A tabela anterior permite afirmar que tanto para o grupo A como para o grupo
B o efeito do periodo sobre os valores médios de colesterol € nulo (valor de p
>0,05), isto &, o colesterol médio dos individuos do grupo A nao difere
significativamente do baseline (semana 0) para o periodo 1 (semana 5) e do
periodo 1 (semana 5) para o periodo 2 (semana 10). As mesmas conclusbes
podemos tirar em relagao ao grupo B.

Estas conclusées vao de encontro aos resultados da ANOVA apresentados
anteriormente (tabela 9), ou seja, os efeitos do periodo e do tratamento sobre os
valores médios de colesterol sdo nulos e apenas a variabilidade dentro de cada
Grupo, provocada pelos individuos, tem significado estatistico.

Surgiu a hipétese do efeito do leite fermentado sobre o colesterol estar
dependente da colesterolémia inicial (no baseline ) dos participantes. Assim,
foram considerados dois subgrupos dentro de cada grupo: os individuos com
valores no baseline menores ou iguais a 190 mg/d| e os individuos com valores no
baseline superiores a 190 mg/dl.

Na tabela 11, podemos verificar que, no grupo A (n=19), existem 10 mulheres
com colesterol até 190 mg/dl (valor médio de 161) e 9 mulheres com valores

superiores a 190 mg/dl (média de 222) e no grupo B (n=15), 7 participantes com
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valores até 190 mg/dl e 8 com mais de 190 mg/dl (valores médios de 174 e 215

mg/dl respectivamente).

Esta tabela (tabela 11) e os graficos 2.1. e 2.2. mostram ainda a variagéo das

médias de colesterol para cada um dos subgrupos. Podemos observar que os

individuos com decréscimos mais acentuados foram os do grupo A com mais de

190 mg/dl, especialmente do baseline para o periodo 1, e os individuos do grupo

B com mais de 190 mg/dl, especialmente do periodo 1 para o periodo 2.

Colesterol

Tabela 11
Descritiva do colesterol por grupo e subgrupo
Colesterol (grupo)
Até 190 Mais de 190
Grupo Grupo

A B A B
Colesterol (Baseline ) Média 161 174 222 215
Desvio Padrdo 13 7 23 26
N 10 7 9 8
Colesterol (Periodo 1) Média 169,90 | 162,86 | 191,44 | 217,25
Desvio Padriio 24,92 16,25 33,04 28,73
N 10 7 9 8
Colesterol (Periodo 2) Média 178,10 | 164,57 | 193,11 | 197,88
Desvio Padrdo 26,06 20,02 21,80 37,33
N 10 7 9 8

Os graficos seguintes (2.1. e 2.2.) mostram os intervalos de confianga.

. A1

Graficos 2.1. e 2.2
Intervalos de confianga por grupo e subgrupo- colesterol

Grupt;

-

* Barras de effo mostram intervalo de
! confianca a 95% da média
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Para saber se estas diferengas sédo estatisticamente significativas fomos

avaliar o efeito do periodo nos valores médios do colesterol através da ANOVA,

para cada um dos subgrupos (até 190 e mais de 190 mg/dl).

Tabela 12
Efeito do periodo na variagéo do colesterol para os subgrupos - ANOVA
Colesterol (grupo) Fm?te de Soma dos Média dos
variagio quadrados | g.l. quadrados F Valor-p
Até 190 Periode: | ArSMmes 391,804 | 2 195,902 | ,967 1391
esfericidade
Erro(Perio | Assume a
do) eslinicidnds 6485,529 32 202,673
Mais de 190 Perdodo | A2Umea 4744157 2 2372,078 | 5,623 ,008
esfericidade
Erro(Perio | Assume a
do) wafericidade 13498,510 32 421,828

gl- graus de liberdade

De facto,

nos individuos com mais de 190 mg/dl, o efeito do periodo nos

valores médios de colesterol & significativo (p=0,008). E importante saber em que

grupos e em que periodos estas diferencas tém significado estatistico, pelo que

na tabela 13 foi feita esta identificagao.

Tabela 13

Identificagdo dos periodos e dos grupos para os individuos com colesterol >190 mg/dl - ANOVA

(variavel colesterol)

Foqte de Soma dos Média dos
Grupo | Variagdo Periodo quadrados gl quadrados F Valor-p
Perfodo Baseline vs. 8160,111 1 8160,111 | 29,906 ,001
Periodo 1
Periodo 1
A vs. Periodo 25,000 1 25,000 ,027 ,874
2
Erro Baseline vs.
(Periodo) Periodo 1 2182,889 8 272,861
Periodo 1
vs. Periodo 7504,000 8 938,000
2
Baseline vs.
Periodo Periodo 1 28,125 1 28,125 ,026 ,875
Periodo 1
B vs. Periodo 3003,125 1 3003,125 3,909 ,089
2
Erro Baseline vs.
(Periodo) i 7448875 | 7 1064,125
Periodo 1
vs. Perfodo 5377,875 7 768,268
2

gl-graus de liberdade
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Pode-se concluir que apenas os individuos com mais de 190 mg/dl do grupo
A, apresentaram redugdes significativas do baseline para o periodo 1, ou seja, no
periodo em que consumiram o produto teste (p=0,001). O mesmo nao se verificou
nos individuos (com mais de 190) do grupo A no periodo 2 (p= 0,874) nem para

os individuos do grupo B, quer no periodo 1(p=0,875), quer no periodo 2

(p=0,089).
3.1.2. LDL
Tabela 14
Descritiva das LDL
LDL
Grupo
A (n=19) B (n=19)
Baseline Minimo 72 85
Maéximo 159 175
Paricdo ];Iédi? 108 113
esvio
Padréio 27 24
Periodo 1 Minimo 70 78
Maéximo 147 170
Média 103 114
Desvio
Padrs 23 31
Periodo 2 Minimo 75 65
Miximo 134 164
Meédia 103 105
Desvio
Padrdio 18 28

A estatistica descritiva para as LDL indica que:

» O grupo A tinha em média 108 mg/dl no baseline . Este valor diminuiu para

103 mg/dl no fim do periodo 1 e manteve-se até o final do periodo 2.

e No grupo B a média das LDL era de 113 mg/dl no baseline, passou para 114

mg/dl no final do periodo 1 e para 105 mg/di no final do periodo 2
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O gréfico 3 ilustra a evolugao das LDL (intervalos de confianga) em cada grupo

desde o baseline até ao fim do periodo 2.

Grafico 3
Intervalos de confianga- LDL
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O Teste T para Amostras nao Relacionadas, representado na tabela 15,

indica-nos que o grupo A e o grupo B sdo comparaveis quanto a variavel LDL.

Tabela 15
Teste T para Amostras n&o Relacionadas - LDL
Teste de Levene
da igualdade de
varidncias Teste t-Student
Intervalo de Confianga da
diferenga das médias a
Diferencga 95%
das
F Valor-p t gl Valor-p médias Limite Limite
(bilateral) inferior superior
Assume
};E;;‘B‘“" igualdade de 47| 518 AT 2| 66| 4246 22358 13,866
varidncias
Nio assume
igualdade de - 484 31,457 ,632 4246 -22,125 13,633
varifncias

gl-graus de liberdade

Tal como foi feito para o colesterol total, também foi aplicada a ANOVA para a
variavel LDL, com a finalidade de testar os efeitos do tratamento, do periodo e do

individuo.
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Tabela 16
ANOVA- LDL
Soma dos Média dos
quadrados gl quadrados F Valor-p
Fonte de .
. Tratamento | Hipotese 338,163 1 338,163 2,233 ,145
variagdo
Erro 4845,719 32 151,429
Periodo Hipotese 449,045 1 449,045 2,965 ,095
Erro 4845,719 32 151,42)
ID Hipdtese 35443,529 33 1074,046 7,093 ,000
Erro 4845719 32 151,42)

gl-graus de liberdade

nao dependem nem do tratamento (p= 0,145) nem dos periodo (p=0,095), mas

sim da variabilidade dentro do grupo (ID) (p<0,01).

Efeito do periodo no Grupo A e no Grupo B

De seguida € analisado, em separado para cada um dos grupos, o efeito do

periodo através da ANOVA, tal como foi feito para o colesterol total.

Na tabela 15 é possivel observar que os valores médios de LDL encontrados

Tabela 17
Efeito do periodo na variag@o das LDL para os Grupos A e B - ANOVA

Fonte de variagio i
Grupo Soma dos quadrados | gl. | Média dos quadrados F Valor-p
A periodo 394,982 2 197,491 ,999 378

Erro(Periodo) 7115,018 | 36 197,639
B periodo 792,844 2 396,422 | 2,315 117

Erro(Periodo) 4794489 | 28 171,232

gl-graus de liberdade

Quer para o grupo A (p=0,378), quer para o grupo B (p=0,117), o periodo ndo

exerce efeito significativo.

Fomos averiguar se a colesterolémia inicial no baseline afecta a evolugéo de

valores das LDL ao longo do estudo.
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Para tal, foi utilizado o mesmo ponto de corte que para o colesterol, ou seja, os
individuos foram divididos nos que tinham valores de colesterol no baseline

inferiores ou iguais a 190 mg/dl e nos com mais de 190 mg/dl (tabela 18).

Tabela 18

Descritiva das LDL por grupo e subgrupo

Colesterol (grupo)
Até 190 Mais de 190
Grupo Grupo

A B A B
LDL(Baseline) Meédia 90 96 129 127
Desvio Padrio 11 8 24 24
N 10 7 9 8
LDL(Periodo 1) | Média 98,30 | 91,57 | 108,67 | 134,50
Desvio Padrido 2043 | 13,77 2522 27,69
N 10 7 9 8
LDL(Periodo 2) | Média 99,00 | 89,71 | 106,44 | 118,00
Desvio Padrio 18,45 | 16,39 16,82 30,70
N 10 7 9 8

Os graficos 4.1. e 4.2. ilustram os intervalos de confianga.

Graficos 4.1. e 4.2
Intervalos de confianga por grupo e subgrupo- LDL
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A tabela 18 e os graficos 4.1. e 4.2. apresentam a evolugdo das LDL em
ambos os subgrupos. Através da ANOVA (tabela 19), vamos entao verificar se as

variagoes foram significativas.

Tabela 19
Efeito do periodo na variago das LDL para os subgrupos — ANOVA

Fonte de Soma dos Média dos

Colesterol (grupo) | variagdo quadrados gl quadrados F Valor-p

Até 190 Periodo 99,098 2 49,549 474 ,627
Erro(Periodo) 3346,235 32 104,570

Mais de 190 Periodo 2263,882 2 1131,941 4,903 ,014
Erro(Periodo) 7388.118 32 230,879

gl-graus de liberdade

Na tabela 19, podemos observar que o periodo exerce um efeito
estatisticamente significativo nas LDL dos individuos com mais de 190 mg/dl de
colesterol (p=0,014).

A tabela 20 identifica os periodos e o significado estatistico das variagdes para
cada grupo.

Tabela 20
Identificagéo dos periodos e dos grupos para os individuos com colesterol >190 mg/dl — ANOVA
(variavel LDL

Soma dos Média dos

Grupo Fonte de variaglo LDL quadrados gl quadrados F Vo
“ — l’f:;‘;’;’;e;“- 3802,778 1 3802778 | 18,042 | 003
Pl:rﬂiﬁg ; = 44,444 1 44,444 J00 | 760

i) ll::;eolcllze Fr 1686,222 8 210,778

Periodo? 355955 | 8 om
’ . ﬁﬁ.iiﬁ’;i"s' 450,000 1 450,000 856 386
iﬁfﬁﬁ ; * 2178,000 1 2178,000 5618 | 050

Frooh g:;eoz’;elvs. 3682,000 7 526,000

e 2714,000 7 387,714

gl-graus de liberdade
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Da analise da estatistica descritiva (tabela 18) e da ANOVA (tabela 20), resulta
que:

e No grupo A, os individuos com mais de 190 mg/dl, apresentaram uma
reducao estatisticamente significativa das LDL, de 129 mg/dl (no baseline )
para 109 mg/dl (no final do periodo 1), com um valor de p de 0,003; do
periodo 1 para o periodo 2 houve uma reducgéo de 109 mg/dl para 106 mg/dl,
mas sem significado estatistico (p=0,760)

¢ No grupo B, os individuos com mais de 190 mg/dl, tiveram uma reducéo
estatisticamente significativa do periodo 1 para o periodo 2, de 134,5 mg/d|
para 118 mg/dl (p=0,05); o mesmo nao se verificou no final do periodo 1, no
qual as LDL até aumentaram de 127 mg/dl para 134,5 mg/dl mas de modo
nao significativo (p=0,386).

De salientar que as diferengas encontradas dizem respeito ac periodo em que
os dois grupos fizeram o produto teste, ou seja, o periodo 1 para os individuos do
grupo A e o periodo 2 para os individuos do grupo B.

Podemos observar na tabela 21 a percentagem da redugao das LDL no

periodo do produto teste.

Tabela 21
Decréscimo das LDL com o produto teste

Colesterol (grupo)
Até 190 Mais de 190 Total

Variagdo (%) | Média 9,52 -15,99 -2,56
das LDL no N 10 9 19
grupo A, :
periodo’ | Mim.mo -17,65 -37,39 -37,39

Maximo 30,69 -2,00 30,69
Variagdo (%) | Média -1,88 -12,49 -7,54
das LDL no N 7 R 15
grupo B, :
periodo 2 Mim'mo -17,28 -28,13 -28,13

Maéximo 19,54 12,33 19,54
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Os individuos do grupo A com mais de 190 mg/dl tiveram uma diminui¢cdo de

16% nas LDL do baseline para o periodo 1 e os do grupo B apresentaram uma

redugdo na ordem dos 12,5% do periodo 1 para o periodo 2.

3.1.3. HDL
Tabela 22
Descritiva das HDL
HDL
Grupo

Periodo Baseline N 19 15
Minimo 39 46
Maximo 82 82
Média 60 58

Desvio
Padréo 12 8
Periodo 1 N 19 15
Minimo 39 45
Maximo 87 64
Média 53 51

Desvio
Padrao e 3
Periodo 2 N 19 15
Minimo 40 38
Maximo 79 64
Média 59 52

Desvio
Padrao 12 7

Em meédia os individuos do grupo A apresentaram valores de HDL de 60mg/d|
e os do grupo B de 58 mg/dl no baseline . Estes valores decresceram até o final
do periodo 1 em ambos os grupos, para 53 e 51 mg/dl, respectivamente. No final

do periodo 2, as HDL aumentaram nos dois grupos para 59 e 52 mg/dl, sendo que

a diferenca mais ligeira foi para o grupo B.
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Grafico 5
Intervalos de confianga- HDL
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No grafico 5 podemos observar as semelhangas entre os grupos no baseline e

no final do periodo 1. Ja no final do periodo 2 os valores das HDL para cada

grupo diferem, pois no grupo A aumentam mais que no grupo B.

O Teste T para Amostras nao Relacionadas, diz-nos que os dois grupos s&o

comparaveis quanto as HDL (tabela 23).

Tabela 23

Teste T para Amostras n&o Relacionadas - HDL

Teste de Levene
da igualdade de
varifncias Teste t-Student
Intervalo de Confianga da
diferenga das médias a
Diferenga 95%
das
F Valor-p t gl Valor-p | médias Limite Limite
(bilateral) inferior superior
HDL Assiime
(Bisiine’) lgu?ldafie de 3,704 ,063 ,605 32 549 2,196 -5,198 9,591
varidncias
Nio assume
igualdade de 629 31,735 ,534 2,196 4914 9,307
varifincias

gl-graus de liberdade



Resultados 59

De forma a averiguar se as diferengas encontradas na descritiva tém

significado estatistico, foi feita a ANOVA (tabela 24).

Tabela 24
ANOVA- HDL

Fonte de variagio
" Soma dos quadrados | gl | Média dos quadrados F Valor-p

Tratamento 105,074 1 105,074 | 4,727 ,037
Periodo 147,897 1 147,897 | 6,654 ,015
ID 4471,368 33 135,496 | 6,096 ,000
Erro 711,235 32 22,226

A ANOVA indica-nos que, para além da variabilidade dentro do grupo
provocada pelos individuos (p<0,01), a variabilidade entre os individuos de cada
grupo exerce diferencas, quer pelo efeito do tratamento (p=0,037), quer pelo
efeito do periodo (p=0,015), ou seja, o produto teste teve um efeito significativo

nos niveis de HDL. Vamos entao ver para cada um dos grupos separadamente.

Efeito do periodo no Grupo A e no Grupo B

Tabela 25
Efeito do periodo na variagcdo das HDL para os Grupos A e B - ANOVA
Grupo | Fonte de variagio
Soma dos quadrados | g.. | Média dos quadrados F Valor-p
A Periodo 503,614 2 251,807 | 9,049 ,001
Erro(Periodo) 1001,719 36 27,826
B periodo 441,644 2 220,822 | 8,233 ,002
Erro(Periodo) 751,022 28 26,822

gl-graus de liberdade
Esta tabela diz-nos que as diferengas estatisticamente significativas que foram
encontradas na ANOVA ocorreram em ambos os grupos.
Interessa determinar qual o periodo que provoca diferengas significativas, de
forma a saber se foi quando os participantes consumiram o produto teste ou

quando consumiram o de referéncia.
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Tabela 26
Identificac&o do periodo para os grupos A e B- ANOVA (variavel HDL)
Fonte de Soma dos Média dos
Grupo | variagiio Periodo quadrados gl quadrados F Valor-p
periodo g::iil;’;el"s' 903211 1 903211 | 24,943 000
o ';:gggg 21, w 569263 | 1 569263 | 11,452 003
Erro(Perfodo) ggf_ii’é';el"s' 651,789 | 18 36211
fiZ;‘Zﬁﬁ ; vs. 894737 | 18 49,708
periodo g:fif;’;el"s' 707,267 | 1 707,267 | 17,754 ,001
B gggg‘;g ; "S' 3267 1 3267 087 773
Erro(Periodo) ggfggfl"s' 557733 | 14 39,838
g:ﬁggg ; va. 527733 | 14 37,695

gl-graus de liberdade

Da analise da tabela 26 pode-se constatar que:

» No grupo A as alteragdes significativas ocorreram em ambos os periodos (1 e

2): de 60,26 mg/dl para 53,37 mg/dl no periodo 1 (p<0,01) e de 53,37 mg/dl

para 58,84 mg/dl no periodo 2 (p=0,003).

* No grupo B as alterag¢des significativas foram verificadas apenas no periodo 1,

com um decréscimo de 58,07 para 51,20 mg/dl (p=0,001).

Assim, os individuos do grupo A apresentaram uma redugao das HDL quando

consumiram o produto teste € um aumento, quando consumiram o produto de

referéncia. Por outro lado nos individuos do grupo B foi verificada uma pequena

redugéo quando estes consumiram o produto de referéncia e nenhuma diferenca

significativa quando consumiram o produto teste.

Tal como foi feito para o colesterol total e para as LDL, fomos determinar se

para as HDL a colesterolémia inicial dos individuos teve alguma influéncia sobre

os resultados encontrados. Foi utilizado o mesmo ponto de corte (190 mg/dl)

(tabelas 27, 28, 29)
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Tabela 27
Descritiva das HDL por grupo e por subgrupo FCNAUP
Colesterol (grupo) = FBIBLIOTECA
Até 190 Mais de 190
Grupo Grupo
A B A B
HDL (Baseline) | Média 55 58 66 58
Desvio Padrido 12 6 9 11
N 10 7 9 8
HDL (Periodo 1) | Média 50,60 | 51,43 | 56,44 | 51,00
Desvio Padrédo 7,88 6,45 8,20 4,34
N 10 7 9 8
HDL (Periodo 2) | Média 56,40 | 52,43 | 61,56 | 51,00
Desvio Padriio 12,12 6,95 11,15 7,89
N 10 7 9 8
Tabela 28
Efeito do periodo na variacéo das HDL para os subgrupos - ANOVA
Fonte de Soma dos Média dos
Colesterol variago quadrados gl quadrados F Valor-p
Até 190 Periodo 263,098 2 131,549 4,034 027
Erro(Periodo) 1043,569 32 32,612
Mais de 190 | Periodo 617,569 2 308,784 12,770 ,000
Erro(Periodo) 773,765 32 24,180
gl-graus de liberdade
Tabela 29
Identificagdo dos periodos para os grupos e subgrupos- ANOVA (variavel HDL)
Colesterol Fonte de Soma dos Média dos
Grupo (grupo) variagio HDL quadrados gl quadrados F Valor-p
A Até 190 HDL Baseline vs.
Periodo 1 202,500 1 202,500 5,651 ,041
Periodo 1 vs.
Periodo 2 336,400 1 336,400 5,152 ,049
Emmo(HDL) Baseline vs.
Periodo 1 322,500 9 35,833
Periodo 1 vs.
Periodo 2 587,600 9 65,289
Mais de 190 | HDL Baseline vs.
Periodo 1 821,778 1 821,778 31,573 ,000
Periodo 1 vs.
Periodo 2 235,111 1 235,111 6,169 ,038
Emo(HDL) Baseline vs.
Periodo 1 208,222 8 26,028
Periodo 1 vs.
Periodo 2 304,889 8 38,111
B Até 190 HDL Baseline vs.
Periodo 1 315,571 1 315,571 10,436 018
Periodo 1 vs.
Periodo 2 7,000 1 7,000 134 ,127
Erro(HDL) Baseline vs.
Periodo | 181,429 6 30,238
Periodo 1 vs.
Periodo 2 314,000 6 52,333
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Mais de 190 | HDL

g?foﬁ'fﬁ“' 392,000 1| 392000 7298 | 031

Eﬁm ; * 1000 1 000| 000 1,000
Fretbh) ey 376,000 7| 53,714

1]::?&3 ; * 210,000 7 30,000

gl-graus de liberdade

Através das tabelas 27, 28 e 29, podemos concluir que:

¢ Para o grupo A as diferengas com significado estatistico (p<0,05) ocorreram

quer nos individuos com colesterol até 190, quer nos com mais de 190 mg/dl,

em ambos os periodos.

e Para o grupo B, nos individuos com valores até 190 mg/dl, as diferengas foram

significativas em ambos os periodos (1 e 2), mas nos individuos com mais de

190 mg/dl as diferencgas foram significativas apenas no final do periodo 1.

Na tabela 30 foram calculadas as alteragées da relagdo LDL/HDL no periodo

do produto teste.

Tabela 30
Decréscimo da relagéo LDL/HDL com o produto teste
Colesterol (subgrupo)
Até 190 Mais de 190 Total

Variagado (%) de N 10 9 19
LDL/HDL no ;
Sib0 ABSHED Minlr'no -17,65 -14,38 -17,65
1 Maximo 62,95 9,16 62,95

Média 19,13 -2,01 9,12

Desvio Padrado 25,23 8,76 21,68
Variagio (%)de |N 7 8 15
LDL/HDL no —
drone B pastods Mmllmo -27,38 -20,36 -27,38
2 Maximo 13,36 3,72 13,36

Média -3.41 -12,37 -8,19

Desvio Padrao 14,19 8,06 11,84

Em média, no periodo do produto teste, houve um aumento de 9% na relagéo
LDL/HDL no grupc A e um decréscimo de 8% no grupo B. Olhando para os
subgrupos, podemos confirmar que no grupo A, os individuos com 190 mg/dl ou

menos de colesterol total, tiveram um acréscimo de 19% e os individuos com
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mais de 190, uma redugéo de 2%, enquanto que no grupo B, a relagao LDL/HDL

diminuiu em ambos os subgrupos, 3,4% nos individuos com colesterol até 190 e

12,4% nos com mais de 190 mg/dl.

3.1.4. Triacilglicer6is

Através dos parametros de localizagao e dispersao descritos na tabela 31,

podemos inferir que estes lipidos variaram pouco ao longo das 9 semanas de

estudo.

Tabela 31

Descritiva dos Triacilglicerois

Triacilglicersis
Grupo
A B

Minimo 41 49

Maximo 201 159

Baseline Média 87 87
o | ®| =

N 19 15

Minimo 30 35

Maximo 132 136

Periodo | Periodo 1 Médi_a 85 87
e | | =

N 19 15

Minimo 38 34

Maximo 139 143

Periodo 2 | Média 82 84
e | & m

N 19 15
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Tabela 32
Teste T para Amostras néo Relacionadas

Teste de
Levene da
igualdade de
varidncias Teste t-Student
Intervalo de Confianga da
Diferenga diferenca das médias a
F Valor-p t gl Valor-p doa vivkis 95%
(bilateral)
Limite Limite
inferior superior
Triacilgli | Assume
cer6is(Ba | igualdade de ,000 994 | 079 32 938 ,940 23320 25,201
seline ) variéncias
Néo assume
igualdade de ,080 31,600 937 940 -22.950 24,831
varifincias

Como o valor de p € superior a 0,05 no baseline podemos comparar os valores

de triacilglicerdis entre ambos os grupos (tabela 32).

Tabela 33
ANOVA - Triacilglicerois

Soma dos Média dos
quadrados gl quadrados F Valor-p
fﬁ;i:; Tratamento | Hip6tese 1,177 1 1177|004 049
Erro 9010,309 32 281,572
Periodo Hipétese 151,059 1 151,059 936 ,469
Erro 9010,309 32 281,57
ID Hipotese 44487,721 33 1348,113 4,788 ,000
Erro 9010,309 32 281,57

gl-graus de liberdade

Segundo a ANOVA (tabela 33), apenas o efeito da variabilidade dentro do

grupo provocada pelos individuos exerce efeito significativo nos valores deste

lipido.
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Dados os resultados quer da estatistica descritiva, quer da ANOVA (note-se
que os valores de p estdo longe de serem significativos), ndo foram realizados
mais testes para esta varidvel. Resume-se que, as pequenas flutuagées
encontradas nos valores de ftriacilgliceréis nao foram provocadas nem pelo

periodo, nem pelo tratamento, mas sim pela variabilidade dos individuos dentro

de cada grupo

3.2. INGESTAO ALIMENTAR

avaliagbes da ingestdo

respectivamente.

alimentar realizadas nas semanas 0, 4 e 9,

Na tabela 34 estdo os parametros de localizagédo e de dispersado das variaveis

da ingestao alimentar. O baseline , o periodo 1 e o periodo 2, correspondem as

Tabela 34
Descritiva das variaveis da ingestao alimentar
Gord Gord Ale  Ale
Keal Prot(g) Prot% ® % HC( HC% ® %

Grupo A Baselne N 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Minimo 862 28 9 16 16,0 126 34,0 0 0
Maximo 2543 119 26 101 42,0 447 70,0 23 10
Meédia 1509 66 18 48 284 206 53,1 2 1

Desvio
477 25 5 24 8,6 82 11,9 5 2
Periodol N 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Minimo 795 37 11 20 17,3 104 41,1 0 0
Miéximo 2700 119 24 125 41,8 354 68,4 33 16
Media 1638 78 19 50 26,6 224 52,5 3 1

Desvio
o 444 2 4 24 6.7 60 7.8 8 4
Periodo2 N 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Minimo 607 31 10 11 15,6 76 36,0 0 0
Miximo 3428 197 27 161 424 600 706 23 6
Meédia 1781 87 20 56 279 237 50,5 3 1

Desvio
PR 855 43 5 34 72 131 9.9 7 2
Grupo B Baseline N 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Minimo 643 24 10 4 6,0 101 40,0 0 0
Maximo 4021 98 27 127 39,0 796 79,0 8 4
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Meédia 1641 67 18 46 25,7 256 56,1 1 0
Desvio
i 911 23 6 27 93 187 12,5 2 1
Periodol N 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Minimo 995 42 13 21 17,1 116 25,7 0 0
Maximo 2570 127 27 85 38,6 359 69,2 37 15
Média 1464 70 20 48 282 190 50,1 4 1
Desvio
4
— o 461 22 4 23 73 65 10,1 10
Periodo2 N 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Minimo 929 32 11 21 17,9 114 38,0 0 0
Méximo 2529 109 29 62 39,6 395 71,2 28 12
Meédia 1467 70 20 42 26,5 204 522 3 1
Desvio
Padtin 402 23 5 13 7.0 80 9,1 8 4

Kcal- quilocalorias; Prot (g)-proteinas (gramas); Prot %-proteinas (percentagem); Gord. (g)- gordura (gramas); Gord %- gordura
(percentagem); HC (g)- hidratos de carbono (gramas); HC %- hidratos de carbono (percentagem); Ale (g)- 4lcool (gramas); Alc %-
dlcool (percentagem).

Para testar a normalidade destas variaveis nestes trés periodos, o Teste One-

Sample Kolmogorov-Smirnov foi efectuado nestes trés momentos (tabela 35).

Tabela 35
Teste One-Sample Kolmogorov-Smimov — Ingestio Alimentar

Grupo | Perioda Keal Prot (g) Prot% Gord (g) Gord% | HC(g) He% | Alc(g) | Al
A Baseina | N 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Romogo- 670 575 482 566 679 808 11 | 2230 2,241
Valor -p 761 896 974 906 745 531 849 | 000 ,000
Perfodo 1 | N 19 19 19 19 19 19 19 19 19
el 548 661 680 764 665 954 656 | 2252 2,235
Valor-p 925 774 744 604 768 323 783 | 000 ,000
Periodo2 | N 19 19 19 19 19 19 19 19 19
LONRRy 740 a1 576 927 625 694 520 | 1,824 1,830
Valor-p 643 77 895 356 829 722 849 | 003 002
3 Basalne - | N 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Rt~ 891 555 565 821 611 907 698 | 2073 | 2073
Valor -p 405 917 907 365 849 383 714 | 000 000
i L 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Ry 874 788 684 1117 803 665 534 | 1714 | 1728
Viloe <P 430 564 720 165 540 769 38 | 006 005
Perioda 2. IR 15 15 15 15 15 15 15 15 15
RomogotN- 633 531 494 518 761 997 681 | 1970 1,678
Valor-p 818 oM 968 951 609 273 742 | 001 001

Kcal- quilocalorias; Prot (g)-proteinas (gramas); Prot %-proteinas (percentagem); Gord. (g)- gordura (gramas); Gord %- gordura
(percentagem); HC (g)- hidratos de carbono (gramas); HC %- hidratos de carbono (percentagem); Alc (g)- alcool (gramas); Alc %-
alcool (percentagem).
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Da analise da tabela anterior, pode-se constatar que apenas o alcool nao tem
uma distribuigdo normal.

Para averiguar se existiram diferengas entre a ingestao alimentar do grupo A e
do grupo B, foi efectuado o Teste T para Amostras nao Relacionadas para cada
uma das variaveis, no baseline , no periodo 1 e no periodo 2 (tabelas 36, 37, 38).
As diferengas entre a ingestao alcodlica de cada grupo foram verificadas através

. do Teste de Mann-Whitney (tabela 39).

Tabela 36
Teste T para Amostras ndo Relacionadas — Ingestéo alimentar no baseline (grupo A e grupo B)
Teste de Levene
da igualdade de
varifincias Teste t-Student
Intervalo de
Confianga da
diferenga das médias
a95%
Diferenga
F Valor-p t gl Valor-p | das médias Limite Limite
inferior | superior

Kcal Assume igualdade de

(Baseline ) varidincias 4,490 042 -,545 2 590 -131,912 625,066 | 361,242
Nio assume
igualdade de -,508 19,999 617 -131,912 673,174 409,349
varincias

Prot (g) Assume igualdade de

(Baseline ) varidncias ,052 ,821 -,040 32 968 =337 -17,369 16,695
N#o assume
igualdade de -,041 31,303 968 -337 -17,188 16,515
varifincias

Prot % Assume igualdade de

(Baseline ) varifncias 1,113 299 -,140 32 ,890 -,263 -4,096 3,570
Nao assume
igualdade de 137 | 27,265 892 -,263 4,206 3,680
variéincias

Gord (g) Assume igualdade de

(Baseline ) varidncias ,188 668 314 32 155 2,740 -15,012 20,493
Nio assume
igualdade de ,309 27,896 ,760 2,740 -15,426 20,906
varifincias

Gord % Assume igualdade de

(Baseline ) variincias ,148 ,703 ,883 32 384 2,7333 -3,5703 9,0369
Nao assume
igualdade de 875 29,006 ,389 2,7333 -3,6560 | 9,1227
varidncias

HC (g) Assume igualdade de

(Baseline ) varidncias 6,081 019 -1,040 32 ,306 -49,526 -146,509 47,456
Néo assume
igualdade de -,958 18,224 351 49,526 -158,090 59,038
variincias

HC % Assume igualdade de

(Baseline ) varidncias ,050 ,824 -,702 32 ,488 -2,9561 -11,5295 5,6173
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N#o assume
igualdade de
varidncias

-,698

29,453

491 -2,9561

-11,6112

5,6989

Kcal- quilocalorias; Prot (g)-proteinas (gramas); Prot %-proteinas (percentagem); Gord. (g)- gordura (gramas); Gord %- gordura
(percentagem); HC (g)- hidratos de carbono (gramas); HC %- hidratos de carbono (percentagem), Alc (g)- dlcool (gramas); Alc %-
dlcool (percentagem).

Na tabela 36 podemos verificar que ndo ha diferengas entre a ingestao

alimentar dos dois grupos no baseline (p> 0,05).

Tabela 37
Teste T para Amostras n&o Relacionadas — Ingestéo alimentar no periodo 1 (grupo A e grupo B)

Teste de
Levene da
igualdade de
varifincias

Teste t-Student

Valor

gl

Valor-p
(bilateral)

Diferencga das
médias

Intervalo de Confianga
da diferenga das médias
a95%

Limite
inferior

Limite
superior

Kcal (Periodo 1)

Assume
igualdade de
varidncias

16 | ,735

L119

32

271

>

174,4863

-143,1266

492,0993

N#o assume
igualdade de

varidncias

1,114

29,661

274

174,4863

-145,5299

494,5026

Prot (g)
(Periodo 1)

Assume
igualdade de
variéncias

1,000

32

325

7,6175

-7,8950

23,1301

N#o assume
igualdade de
variincias

29,796

327

7,6175

-1,9925

23,2275

Prot%
(Perfodo 1)

Assume
igualdade de
varincias

105 | 747

=277

32

,784

-37363

-3,1205

2,3732

Nao assume
igualdade de
variancias

=273

28,327

787

-37363

-3,17430

2,42704

Gord (g)
(Periodo 1)

Assume
igualdade de
varifincias

,366 | ,550

323

32

, 149

2,65614

-14,10345

19,41574

Néo assume
igualdade de
varidncias

325

30,952

, 147

2,65614

-14,00300

19,31528

Gord %
(Periodo 1)

Assume
igualdade de
varifncias

070 | ,793

673

32

,506

-1,6201

-6,52639

3,2862

Nao assume
igualdade de
variincias

-,665

28,806

Sl

-1,6201

-6,6018

3,3616

HC (g)
(Periodo 1)

Assume
igualdade de
variincias

093 | ,762

1,553

32

,130

33,4632

-10,4262

77,3525

N&o assume
igualdade de
varidncias

1,540

29,144

,134

33,4632

-10,9684

77,8947




Resultados 69
HC% Assume
(Periodo 1) igualdade de 27| ,723 ,775 32 444 23731 -3,86682 8,6130
variincias
Niio assume
igualdade de ,152 | 25944 ,459 2373 -4,1162 8,8625
varidncias

dlcool (percentagem).

significativas na ingestao alimentar (tabela 37).

Kcal- quilocalorias; Prot (g)-proteinas (gramas); Prot %-proteinas (percentagem); Gord. (g)- gordura (gramas); Gord %- gordura
(percentagem); HC (g)- hidratos de carbono (gramas); HC %- hidratos de carbono (percentagem); Alc (g)- alcool (gramas); Alc %-

No periodo 1, os dois grupos também nao apresentaram diferencas

Tabela 38
Teste T para Amostras n&o Relacionadas — Ingest&o alimentar no periodo 2 (grupo A e grupo B
Teste de Levene da
igualdade de
variéncias Teste t-Student
Intervalo de Confianga
Diferenca da diferenca das médias
F Valor-| t L Valor- - a 95%
P & (bl mg das médias 9
Limite Limite
inferior superior
Kcal Assume
(Periodo 2) | igualdade de 4,968 ,033 1,312 32 ,199 314,6933 | -173,8275 803,211
varidncias
Nio assume
igualdade de 1,418 | 26,787 ,168 | 314,6933 | -140,9232 770,309
varidncias
Prot.(g) Assume
(Perfodo 2) | igualdade de 2,932 ,097 1,363 32 ,183 16,7509 -8,2903 41,7921
varidncias
Nio assume
igualdade de 1,460 | 28284 ,155 16,7509 -6,7396 40,2413
variincias
Prot % Assume
(Periodo 2) | igualdade de ,712 ,405 ,440 32 ,663 ,7435 -2,6956 4,18271
variéncias
Nao assume
igualdade de 433 | 28,084 ,668 , 7435 -2,7702 425731
varifncias
Gord.(g) Assume
(Periodo 2) | igualdade de 3,128 ,086 1,458 32 155 13,61754 -5,41122 | 32,64631
variéncias
Nio assume
igualdade de 1,598 | 23,878 ,123 13,61754 -3,97271 31,20780
varidncias
Gord % Assume
w (Periodo 2) | igualdade de 161 ,691 554 32 ,584 1,3573 -3,6343 6,3491
varifncias
Nio assume
igualdade de ,556 | 30,613 ,582 1,35734 -3,6240 6,3388
varifincias
HC (g) Assume
(Periodo 2) | igualdade de 2423 ,129 ,845 32 ,405 32,5158 45,9094 110,9410
variéincias
Nio assume
igualdade de ,893 | 30,260 379 32,5158 41,8146 106,8462
variéincias
HC % Assume
(Periodo 2) | igualdade de ,106 ,747 =514 32 611 -1,70297 -8,45526 5,049z
varidncias
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N3o assume
igualdade de -,519 | 31,198 ,607
varifncias
gl-graus de liberdade

-1,7029 | -8,39365 49877

Kcal- quilocalorias; Prot (g)-proteinas (gramas); Prot %-proteinas (percentagem); Gord. (g)- gordura (gramas), Gord %- gordura
(percentagem); HC (g)- hidratos de carbono (gramas); HC %- hidratos de carbono (percentagem), Alc (g)- dlcool (gramas); Alc %-
alcool (percentagem).

Todas as variaveis da ingestao alimentar sdo comparaveis também no periodo
2 (tabela 38).

Podemos concluir que, quanto a ingestdao alimentar (calorias, proteinas,
hidratos de carbono e gorduras), ndo houve diferengas entre os grupos A e B, no
baseline , no periodo 1 e no periodo 2.

Para o alcool foi entdo utilizado o Teste Mann-Whitney (tabela 39), como

alternativa ao Teste T para Amostras ndo Relacionadas ©? .

Tabela 39
Teste de Mann-Whitney- Alcool
Ale (g) Alc % Alc (g) Alc % Alc (g) Alc %
(Baseline ) (Baseline ) (Periodo 1) (Periodo 1) (Periodo 2) (Periodo 2)
Mann-Whitney U 136,500 136,500 130,000 131,000 127,500 129,000
Z -,423 -,423 -,704 -,647 -, 736 -,663
Valor - p 672 ,672 ,482 ,517 ,462 ,508

Alc (g)- dlcool (gramas); Alc %- alcool (percentagem).

Os dois grupos sdo comparaveis quanto a variavel alcool.

Com o objectivo de tragar eventuais relagdes entre a ingestao alimentar e os

‘resultados do estudo, a tabela 40 e a tabela 41 apresentam as correlagdes entre

as variaveis da ingestao alimentar com distribuicdo normal e os parametros do

estudo (correlagtes de Pearson — tabela 40) e entre o alcool e os parametros do

estudo (correlagdo de Spearman — tabela 41) €2,
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Tabela 40 — Correlagbes de Pearson- Ingest&o alimentar e parametros do estudo

Periodo Colesterol LDL | HDL Triacilglicerbis
Kcal Correlagio de Pearson | Baseline 029 059 | 064 -200
Periodo 1 110 067 | 015 220
Periodo 2 ,139 092 | ,000 329
Valor-p Baseline 872 739 | 718 256
Periodo 1 535 ,707 | 932 212
Periodo 2 434 605 | 999 058
Prot (g) Correlacio de Pearson | Baseline -128 124 | 118 =311
Periodo 1 -,039 -051 | 075 -047
Periodo 2 123 057 | 108 088
Valor-p Baseline 471 A84 | 506 074
Periodo 1 ,825 J13 | 675 .91
Periodo 2 490 149 | 544 621
Prot % Correlagio de Pearson | Baseline -241 -283 | 098 -,166
Periodo 1 -217 -167 | -018 -379(*)
Periodo 2 -016 -061 | ,191 -,239
Valor-p Baseline ,170 ,105 | ,580 347
Periodo 1 218 344 | 921 027
Periodo 2 928 31| 219 174
Gord (g) Correlagio de Pearson | Baseline -,037 ,058 | -077 -294
Periodo 1 287 300 | 154 314
Periodo 2 238 212 | 069 212
Valor-p Baseline 837 745 | 665 ,092
Periodo 1 100 085 | 386 071
Periodo 2 176 229 | 697 .230
Gord Correlagiio de Pearson | Baseline -128 -066 | -044 -258
Periodo 1 A45(*%) | ,499(*%) | -237 321
Periodo 2 ,181 205 | 164 -022
Valor-p Baseline AT2 ,710 | ,803 ,140
Periodo 1 ,008 003 | 178 064
Periodo 2 ,306 245 | 355 900
HC (g) Correlagdio de Pearson | Baseline ,086 079 | 100 -075
Periodo 1 ,027 -074 | 189 189
Periodo 2 ,031 -011 [ -073 ,388(*)
Valor-p Baseline ,629 655 | 572 672
Periodo 1 879 678 | 286 284 |
Periodo 2 861 949 | 683 023
HC % Correlagiio de Pearson | Baseline 211 J181 | -013 281
Periodo 1 -,145 =232 286 -015
Periodo 2 -,148 -150 | -206 ,138
Valor-p Baseline ,230 304 941 ,107
Periodo 1 412 186 | 101 933
Periodo 2 403 396 | 244 435

** A correlagdio é significativa ao nivel de 0,01

* A correlagio ¢ significativa ao nivel de 0,05

Kcal- quilocalorias; Prot (g)-proteinas (gramas); Prot %-proteinas (percentagem);, Gord. (g)- gordura (gramas); Gord %- gordura
(percentagem); HC (g)- hidratos de carbono (gramas); HC %- hidratos de carbono (percentagem); Alc (g)- 4lcool (gramas); Alc %-
alcool (percentagem).




79 Resultados

A tabela 40 indica que:

e A correlagdo entre a ingestdo de proteinas ( em percentagem) e os niveis
séricos de triacilgliceréis no periodo 1 foi significativa (p=0,027), negativa €
baixa (-0,379) (inferior a 0,4) ®%;

e A correlagdo entre a ingestdo de gordura ( em percentagem) e os niveis
séricos de colesterol no periodo 1, foi significativa (p=0,008), positva e
moderada (0,445) (entre 0,4 e 0,69) %,

e A correlagdo entre a ingestdo de gordura (em percentagem) e os niveis
séricos de LDL no periodo 1, foi significativa (p=0,003), positiva e moderada

| (0,499);

« A correlagdo entre a ingestéo de hidratos de carbono (em gramas) e os niveis

séricos de triacilgliceréis no periodo 2, foi significativa (p=0,023), positiva e
baixa (0,388).
Tabela 41
Correlagio de Spearman- Alcool e parametros do estudo

Correlagfio de Spearman | Periodo Colesterol LDL | HDL Triacilgliceréis
Ale (g) Coeficiente de correlagiio | Baseline 112 | -068| 007 -,062
Periodo 1 -231| -182| -,049 -,194
Periodo 2 77,163 | ,040 ,132
Valor-p Baseline 527 | 704 | 967 ,730
| Periodo 1 J89 | 303 | ,782 271
} Periodo 2 316 | 356 ,824 ,456
i c % Coeficiente de correlagdo Baseline -112 | -,068 ,007 -,062
Periodo 1 242 | -193 | -,050 -,206
Periodo 2 JA70 | ,153 | ,048 ,136
Valor-p Baseline 527 704 | 967 .730
Periodo 1 J68 | 273| 7177 ,243
Periodo 2 337 | 387 ,789 ,443

Alc (g)- dlcool (gramas); Alc %- dlcool (percentagem).

As correlagdes entre o &lcool e os parédmetros do estudo nédo tiveram
significado estatistico (p>0,01) (tabela 41).

Com a finalidade de verificar se a ingestéo alimentar entre os individuos com

colesterolémia inferior ou igual a 190 mg/dl e os individuos com colesterolémia
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superior a 190 mg/dl foi diferente, foi aplicado o Teste T para Amostras
Relacionadas (tabela 42), que compara as médias destes dois subgrupos dentro

do mesmo grupo, antes da intervengao e em cada um dos periodos %,

Tabela 42
Teste T para Amostras Relacionadas por subgrupo e por periodo — Ingestéo alimentar

Diferencas dos pares Teste t para amostras emparelhadas
Colesterol
(subgrupo) Média Desvio Padriio t gl Valor-p
Kcal (Baseline ) - Kcal (Periodo 1) | Até 190 12,976 575,445 093 16 927
Mais de 190 -435 461,360 -,004 16 997
Kcal (Periodo 1) - Kcal (Periodo 2) | Até 190 38,118 579,077 =271 16 ,790
Mais de 190 -124,318 624,363 -,821 16 424
P;ot gg‘) (Baseline ) - Prot (g) Até 190 9224 29388 | -1,294 16 214
eriodo 1 :
( ) Mais de 190 7,400 24267 | -1257 16 227
l(’;ot Efj) (gm’odo 1) - Prot (g) Até 190 3,118 36,232 -,355 16 727
eriodo -
) Mais de 190 6,824 30,187 -932 16 ,365
Prot % (Baseline ) - Prot % Até 190 -1,858 7212 | -1,062 16 ,304
(Periodo 1) Mais de 190
ais de -1,419 4,630 | -1264 16 224
Prot % (Periodo 1) - Prot % Até 190 ,116 4,051 118 16 907
eriodo 2 _ : -
(P ) Mais de 190 -1,027 5044 | 839 16 414
?Poerr;i 0(dg) gl)?aselr‘ne ) - Gord (g) At¢ 190 -1,615 20,132 -331 16 ,745
(4] =
Mais de 190 -1,851 22,878 -334 16 743
(‘]’)"J,? 0(‘5) g)’eﬁodo 1) - Gord (g) Até 190 -412 30,025 -,057 16 ,956
0 =
Mais de 190 -1,706 30,909 -228 16 ,823
Gord % (Baseline ) - Gord % Até 190 ,893 8.793 419 16 681
(Periodo 1) . . - :
Mais de 190 1,117 10,283 -448 16 ,660
Gord % (Periodo 1) - Gord % At¢ 190 -1,450 9339 | -640 16 531
(Periodo 2) . - - ’ :
Mais de 190 1,559 8,431 ,762 16 457
HC (g) (Baseline ) - HC (g) Até 190 24,071 149,995 ,662 16 518
(Periodo 1) Mais de 190
ais de 14,776 78,955 772 16 452
gC (g) (Periodo 1) - HC (g) At¢ 190 -10,000 82,340 -,501 16 623
eriodo 2) . - < .
Mais de 190 -16,941 97,114 - 719 16 ,482
HC % (Baseline ) - HC % (Periodo | Até 190 3364 15,618 838 16 388
i _ ; j ; ;
Mais de 190 2,544 13,306 ,788 16 442
HC % (Periodo 1) - HC % (Periodo | Até 190 309 11.048 115 16 909
2 _ i / , ;
Mais de 190 202 11,345 073 16 ,942
Mais de 190 -718 1,824 | -1,623 16 124

gl-graus de liberdade
Kcal- quilocalorias; Prot (g)-proteinas (gramas); Prot %-proteinas (percentagem); Gord. (g)- gordura (gramas); Gord %- gordura

(percentagem), HC (g)- hidratos de carbono (gramas), HC %- hidratos de carbono (percentagem); Alc (g)- 4lcool (gramas); Alc %-
alcool (percentagem).
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Os resultados da tabela 42 mostram-nos que a ingestao alimentar entre os

dois subgrupos nao sofreu alteragoes significativas em nenhum dos dois periodos
consecutivos considerados, logo ela ndo afecta os resultados obtidos nos
parametros do estudo, relativamente aos individuos com colesterolémia inicial

inferior ou igual a 190 mg/dl e superior a 190 mg/d|.

3.3. CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS
O peso, o IMC e a percentagem de gordura corporal foram determinados
antes e depois da intervencgao, ou seja, nas semanas 0 e 10, logo a estatistica

descritiva para estas variaveis é referente apenas ao baseline e ao periodo 2

(tabela 43).
Tabela 43
Descritiva das Caracteristicas Antropométricas
Percentagem de
Peso IMC gordura
Grupo A | Baseline N 19 19 19
Minimo 47.1 182 17,2
Maximo 74,6 295 383
Meédia 62,6 24,6 31,2
Desvio Padrio 8.4 3,5 6,3
Periodo 2 N 19 19 19
Minimo 483 18,6 18,4
Miximo 77.1 303 39,2
Média 63,4 249 31,6
Desvio Padriio 89 36 6,1
GrupoB | Baseline N 15 15 15
Minimo 48,5 18,0 17,9
Maximo 81,8 297 40,6
Média 64,0 24.9 323
Desvio Padriio 9.8 34 6,4
N 15 15 15
Periodo 2 ;
Minimo 482 17,7 16,2
Méximo 826 30,1 40,8
Média 63,8 249 31,9
Desvio Padrio 10,6 38 7.2

As alteragbes das caracteristicas antropométricas sdo minimas em ambos os
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grupos:
e No grupo A, o peso, o IMC e a percentagem de gordura passaram de
62,6 kg, 24,6 e 31,2% (valores médios) para 63,4 kg, 24,9 e 31,6,
respectivamente;
¢ No grupo B, estas variaveis diminuiram ligeiramente de 64 kg, 24,9 e
32,3 para 63,8 kg, 24,9 e 31,9, respectivamente (tabela 42).

Dadas estas ligeiras diferencas, no Teste T para Amostras nao Relacionadas
nao foram encontrados resultados significativos, pelo que este teste nao foi
apresentado.

Com o objectivo de verificar se alteragdes do peso e da percentagem de
gordura corporal, determinados no baseline (semana 0) e depois do periodo 2
(semana 10), influenciaram os parametros do estudo, foram construidos modelos

de regresséo linear (tabela 44).

Tabela 44
Modelos de regresséo linear- caracteristicas antropométricas e parametros do estudo

R R’
a Varidvel independente: Alteragdes da Gordura (Periodo 2/ Baseline ) 181 033
b Varidvel dependente: Alteragdes do Colesterol (Periodo 2/ Baseline ) > ’
a Vari_avel independente:, Alteragdes da Gordura (Periodo 2/ Baseline ) 092 008
b Varidvel dependente: Alteragdes das LDL (Periodo 2/ Baseline ) : ’
a Vari‘ével independente: Alteragdes da Gordura (Periodo 2/ Baseline ) 404 163
b Variavel dependente: Alteracdes das HDL (Periodo 2/ Baseline ) > ’
a Van:ével independente: Alteragdes da Gordura (Pe:?'odo 2/ Baseline ) 023 001
b Varidvel dependente: Alteracbes dos Triacilglicer6is (Periodo 2/ Baseline ) 2 i
a Varidvel independente: Alteragdes do Peso(Periodo 2/ Baseline ) 059 004
b Varidvel dependente: Alteragdes do Colesterol (Periodo 2/ Baseline ) ’ ?
a Vari‘ével independente: Alteragdes do Peso(Periodo 2/ Baseline ) 039 002
b Varidvel dependente: Alteracdes das LDL (Periodo 2/ Baseline ) ’ i
a Vari‘ével independente: Alteragdes do Peso(Periodo 2/ Baseline ) 090 008
b Varidvel dependente: Alteragdes das HDL (Periodo 2/ Baseline ) i ’
a Vari.évcl independente: Alteragdes do Peso(Periodo 2/ Baseline ) 063 004
b Variavel dependente: Alteragdes dos Triacilgliceréis (Periodo 2/ Baseline ) 2 ’

R-coeficiente de correlagao de Pearson; R*-coeficiente de determinacio

Pela analise dos coeficientes de correlagdo e de determinagdo, podemos

concluir que as relacdes entre as caracteristicas antropométricas avaliadas no

baseline e no fim do periodo 2, e os pardmetros do estudo (baseline e fim do
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periodo 2) sdo maioritariamente fracas (R menor que 0,4

) (83)

De salientar que estas regressoes nao avaliam as correlagbes entre as

caracteristicas antropométricas e os parametros do estudo, que possam ter

ocorrido devido a eventuais alteracoes do baseline para o periodo 1 e do periodo

1 para o periodo 2. Nao foi possivel determinar estas correlagbes porque as

caracteristicas antropométricas apenas foram medidas nas semanas 0 e 10.

Na tabela 45, através da significancia (valor-p), podemos concluir que apenas

as alteragbes da percentagem de gordura corporal influenciaram os valores das

HDL (p=0,018), se bem que a tabela anterior (tabela 44) confirma-nos que essa &

uma correlagdao moderada (R=0,404).

Tabela 45
Coeficientes dos modelos de regresséo- caracteristicas antropométricas e parametros do estudo
Coeficientes nfio estandardizados
t Valor-p
B Erro Padriio

Alteragdes do Colesterol (Constante) -3,280 2,576 1,273 212
(Perioledr Bassiens ) Alteragdes da Gordura (Periodo 530

2/ Baseline ) , .508 1,042 ,305
A]tergqées das LDL (Periodo 2/ | (Constante) -4.559 2,987 -1,526 ,137
Baseimer) Alteragdes da Gordura (Periodo

2/ Baseline ) 308 ,589 ,523 ,605
Altera_qées das HDL (Periodo 2/ | (Constante) -5.270 2,605 2,023 ,051
Baseline) Alteragdes da Gordura (Periodo

2/ Baseline ) 1,284 514 2,499 ,018
Alteracdes dos Triacilglicerois (Constante) 3379 8.660 ,390 699
(Periodo 2/ Baseling.) Alteragdes da Gordura (Periodo

. -218 1,708 - 128 ,899

2/ Baseline )
Alteragdes do Colesterol (Constante) -3.369 2,670 1262 216
(Rerinde:2 Basline ) Alteragdes do Peso(Periodo 2/

Baseline ) 364 1,079 337 ,7138
Alteragdes das LDL (Periodo 2/ | (Constante) 4365 3.060 -1.426 164
Baseline ) : ! .

Alteragdes do Peso(Periodo 2/

Baseline ) -273 1,237 -,220 ,827
Alteragdes das HDL (Periodo 2/ | (Constante) 5,341 2,896 -1,844 074
Bsiine) Alteragdes do Peso(Periodo 2/

Baseline ) ,597 1,171 ,510 ,613
Alteragdes dos Triacilglicerois | (Constantc) 3,982 8,828 451 655
(Periodo 2/ Baseline ) Altragdes 4o Peso{Periodo 2/

Baseline ) -1,266 3,569 -,355 125

Resume-se que, as alteragdes nas caracteristicas antropométricas pouco ou
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nada influenciaram os resultados obtidos nos parametros do estudo.

3.4. FUNCIONAMENTO INTESTINAL , ACTIVIDADE FISICA E ADESAO

De acordo com o observado, a tolerancia aos produtos foi boa. Das 34
mulheres, 15 (44%), 8 do grupo A e 7 do grupo B, referiram um funcionamento
intestinal mais regular durante as 9 semanas do estudo, quer com o produto teste,
quer com o controlo, ou seja, quer no periodo 1, quer no periodo 2. Destas 15, 5
indicaram obstipagdo na semana de washout. As restantes 19 mulheres (56%)
nao notaram qualquer diferenca no funcionamento intestinal. Nado foram
observados efeitos indesejaveis.

Quanto aos comportamentos habituais (actividade fisica, alimentagéo, etc.),
todas as participantes mencionaram a inexisténcia de alteragdes durante o
periodo de estudo.

A adesao aos produtos foi razoavel. Dos 41 individuos que iniciaram o estudo,
apenas 5 foram excluidos nas primeiras semanas por “nao adesdo”: 3, porque

nao gostaram dos produtos e 2 porque ndao consumiram as 3 unidades por dia.

3.5. OCORRENCIAS NAO PREVISTAS

Das 34 mulheres que concluiram o estudo, uma fez antibioterapia durante 6
dias devido a uma infecgdo urinaria, mas manteve o consumo das 3 unidades
diarias e outra ndo consumiu os produtos durante uma semana, logo apds o
washout, porque foi de viagem. Ambas pertenciam ao grupo A . A primeira

encontrava-se no periodo do produto teste (periodo 1) e a segunda no periodo do

produto de referéncia (periodo 2) .




78 Discussao

4. DISCUSSAO

Este estudo demonstra que o leite fermentado com L. acidophilus 145 e B
longum BB536, quando comparado com o idgune (S. themmophilus e L.
bulgaricus), reduz de modo significativo as LDL nos individuos com colesterolémia
inicial superior a 190 mg/dl. Através da ANOVA obteve-se um valor de p
estatisticamente significativo (p=0,014) para os individuos com colesterol superior
a 190 mg/dl em ambos os grupos. Os decréscimos ocorridos estiveram na ordem
dos 16% para o grupo A (p=0,003) e 12,5% para o grupo B (p=0,05).

O colesterol total (CT) também diminuiu nos individuos com mais de 190 mg/dl
(p=0,008 na ANOVA), mas ao distribuir estes individuos pelos dois grupos,
verificou-se que esta alteragao foi significativa apenas no grupo A (de 222 para
191 mg/dl com valor de p=0,001) (de 217 para 198 mg/dl com p=0,089 no grupo
B).

Nos individuos com colesterol inicial até 190 mg/dl, o CT aumentou no grupo
A, nos dois periodos de tratamento e no grupo B no periodo 2, ou seja, no periodo
do produto teste. Ja os niveis de LDL também aumentaram no grupo A, mas
diminuiram no grupo B, em ambos os periodos. Nenhuma destas alteragées
verificadas neste subgrupo (colesterol inferior ou igual a 190 mg/dl), teve
significado estatistico.

Simultaneamente a redugdo das LDL verificou-se uma diminuicdo das HDL
nos dois grupos. Esta alteragao, a Unica significativa para todos os individuos
segundo a ANOVA (p do tratamento=0,037; p do periodo=0,015), ndo esteve
relacionada nem com a colesterolémia inicial dos participantes nem com o

produto teste, ja que foi observada em todos os individuos, antes da divisdo por
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subgrupos e também apés o consumo do produto de referéncia. De salientar que
no grupo A a redugéo ocorreu apds o consumo do produto teste (p<0,01) e ap6s o
consumo do produto de referéncia (p=0,003), enquanto que no grupo B apenas foi
verificada ap6s o consumo do produto de referéncia (p=0,001) (p=0,773 apds o
consumo do produto teste).

Calculando a relagdo LDL/HDL, geralmente utilizada como um indice de
aterogenicidade ©®®, verificou-se que no grupo A durante o periodo do produto
teste (periodo 1), os individuos com 190 mg/dl ou menos de colesterol inicial,
tiveram um acréscimo de 19% e os individuos com mais de 190 mg/dl, uma
redugdo de 2%, enquanto que no grupo B no periodo 2 (periodo teste), a relagao
LDL/HDL diminuiu em ambos os subgrupos, 3,4% nos individuos com colesterol
até 190 mg/dl e 12,4% nos com mais de 190 mg/dI.

As alteragdes dos triacilglicer6is ao longo do estudo foram negligenciaveis, em
ambos 0s grupos.

De notar que na andlise das alteragdes de todos os lipidos, a variabilidade
entre os individuos de cada grupo teve sempre um efeito relevante (p<0,01), o
que significa que as diferengas entre os individuos dentro do mesmo grupo
influenciaram os resultados. Isto ja era de esperar e ndo invalida os resultados
obtidos na ANOVA.

Ao analisar a ingestdo alimentar, avaliada pela Recordagao das 24 Horas
Precedentes no baseline (semana 0), no fim do periodo 1 (semana 4) e no fim do
periodo 2 (semana 9), constatou-se que nao houve diferengas significativas entre
a ingestdo de calorias, proteinas, hidratos de carbono, gordura e alcool dos dois

grupos nestes trés periodos e que as correlagdes entre estes nutrientes e o0s

parametros do estudo foram fracas (R entre 0,2 e 0,39) ou moderadas (R entre




0,4 e 0,69) ® embora significativas em alguns casos, nomeadamente entre a
percentagem de proteinas e os triacilgliceréis no periodo 1 (R=-0,379), a
percentagem de gordura e o colesterol total no periodo 1 (R=0,445), a
percentagem de gordura e as LDL no periodo 1 (R=0,499) e os hidratos de
carbono (gramas) e os triacilglicerdis no periodo 2 (R=0,388).

No que respeita & ingestdo alimentar entre os dois subgrupos, também nao
foram encontradas diferengas significativas no baseline, no periodo 1 e no
periodo 2. Pode-se concluir que a ingestdo alimentar ndo afectou os resultados
obtidos.

Os modelos de regressdo e os coeficientes de correlagdo entre as
caracteristicas antropométricas determinadas por bioimpedancia e os lipidos, no
baseline (semana 0) e apos o periodo 2 (semana 10), mostram que a Unica
relagéo significativa & entre a percentagem de gordura corporal e as HDL
(p=0,018), sendo uma relagéo positiva e moderada (R=0,404). Todas as outras
relagdes sao fracas (R<0,4) e ndo tém significado estatistico, pelo que se pode
afirmar que as alteragbes das caracteristicas antropométricas também nao
afectaram os parametros do estudo.

Durante as 9 semanas do estudo, 44% da amostra referiu um funcionamento
intestinal mais regular, caracterizado por um aumento da frequéncia fecal com
ambos os produtos, o teste e o de referéncia, e 56% nao notou qualquer
diferenca. Todos os participantes mencionaram manter a actividade fisica
habitual.

Os decréscimos nas LDL e no colesterol total encontrados neste estudo s&o
corroborados por estudos anteriores com o L. acidophilus e o B. longum, alguns

dos quais com metodologia semelhante 749,
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Schaafsma e col. (1998) demonstraram, através dum RCT com delineamento
cruzado e dupla ocultagdo, que um leite fermentado com as bactérias habituais do
iogurte, com o L. acidophilus (DN112.053 e DN112.096) e com adigdo de fruto-
oligossacaridos, provocou uma reducgao de 4,4% no CT e 5,4% nas LDL, numa
amostra de 30 individuos do sexo masculino, durante 3 semanas, quando
comparado com a mesma quantidade (375 g por dia) de um iogurte tradicional.
Nao foi apurado, contudo, se este efeito foi devido ao L. acidophilus, aos fruto-
oligossacaridos ou a ambos. Os niveis das HDL e dos TG permaneceram
inalterados durante as semanas do estudo ©®,

Liong e Shah (2005) demonstraram que a remocao de colesterol in vitro era
optimizada pela fermentacdo do L. acidophilus ATCC4962 na presenga de
manitol, fruto-oligossacaridos e inulina e que, quer a remogéao de colesterol, quer
a produgdo de acidos gordos saturados de cadeia curta, parecem estar
associadas ao crescimento e s&o altamente influenciadas pelos prebiéticos %),

Ashar e Prajapati (2000) avaliaram o efeito hipocolesterolémico de um leite
fermentado com L. acidophilus V3, através dum estudo paralelo de 3 semanas, e
concluiram que o consumo de 200 ml por dia do produto teste reduziu em 41% as
LDL e em 21% o CT no grupo de individuos com colesterolémia inicial de 2,0-2,2
g/l, efeito este comparavel ao de alguns medicamentos (simvastatina e
lovastatina). No entanto, para além de nao ter sido feito controlo por placebo nem
ocultacao, cada um dos 4 grupos da amostra tinha um ndmero de individuos
relativamente baixo (n entre 2 a 9). As HDL nao sofreram alteragdes em nenhum

dos grupos e os TG aumentaram no grupo com colesterol total inferior a 2,0g/l.

(37)
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Num outro estudo paralelo mas controlado por placebo e com ocultagdo, um
leite magro fermentado com as bactérias do iogurte e com o B. longum BL1, foi
comparado com o iogurte tradicional em 32 sujeitos do sexo masculino. Apés o
consumo de 300 ml por dia durante 4 semanas, foi verificada uma redugéao no CT
em metade dos individuos que apresentavam um colesterol superior a 240 mg/d|.
Neste mesmo trabalho de Xiao e col. (2003), o B. longum também foi investigada
no Rato sob a forma de um po6 liofilizado, e mostrou-se eficaz em reduzir o CT, as
LDL e os TG, em relagao ao produto controlo “?.

Um decréscimo de 2,9% no CT foi verificado apés a analise combinada de 2
estudos de Anderson e col. ®®. No primeiro, um estudo com desenho paralelo e
com a duragdo de 3 semanas, um leite fermentado com L. acidophilus L1 de
origem humana provocou uma diminuicdo de 2,4% nos niveis de CT duma
amostra de 29 sujeitos, em comparagdo com um leite fermentado com L.
acidophilus ATCC43211 de origem suina. No segundo estudo, um RCT com
desenho cruzado e dupla ocultagédo, o CT reduziu 3,2% apenas no 1° periodo de
tratamento em 40 individuos de ambos os sexos, apés o consumo de 200 ml por
dia durante 4 semanas de um leite fermentado com L. acidophilus L1. Em ambos
os estudos, o produto teste nao alterou de modo significativo os niveis de TG. No
primeiro estudo as HDL diminuiram significativamente, quer no grupo do LF L.
acidophilus L1, quer no grupo do LF L. acidophilus ATCC ®9.

Alguns estudos em animais também confirmam os efeitos observados no
presente trabalho ©7®"). Sibel e col. (1997) concluiram que o iogurte acidéfilo,
produto da fermentacdo do leite pelo S. thermophilus e pelo L. acidophilus,
quando comparado com o iogurte tradicional, diminuiu as concentragdes de CT e

das LDL, no Rato, sem afectar as HDL e os TG ®". O efeito hipocolesterolémico
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do L. acidophilus (ATCC 43121) conjuntamente com o célcio também foi
demonstrado no suino, quer a nivel do CT, quer das LDL, sem alterar as HDL 7.

Por outro lado, ha estudos no Homem que ndo suportam estes resultados
(44.46-48)_

De Roos e col. (1999) conduziram um estudo paralelo controlado
aleatoriamente por placebo, no qual 78 sujeitos consumiram 500 ml de iogurte
(placebo) ou iogurte com L. acidophilus L1 por dia, durante 6 semanas. Nao
encontraram alteragées significativas nas concentragoes plasmaticas de CT, LDL,
HDL e TG ao longo das 6 semanas “©,

Nos estudos de Larsen e col. (2000) e Lewis e Burmeister (2005) os efeitos
nos lipidos do L. acidophilus também foram irrelevantes, seja adicionado ao
iogurte, seja sob a forma de capsulas “**®). No segundo estudo ficou, no entanto,
comprovada a eficacia in vitro desta bactéria (L. acidophilus LA-1) em reduzir o
colesterol do meio “9.

Kiessling e col. (2002) investigaram o efeito do consumo a longo prazo (21
semanas) de um iogurte suplementado com L. acidophilus 145, B. longum 913 e
1% de oligofrutose em 29 mulheres, e concluiram que o produto teste nao
provocou alteragdes no CT nem nas LDL, mas aumentou as HDL. Este efeito nao
foi associado as bactérias nem a oligofrutose, mas sim ao consumo a longo prazo
do iogurte “7),

De realgar que as diferentes metodologias utilizadas nos estudos tornam as
comparagdes dificeis e inconsistentes (ver tabela 1).

Os factores que poderéo estar na origem dos resultados obtidos no presente

estudo sdo as estirpes de L. acidophilus e B. longum existentes no produto teste.
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Estudos in vitro demonstram que as bactérias acido-lacticas tém a capacidade
para assimilar e ligar-se ao colesterol e aos 4cidos biliares a nivel intestinal “” e
que o L. acidophilus e o B. longum captam colesterol na membrana celular. Isto
resulta numa inibigdo da absor¢do intestinal de colesterol e na redugao dos seus
niveis séricos #6:40:50.52:59)

A promogao da excregao dos acidos biliares devido a desconjugacao dos sais

(35.36.38.4049) " Kiaver e van der Meer

biliares & outro mecanismo sugerido
propuseram que o colesterol coprecipita com os acidos biliares desconjugados
5% Sabe-se que os niveis séricos de colesterol diminuem quando a reabsorgao
intestinal de acidos biliares diminui, devido a promog¢do do catabolismo do
colesterol a nivel hepatico °-6:40.53-35.59)

A capacidade para sobreviver a passagem pelo tracto gastrointestinal,
nomeadamente a tolerancia ao acido e a bilis, parecem ser fundamentais para
que o efeito ocorra in vivo'30:40:52.88),

O B. longum (BL1) tem a capacidade de sobreviver no suco gastrico artificial a
um pH de 3,0 por 1,5 a 2 horas. No estdmago, as bactérias entram em contacto
com valores de pH que variam entre 2,0 a 8,0, dependendo dos alimentos
ingeridos. Esta bactéria também sobrevive a concentragdes relativamente
elevadas de bilis por 5 a 16 horas, que é o tempo normal de passagem dos
alimentos pelo intestino delgado. “%?. Esta estirpe possui também uma forte
actividade da hidrolase dos sais biliares. Assim o efeito hipocolesterolémico
provocado por esta bactéria deve-se provavelmente a ligagao ao colesterol e aos
acidos biliares e a desconjugacgéo 7.

Por outro lado, o S. thermophilus e o L. bulgaricus, os dois microrganismos

mais importantes utilizados na produgdo do iogurte e que constituiram as
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bactérias do produto controlo neste estudo, ttm uma baixa tolerancia aos sais
biliares e ao pH acido, e uma preferéncia selectiva por agucares “0*#").

Estudos no Homem sobre o efeito dos leites fermentados nas concentragdes
de colesterol sdo, no entanto, ambiguos. O consumo do leite fermentado no
Homem, nem sempre tem efeitos similares ao consumo no animal, devido a
diferengas do metabolismo entre espécies “?.

Harrison e Peat (1975) propuseram que a introdugao de culturas vivas de L.
acidophilus no intestino do recém-nascido pode ter um efeito hipocolesterolémico
@9 Estudos recentes de Gilliland e col. mostraram que algumas estirpes de L.
acidophilus, ao crescerem em condigbes anaerébias e na presenca da bilis,
condi¢des encontradas no intestino delgado, assimilam colesterol, parte do qual é

r (39,49,53,56)

incorporado na membrana celula As estirpes de L acidophilus

estudadas por estes autores também desconjugam os 4acidos biliares,

interrompendo a circulagido enterohepatica °°%57:61)

. Os acidos biliares livres
podem precipitar na presenga de colesterol e na presenga de calcio, o que
promove a eliminagdo dos 4&cidos biliares nas fezes e a diminuigdo das
concentragdes séricas de colesterol ®9%3%78)  Assim, 3 medida que aumenta a
actividade da hidrolase dos sais biliares no intestino delgado, h4 uma maior
“chamada” de colesterol para o intestino 9.

Outra possibilidade, geralmente pouco referenciada pelos investigadores, é
que os acidos biliares livres sdo absorvidos por difusdo passiva, tendo um
feedback negativo na sintese de colesterol e de acidos biliares ©9.

De todas as estirpes de L. acidophilus, a estirpe L-1, geralmente utilizada em

produtos comerciais holandeses, parece ser uma das mais eficazes em reduzir o

colesterol sérico “9,
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A variabilidade apresentada pelas espécies em relagdo as taxas de
sobrevivéncia a passagem pelo intestino, pode ajudar a explicar a ambiguidade
dos resultados encontrados nos estudos ©?. Os mecanismos de acgédo exactos
permanecem desconhecidos.

Neste estudo nao se sabe até que ponto os efeitos observados a nivel das
LDL e do CT estao dependentes da dose e do tempo. O efeito a longo prazo tem
sido investigado por alguns autores, mas os resultados permanecem equivocos
(43,44,47,90)

Kiessling e col. (2002) estudaram o consumo durante 21 semanas. Nao
encontraram efeitos no CT e nas LDL, apenas um aumento significativo das HDL
“7 Larsen e col (2000) verificaram uma redugéo significativa nas LDL de 8,4%
com um consumo durante 8 semanas, mas apenas no grupo de individuos com
excesso de peso que consumiu o Gaio ® “). Bertolami e col. (1999) descobriram
uma reducao de 6% nas LDL apés 8 semanas de consumo do Gaio ® mas, nem
todos os sujeitos responderam da mesma forma e nalguns o CT aumentou.
Parece que os individuos hipercolesterolémicos foram os que mais beneficiaram
deste efeito. “’ Num outro estudo de Richelsen e col (1996), a redug&o verificada
com o produto teste (Gaio ®) foi similar a observada com o placebo, ap6s a
ingestdo durante 6 meses ©.

Sao necessarios mais estudos que esclaregam a dependéncia do efeito
hipocolesterolémico do tempo de consumo. De realgar que, para haver uma

diminuigéo do risco de aterosclerose, a redugdo do colesterol tem que se manter

por 6 meses a 1 ano .
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Uma outra questdo €& se os efeitos observados no presente ensaio séo
especificos apenas para a amostra do estudo, ou seja, mulheres com uma idade
média de 35 anos e com niveis de colesterol normais ou ligeiramente elevados.

Bazzare e col. (1983) demonstraram que o iogurte era hipocolesterolémico
para mulheres mas ndo para homens. Contudo, segundo Richelsen e col (1996),
& pouco provavel que haja uma diferenca de resposta consoante o sexo “*°. De
qualquer forma, a extrapolacdo e generalizacao dos resultados para outras
amostras nao sao correctas.

Neste trabalho foi verificada uma reducgéao significativa nos niveis séricos das
HDL, ndo especifica do produto teste. Algumas investigagées corroboram este
efeito “%879192) De salientar que niveis plasmaticos baixos de HDL podem
aumentar indirectamente o risco cardiaco 2.

Akalin e col (1997) verificaram uma redugio nas HDL, em ratos alimentados
com um leite inoculado com S. thermophilus e L. acidophilus, mas sem significado
estatistico ®”). Resultados semelhantes foram encontrados por Xiao e col. (2003)
em Ratos alimentados com um leite fermentado com B. longum BL1, ou seja, uma
redugao ligeira, mas nao significativa das HDL. “©.

As alteragdes das HDL e das LDL obtidas neste estudo acompanham, em
parte, o aumento ou a diminuicdo do CT verificados nos grupos e subgrupos.
Segundo Xiao e col (2003), quando isto ocorre, as estirpes actuam mais por
promogéo da excregdo de colesterol e acidos biliares do que por influéncia na
sintese hepatica de colesterol 2

Tendo em conta que alguns autores demonstraram uma correlagédo positiva
entre a ingestio de gordura lactea e as HDL “"%%) gygerindo como

responsaveis os &cidos gordos saturados laurico (C12:0) e miristico (C14:0)
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presentes neste tipo de gordura ¥ também podemos especular que a redugao
das HDL verificada neste trabalho, foi provocada pela diminuicao da gordura
lactea devido ao consumo dos leites fermentados magros (produto teste e produto
de referéncia) em substituicdo dos consumidos habitualmente pelos participantes.

Por outro lado, podemos todavia contra-argumentar que a eventual diminui¢gao
da gordura lactea também seria a responsavel pela diminuicao das LDL e do CT.
Mas, se assim fosse, as alteragdes nestes lipidos teriam ocorrido quer com o
produto teste, quer com o produto de referéncia, ja que ambos tinham baixo teor
de gordura. Como neste trabalho as redugdes das LDL e do CT ocorreram
apenas com o produto teste, podemos eliminar esta hipétese, pelo menos no que
respeita a estes lipidos e concluir que o efeito foi provocado pelas bactérias.

Quanto as HDL, olhando para a ingestao alimentar e partindo do principio que
a avaliagdo efectuada no baseline da-nos a conhecer a alimentagdo dos
participantes antes do inicio do estudo, podemos concluir que estas ilagoes nao
sdo verdadeiras, porque ndao houve correlagdes significativas entre a ingestéao
alimentar e as HDL antes do inicio do estudo e no periodo 1 ou 2. Logo, a partida,
a percentagem de gordura lactea nao sofreu alteragdes significativas, nem
influenciou os resultados deste estudo.

O presente ensaio foi conduzido com o objectivo de verificar o efeito dum leite
fermentado com L. acidophilus e B. longum nos niveis séricos dos lipidos. O
produto teste e o produto de referéncia tinham uma composigdo semelhante, com
a mesma quantidade de gordura lactea e de proteina e quantidades muito
proximas de hidratos de carbono e energia. A unica diferenga era o tipo de
bactérias: S. thermophilus e L. bulgaricus no produto referéncia e L. acidophilus e

B. longum no produto teste.
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Os resultados deste estudo indicam que o produto teste reduz
significativamente as LDL nos individuos com mais de 190 mg/dl de colesterol.
Nao existe uma explicagao 6bvia para o efeito ocorrer apenas nos sujeitos com

mais de 190 mg/dl de colesterol “?.

Uma provavel justificacdo é a genotipia da apoproteina E dos participantes. A
influéncia da alimentagéo nos lipidos plasmaticos podera estar dependente do
genétipo para esta apoproteina ®3%%9%) Sequndo Schaafsma e col. (1998) e van
Viijmen e col (1994) os individuos homozigéticos para a apo E; sdo mais
sensiveis aos lipidos da alimentagéo do que os nao homozigéticos % Sendo
assim, os individuos com mais de 190 mg/dl de colesterol seriam os mais
sensiveis aos lipidos da alimentagao, logo os que mais beneficiariam deste efeito.
No entanto, Schaafsma e col (1998) avaliaram este parametro da genotipia e
concluiram a auséncia de diferengas entre os individuos homozigéticos e nao
homozigéticos tratados com um LF com L. acidophilus *®. Para outros autores, os
sujeitos com o alelo apo E4 sdo os mais reactivos a dieta %1192 Actuaimente
os efeitos da variagdo genética sdo ainda conflituosos %", Weggemens e col
(2001) concluiram que o gendtipo apo E por si s6, &€ de pouca utilidade na
identificacdo dos sujeitos que respondem a alimentacao ('°".

Nos individuos com mais de 190 mg/dl de colesterol também foi demonstrada
uma redugéo do CT, mas apenas no grupo A, apesar de no grupo B, o valor de p
estar préximo do significativo (p=0,089).

Muitos factores poderdo ter contribuido para as diferentes respostas dos
individuos do grupo B: o menor nimero de sujeitos (n=8) deste grupo em relagao
ao grupo A (n=9), a variabilidade interindividual provocada nomeadamente pela

influéncia dos diferentes estilos de vida, alguma variabilidade interindividual a
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nivel da colonizagao intestinal das bactérias “*, a nivel da resposta dos lipidos
plasmaticos aos alimentos ®®, e da adesao dos participantes aos produtos ©#*4°.

De salientar que a variabilidade na eficacia também acontece usualmente com
os agentes hipolipemiantes. “%1%%,

No presente estudo a adesédo aos produtos foi avaliada por questionario. Os
participantes eram questionados sobre o nimero de unidades consumidas e era
feito um reforgo para o consumo dos produtos, sempre que vinham a consulta. De
um modo geral, os produtos foram bem aceites e consumidos na quantidade
exigida, se bem que, a (nica garantia era, contudo, a palavra dos participantes. A
avaliagdo da adesdo por questionario também foi utilizada noutros estudos
(38,40,43).

De Roos e col (1999) avaliaram a adesao ao tratamento pela adigéo de litio
aos produtos e respectiva recuperagao na urina “®. No estudo de Larsen e col
(2000) os participantes faziam um teste de adesdo de 2 em 2 semanas, através
do consumo do produto teste ou do de referéncia enriquecidos com '*C-acetato,
seguido por um teste respiratério “¥. O teste de adesao através do litio € melhor
que o utilizado por Larsen e col (2000), ja que pode demonstrar em qualquer
altura, através das analises urinarias, se a “nao-adesao” influenciou os resultados.
Este tipo de teste deveria ser utilizado em futuros estudos com leites fermentados,
de modo a garantir o consumo dos produtos 9.

Neste estudo a ingestdo alimentar foi avaliada pela Recordagdo das 24 horas
Precedentes, aplicada a cada individuo antes do estudo, no fim do periodo 1 e no
fim do periodo 2. Optou-se por este método por ser rapido, de facil administracao,

sem custos, de boa adesado e apropriado para comparar grupos de sujeitos,

especialmente no que diz respeito a macronutrientes. Tem ainda a vantagem de



Discussdo 91

permitir um elevado grau de especificidade e flexibilidade na descricao dos
alimentos e na analise dos dados ®®"®. Por outro lado, esta avaliagido pode nio
fornecer uma estimativa fiavel da ingestao alimentar individual, devido a variagao
do dia-a-dia. Isto podera néao influenciar a média entre grupos de sujeitos, mas
podera subestimar a variagdo da ingestao interindividual. Este problema pode ser
minimizado pela realizagdo de multiplas Recordagdes das 24 horas Precedentes
em dias nao consecutivos ©*"? Neste estudo, o ideal seria entao, a realizagso de
multiplas avaliagbes no mesmo individuo, em cada uma das fases, isto &, antes
da intervencéo, durante o periodo 1 e durante o periodo 2. Isto néo foi feito
porque dificultaria a adesa@o e a administragdo do método.

De Roos e col (1999) também utilizaram a Recordagdo das 24 horas 9.
Alguns estudos utilizaram como método os registos alimentares (administragao
directa) ®***47) o outros nao fizeram qualquer avaliagdo da ingestdo alimentar
(37,38.40,43)-

Grande parte das participantes deste estudo reportou um aumento da
frequéncia fecal, quer com o produto teste, quer com o controlo. Resultados
similares foram encontradas noutros estudos com produtos lacteos “%". No
estudo de Xiao e col., este efeito foi verificado essencialmente no grupo do
produto teste, um iogurte com B. longum BL1 “?. A capacidade dos probiéticos
em aliviar a obstipacdo & debativel e pode ser um efeito especifico de
determinadas estirpes. E recomendavel a realizagdo de mais estudos que
explorem este efeito .

No presente estudo nao foi avaliada a quantidade de acidos gordos de cadeia

curta nas fezes e no plasma, nem a quantidade fecal de bactérias. Alguns estudos
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fizeram esta determinagdo com o objectivo de elucidar um provavel mecanismo

de acgéo para os efeitos observados “7¢1:8587)
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5. CONCLUSOES

A hipotese deste estudo era que o leite fermentado com L. acidophilus e B.
longum reduz os lipidos plasmaticos de mulheres com niveis normais ou
ligeiramente elevados de colesterol plasmatico. Os resultados demonstram que o
consumo de 375 g por dia deste produto reduz as LDL quando comparado com 0
iogurte tradicional, nas mulheres com os niveis séricos iniciais de colesterol
superiores a 190 mg/dl.

A redugao destas lipoproteinas foi significativa para as mulheres com mais de
190 mg/d| de colesterol de ambos os grupos, encontrando-se na ordem dos 16%
para o grupo A (p=0,003) e 12,5% para o grupo B (p=0,05), com uma diminui¢ao
média de 14,3%.

O colesterol total também diminuiu significativamente com o produto teste,
mas apenas nos individuos com mais de 190 mg/dl de colesterol do grupo A
(p=0,001).

Nem todos os individuos responderam da mesma forma aos produtos. Nas
mulheres com o colesterol inicial inferior ou igual a 190 mg/di, o CT aumentou,
quer com o produto teste, quer com o controlo. Estes aumentos nao foram,
contudo, significativos.

Simultaneamente a estas alteragdes, verificou-se um decréscimo das HDL em
ambos os grupos, independente da colesterolémia inicial dos participantes. Esta
alteragao foi verificada ndo s6 com o produto teste mas também com o de

referéncia.

Os triacilgliceréis nao sofreram alteragoes significativas ao longo do estudo.
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Tudo indica que as bactérias do produto teste sdo as responsaveis por estes
efeitos, mas os mecanismos de acgéo exactos estdo ainda por esclarecer. Parece
que o L. acidophilus e o B. longum diminuem a absorgéo intestinal de colesterol
quer pela desconjugagao enzimatica dos sais biliares, quer por assimilagdo do
colesterol e respectiva incorporagdo na membrana celular.

Algumas questdes que permanecem por responder sdo se estes efeitos sao
sustentaveis a longo prazo, até que ponto dependem da quantidade de produto
utilizada e se sdo especificos das estirpes bacterianas e da amostra deste estudo.

Apesar de haver cada vez mais estudos que sugerem que as bacterias
probidticas podem alterar favoravelmente os lipidos séricos, € necessaria mais
investigagdo baseada em RCT, que esclarecam estas questbes e que utilizem
diferentes estirpes bacterianas, outras vias de administragdo (nao sé leites
fermentados mas também culturas liofilizadas), testes de adesdo adequados e um
maior tamanho amostral. S6 assim se podera estabelecer de forma inequivoca o
papel das bactérias probioticas no tratamento das hiperlipidemias e na redugdo do

risco para as principais causas de morte dos paises ocidentais.
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Recordagéio das 24 horas precedentes Data:_/ /  0J0O00O0O

1. Qual é ahora habitual de se levantar? horas

HORAS |ALIMENTOS PORCAO |COD. Quant.
‘ uDiet codific
|
|
i
1
2. Qual é a hora habitual de se deitar? horas

3. Ingestdo alimentar diferente da habitual?
3.1.Se sim, porqué?
4. Quantos produtos tem comido diariamente?
5. Funcionamento gastrointestinal diferente do habitual?
5.1.Se sim, porqué?

6. Actividade fisica diferente da habitual?
6.1.Se sim porqué?
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anakisadores OLYMPUS. Apenas para ufiizagio em diagndstico in viro.
*Cholesterol reagent OSR6516 para utiizagao apenas nos sistemas AUZ700 e AUS400,

Resumo! e

OmfmﬁMMMMOmeemmmm
membranas das células e lipoproleinas e é iguamente um precursor para a siniese de hormonas
esterdides e &cidos biiares.

O vaor predifvo individua da concentraciio tofal de colesterol relalivamente a0 rfisco comndrio &
reduzido. O colesterol ¢ sobretudo transportado em duas classes de lipoproteinas (LDL e HOL),. a5
quais desempenham um papel contraditrio. na palogéness das perturbagfes. de lipidos. Por
mamumwmmmmummm
devem ser levadas a cabo mais invesfigagtes laboralorisis
e ighcbrides). . . _

Principlo do ensaio’ ;

O reagents de Olympus Cholesterol utiiza um mélodo enzimdlico para medir o colesterol no soro e
plasma humanos. Neste procedimento, 0s ésteres de colesterol numa amostra 530 hidrolisados por
colesterdl esterase. (CHE). O colesterol ivre produzido é axidado por colesterol axidase (CHO) para
colesteno-3ona com' & producio simultinea de pentddo de hidrogénio (H:02), © qual acopla
madalivamenie com 4-amincaniipiina e fenol na presenca de percoddase (POD) para produzir um
crombforo,
Omm&mmwmmamm
um aumenio na absorgo,

%ﬁ‘ de reaccio
decolesirol +HO CHE

Colesterol + Acido gordo
Colesterol +0; CHO Colesteno-3-ona +H:0;
2 Hy02 +4-Aminoantipirina + Fencl POD Quinoneimina +4 H0
(icke do no
final de ingredientes reactivos: :
Tamp3o de fosfalo (pH 6.5) 103 mmold
4-Aminoaniipiina 031 mmold -
Fenal ) 52 mmold
Colesterol esterase =02k (3.3 phaih)
Colesterol cvidase 202KkUA (33 pkatf)
Percxidase =10,0kUA (166.7 picaif)
Conservanie

Precaucdes e avisos
Tenha as precaugies normals necessérias para manusear 1odos os reagenies de kaboratorio.
Paraevitar a possivel acumutagio de compostos de azida, lave 0s canos de esgolo com 3gua apés a
elfiminago de um reagents néo diluido.
Elimine os materiais residusis em conformidade com as nomas locais.
Folha de dados de seguranca disponivel para utiizadores profissionais mediante sofictac30,
do
O reagenie est4 pronto a ser utiizado e pode ser colocado directamente no interior do instrumento.

Armazenamento e estabilidade
O reagente & estivel, enquanto ndo for abertn, aké 4 data de validade mencionada quando amezenado
a2..8*C. Depois de aberto, 0 reagente amazenado dentro do instrumento é estivel duranie 30 diss.

Espécime’

Soro e EDTA ou plasma heparinizado. As amosiras ickéricas devem ser evitadas.

O plasma no é recomendado uiiizando anticoaguianies iais como axalalo, citralo ou fuoreto,
Separe o som das céluias dentro de 2 horas.

0O colesterol no soro 6 estével durante 5-7 dias quando ammazenado a 2..8°C.

Procedimento de ensaio
Consulle 0 Guia do Utizador adequado e as Fohas de DedinigZo do Instrumento que ¢ acompanha
para obler instrugdes de ensaio especificas do analisador.

Calibragem

Otympus System Calibrator Cat. No. 66300.

0O valor de colesterol do calibrador & aferido em conformidade com o Material de Referéncia
da Norma (SRM) do National Institute of Standards and Technology (NIST), 909b Nivel 1.
Calibre o ensaio a0 fim de cada 30 dias, ou quanda ocomer o seguinte:

Alteracio no nimero do lote do reagente ou mudanga significativa nos valores de controlo;

ExecugZo de manutengao preventiva de grande escala no analisador ou substituigio de uma
pega critica.

Controlo de qualidade
Podem ser ufiizadas Olympus Controls Cat. No. ODC0003 e ODCD004 ou outros makeriais de contolo
com valores determinados por este sistema Olympus.

do rrsldththbqnbim [I:DLLLDL

Célculo
Os analisadores Olympus calculam atomaticamente a concentrag3o de colesterdl de cada amostra.
Os niveis tolais de colesterdl no plasma devem ser comigikdos multipicando o resultado obido por
1,03 para serem equivalentes a0s niveis do soro do colesierol total 4
Intervalos de referéncia®
Colesterol totak:

<5,2 mmolt (200 mg/di) Desejivel

5,2 - 6,2 mmoll {200 - 239 mg/d) Limite elevado

26,2 mmoll {240 mg/di) Elevado

Os valores esperados podem variar com a idade, sexo, dieta e locaizagZo geografica. Cada laboratdno
deve determinar 05 Seus proprios valores esperados de acordo com as boas pralicas laboratoriais,

Caracteristicas de desempenho especificas

Os dados incluides nesta secc3o s30 representativos do desempenho dos sisiemas Olympus. Os
dados obtidos no seu laborakirio podem ser diferentes destes valores.

Lineariedade

QO ensaio é linear dentro de um intervalo de concentragao entre 0,5 - 16,0 mmold (20 - 700 mg/di).

" Precisio
Os seguintes dados foram oblidos num AUB00 utiizanda 3 pools de sono analisados durante 10 dias,
n=60 Intervalo de concentraces Total
Média, mmoll DP V% DP CV%
307 003 )91 003 106 |
592 0,04 172 009 45
11,18 008 072 013 113
Sensiblidade

O nivel mais baixo detectével no soro num analisador AUG00 foi estimado a 0,07 mmoll.

O nivel mais baixo detectével representa ¢ nivel mais mensurével de colesterol que pode ser disinguido
de zero, E calculado como a média absoluta mais trés desvios. padriao de 20 réplicas de uma amostra
sem andlio,

Comparaco de métodos

Foram ufiizadas amostras de soro do paciente para comparar este ensaio do Olympus Cholesterol
OSR6116 no AUZT00 relafivamentz a outo ensaio de colesterol disponivel comerciaimente. Os
resufiados da andlise de regressao linear foram os seguinies:

[ y=1017x-0031 | r=09% | n=511 | Ampitudedaamosima=1232-1220mmad |
Substincias que interferem
Mhmmmaﬁ'ammmaMMS

seguinies:

Ascorbato: Interferénciainferior a 10% aké 8mo/dl de ascorbato
Ictericia: Interferéncia inferior a 10% aié 8 mg/d ou 137 pmold bilirubina
Hemolise: Interferéncia inferior a 10% aé 5 gl de hemogicbina
Lipemia: interferéncia inferior a 3% a2 1000 mg/d! intralipid®

Consulte Young® para mals inkormagges sobre substincias que interferern
# Utiizador definido "B Vaar predefinido do analisador

T Olympus Systemn Calibrator Cat. No.: 66300

* Valores definidos para funcionar em unidades Si (mmol). Para funcicnar em mg/dl mulipicar por
87

Simbolos
Os seguintes simbolos 530 utiizados na etiquetagem dos Olympus System Reagents.

aaa  Fabricane -Jr Limiies G Emperatura

[F©] Dispsiivoclincode dagndsticoin Vi [Eo] Conteldo
(12 Consulleas insirugdes de ulizagin
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JAMA 2001;285:2486-2497.
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OLYMPUS

LDL-CHOLESTEROL

& OSR6183 4x27 ml R1

é 4x 9mi R2

£ OSR6283 4x513ml R
4x171 mi R2

. Principio de reaceao Fase R2

\hm&mkaﬁﬂhdﬂdm‘—-— 7 ﬂl'nnﬂ epode
ser usada Aterapia com drogas redt de fpidos.
Os elevados nivess.de colesierol LDL estio mmmmmmmemm

. famiar. Mumtmauumwmmmammeﬁm

: maammeﬁmmmnmmm
 Principio de ensaiot

Unaguwmanmmumuﬁmammdaasmm rm!lL(l-lJL‘d.DL,m

: wmmawmwmmawmmomem

produzido por esta reacg3 & decompasio por caialase emR 1.
Quandoo.R2& m«mmammm“mémpehmmmnm
mwmmmmmm

. G LOL+H0+0; - ageco
! —_
Rengueis ckopmiacts +heidos gordos +H0;
L. Y * Cornte il +3H0
g : A7
37 Wi
491Um
01%
25 mmoll
0.8 mmold
TAUm
047 mmold
© Avisos de perigo e frases de risco;
Reagenie R2 Nocivo, coniém azida de sidio. R22 Nocivo se ingeride.
Frases de sequranga.
" %, S60 Ulizar veshuirio de protect=io adequad. £ : o i 2 maderal
residual perigoso.

Efimine 0s matertals resid 2s nomas locas.
%mamﬂm@ém@hﬂ&mm&mwﬂmammm
reagenie nao diuido, .
Para mais informagiies, consulle as Folhas de Dados de Seguranga.

Preparacio do reagente

Os reagentes estio prorios 2 ser podern ser colocacdos drectaments na interior do'

PR i bifidad

Os reagenies sdo estivels, enquanin rdo forem abertos, 2k & dala de vaidade mencionada se amnazenados a 2. 8°C.

mmmmmmmwmmmmmm

Auxmmmmﬂm“ claro quand o inerior do dor, Tal néo alecta o desempenha do

Es P

&nemm&ﬁﬁmm?hMMaz .B°Ce duranie 1 dia quando amazenada a

15.25'C

Procedimento de ensaio

Consulie o Guia da Uizadar adequado e a Foiha de Definighes da Insiument em anexo para instugdes de ensao

especiicas do andlisador,

Calibragem

Olympus LDL-Cholesterol Calibrator ODCO012.

%Mémmmmmnmmm' do colesterol LDL US COC {Centre for Disease
).

Recaiu'.\raanéﬁsendoscsmm&QWMMummmmMMx?dmw-qm

o sequinte:
mmmmmmmmmmmm
caia no hetit ic50 de uma pecacriica.

Controlo de qualidade
Podern ser ullizados sores HDLADL-Cholesterol Conrol ou outres miatesiais de: controlo com valres dedemminados poe
esia méfpdo.

Cacha sborairio deve estabelecer 3 sua pripria fiequéneia de contiola. Contudo, as boas priicas boralorals sugerem
que 0s contolos Seam execulardos 1odos o5 dias em que forem medidas amostras de doentes & sampre que i reaizada

acalbragemiimpeza. :

Os resullados obides por quakuer laboraiino indvidual podem variar retaivamenie a0 valor médio determinado. Por
conseguinte, recomenda-se que Cata kaboraidrio estabeleca valores de: referéncia de consolo especiicos do analo &
intenvalos com base em véios cickos de acordo com 05 respectivos requisins. Os referidos valres de referéncia devem
enquadra-ser espond mmmrnmmmm

Saforem ¢ i3S N0S vakores, reveia 10d0s 05 paramelTes de operagao.
Cacla kaboraidrio deve estobelener FOITES para 20640 COTECSva 2 EXECLIEE 58 06 CONFOKIS 150 FECLPERNe denifo dos
imites especiicados.

Calculo

Os analisadores Olymp utomali G50 de LD\, de cada amosta.
Intervalos de referéncia

< 2,6 mmold {100 mgkd) Opéima

26-3.3 mmald (100 - 129 mgid) CQuase bpimo./ Adma de 6pimo
34-4,1 mmald (130 - 159 mg/d) Limite elevado

4,1- 4,9 mrmold (160- 189 mg/d) Bevado

24,9 mmall (190 mgid) Muito elevada

Os valores esperarios podem variar d acordo com a idade, 5e0, 1po de amosira, diefa e localizagio geogréica. Cada
MMWGMMWEMd&MmGWamm

Caracteristicas de desempenho
Os dados inclidos nesta sec0 550 representatiios da desempenho dos sistiemas Olympus. Os dados oblides no seu
Iaboraitio podem ser dlerenies deses valores.

—
omemmmﬂwmw-mmmmm‘

Precisio ; i
Os sequinies dados foram ablidos num AUG4Q ulizando 3 pools de sor andlisados duranie 10 dias.
n=60 Intervalo de concentragbes Total
Média mmoll ) [ & | [
1,57 004 25 004 2n
28 - 004 136 0,06 234
37 007 1.76 - 010 268

Sensibilidade
onammmmmmmmumaomzm
Q nivel miais babe detectivel representa o nivel mais habo mensurivel de colesierl LDL que pode ssmapai
de zero, E caicularia coma a média absoluta mels rés deswios standard de 20 répicas de uma amosiasem andlio, - .

Comparagao de métodos.
Foram utlizadas amosiras de 5o do doente: para comparar esta andise Olympus LDL-Cholesterol no AUG00 com ouros -
ensaios de colesterol LDL disponivels comerciaimente. Os resultados da andlise de'regressao inear foram os seguinies:

[=0gix+0328 ]-r=0.966 { n=134 | mﬁmﬂﬁﬂ-&(}ﬂr’nﬂ' ]

Substincias que intesferem
Os resultados de estud s mmm:mm«m
wmmuamawmumwm w

ainferior a P4 aké S oA de
mmmmmaem«mmm
Trigicerideos Interfenéngia inferior a 10% até 11,3 mmold de riglceridecs

Consulie Young’ paramais mmmmm :

Umitaches
Musmmmmmq:as:nﬂﬂmnﬂﬂ mmmazmammmm e

de doentes com hiperipoproteinems dnTpnl : mumdnds
mm»«mﬂ
mumaimMMmmmmmm(mmm
MmmmmmMammmmmmwrﬁnmw
analisadas relsivament ac colesierol LD ullizando este ensaio,

AMHWMMWWNWWWMW*NW&
mm::mmw

Notas de rodapeé da folha de definicdes
# Dedinido pelo ullizador -+ sVaor predefinida do anaisador
1 Olympus Sysiem Caibrator Cat No. ODC0012
* Valores defnidos para funcionar em unidades SI (mmol). Parafuncionar em mg/d mulipicar por 38,7.
1 Executar com o reagents em branca iodos os 7 dias

Simbolos
(Os seguinies simbolos 530 ullizad quetagem dos Olympus Sy teaner
. . ,\‘|
J i E -I&'—‘;Té‘ Prokeger daluz
[MB]  Disposivacincode dagnisico n Vi o
[13]  Comsuteasinshugies deuiizacio =] Conledido

MH/‘ Limies de imperatira
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HDL-CHOLESTEROL

S OSR6187 4xZm R
£ 4x9ml- R2-

S OSR6287 4x513m  R1

4x171ml R2

OSR6587 4x111ml R1
LT 4x 40 ml——R2--

Fima i

aﬂemmmmmmmmmemnmaﬁm
QUYMPUS. Apenas para diagndsiic in vir,
Reagente HDL-Cholesterol OSRE587 para ulizago apenas nos sisemas ALZT00 & AUSA00.

Resumo?

Wmmmmmwmamummumm
clinicos e epidemioldgicos demonsiraram uma forie iacao inversa entra o HDL a a incidénc
da doenca das artérias anas. Foi prop que a ingestio e o fransparte do colesterol do fecido
mmnmammmmmmnmm-m
Por conseguinte, a determinagaa do cok HDL é ial para a interpretag3o das delerminages da

lipidos.

Principio de 5 !
hinpoﬁ-bcpuﬁmﬁmanunﬁipakhqﬁﬁmmﬂxmvmum&
mmmmmn.mmemmomme

quaniiicado airavés da ;2 de um sisiema de cromogénio enzimsico,
Principio de 3
LDLVLDL e quiaicrones Aricorpa ankipaprosing £ humana Complexts angério-anicarpo
ColestrolHDL +H0+0; CHEeCGHO . Calest4-en-3-cnavAcidos gonosH;
HOz+4-AA+F DACS. —r Corante azd +2H0
mmﬁm,mwmmm
Conceniracio final da ingredientes reacivos: i et
Anficorpa ipoproleina-f-anfitumana Varidnel
Colesterol esterase (CHE) 08Lm
Colestercl cidase {CHO) A4 Ll
Perunidase (POD) 1,7 Wkvi
Ascorbetn cidase 20Wmi
Tampao deGood pH7,0) 0mmail
Nefl =N - 2-hida-3 3.5~ dimetod -4 i (F-DACS) 0,20 mmold
4-Amincenipiina 057 mmoil
Consenante
Detergente

e avisos

Tm:mmmmmlmsmmbm
Eimine os maleriais residusis em conlormidade com as normmas locas.

do
&mﬁmaut&mgmwmﬁmmmmiﬂm

Amazenamento e estabilidade

Os reagentes sio estiveis, enquanio 140 forem aberios, a4 data de vaidade mencionada se amazenados a2 B°C.
Mﬁm«mmmwmmmmmu

Acordo R2 pode Mudar paraverde claro quanda anmazenara no interior da analisad. Tal ndo alecta o desempenho do
feagenie.

Espécime

] Sorn e plasma heparinizao (el e 2pds ingesiza da alimentos: Estivel cusanie 7 dias quando amazenacn a2 8°C e
duranie 2 dizs quando amnazenario a 15...25°C.2
Procedimento de ensaio .
Consule o Guia do Usizador adequado o a Foha de Desinigdes do Instumento em anex para insirugdes de enssio
especiicas do analisador. )

Calibragem

Otympus HDL-Cholestesdl Calbrator 0DC0011,
Oméaﬁﬁnd&-wﬁmemwmwMMhUﬁ@CMﬁ
Disease Control).
Rmam&am“muemmnmmmmm?ﬁmwm
‘ocomer o seguinte:

mmmumwmmmmam
wmmmemmmmetmmm

Controlo de qualidade
m:mmmm&mmemmaMmm
determinados por este méloda,

Cada laborattiio deve estabelecer a sua prépria fequéngia de contlo. Contudo, as boas priicas iaboratorials sugerem
Que 05 conTolos sejam executados 1odos 05 dias em que forem medidas amosias de doenies & sempre que for reaizada
im

&M%wWWWmWMEWMWN
e, rec que cada i0 estabeleca valores de referéncia de controlo ificos do analio e

hu\absmmmmmmmanmmmammmmm

enquadiar-Se nas Corespondentes gamas acekaves na aC20 relevanie do produ.

Se forem detectadas quaisquer % NS vaores, reveja ibdos os para de =

Cada laborattrin mmmmaﬁmnmw=smmmmu
imiles especiicadcs.

Caleulo
Cs analisadores Olynpaus caiouiam aubmalicaments a concentracn de colesterol HDL de cada amosia.

Nomnas do National Cholesterol Education ram nacional de
&ducacso para o colesterol

ed 0co
<1,03 mmoll {< 40 mghd) [@ DL baixo frmp bt da P i)
21,55 mmoll {> 60 moid) Colesol HDL elevach (facior de isoa "negafio” para doenca das ariéias corondxias)

Caracieristicas de
Os daxios incluidos nesta 56030 530 representalvs do desempeni dos sisiermas Olmpus. Os dados obfidos o seu
laboraifrio podern ser diferenies destes valores.

Lineariedad
Ocensaio & lnear com uma concentracZo enire: 0,05 - 4,65 memoll (2180 meyd).
o
s seguintes dados foram chidos num AUB40 usizando 3 pooks de sor analisados duranke 10 das.
n=60 Intervalo de Total
Média mmoll S0 % S0 V%
069 0,006 085 [TE] 192
108 007 082 0018 18
208 0013 061 007 132
Sensibilidade
O niveel mas babeo detectivel num anaisador AUGA0 foi calcukado 2 0,002 mmoll,
Q nivel mais babxo detectivel rep ivel mais babo | de colesierol HDL que pode ser disinguido a parfr
de zem E: cakculad como a médka absoluta ks s desvios standard de 20 répicas de uma amosya sem analin,
Comparacio de métodos

Foram uliizadas amosies de som do doente para comparar esta andlise Olympus HOL-Cholesteral OSRA187 na AUGA0
com oulros ensaios de colesterol HDL disponiveis comerciaimente. Os fesultados da andiss de regressZn inear foram o5
Ew‘g R = -

[y=1212x+0080 | =083 | a=200 | Ampituc daamosta=0,31-2 Semmoll |
Substincias que interferem
&wmﬂmMma&awmnﬂmaMWcsm
Ascorbai Interferénciainferior 2 3% aé 20 mg/d de ascorbain

Bilmubina Interferingia inferior a % até 40 mo/d ou 684 imold bifimubing

Hemolse: Inkexfertncia inferior 3 3% a5 gl de hemogiobing

Lipernix Inierfertincia inkerior 3 10% a 900 mo/d “Inralipic®

" Neo foi obsevada qualquer inkereréncia signficaiva em amostras com Wigicerideos naivos 2 11,3 mmoll
nmmmmmmmmamumam-mm
da seogdin.

Consuie Young4 para mais informexdes sobre substincias que inferferem.

Limi 5
Quando cs frigicerideos numa amosta ulrgpassam 11,3 mmold (1000 mo/d), diua a amosira numa sohuc2a saling, repita
0ensan e mulipique o resultado pelo fackr de diicZo,

Notas de rodapé da folha de definicoes

# Definido pelo usiizador = Valor predesinida do analisador

T Oympus HDL-Cholesterol Calibraior Cat. N* 0DCD011

“Valores dedinidos para funcionar em unidades SI {mmolf). Para funcionar em mgid mulipicar por 38,7,
¥ Executar com o reagenia em branco dos os 7 dis

Simbolos
Os sequinies simbolos sa ulizarkos na e dos Qympus Sysiem Reagents.
: Fabricanie: g
d @'7?(‘ Proteger dalkz
[Wo]  Disposiivadinico de dagndsicn in Vi ™
]  Coneino
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mmmmw1wn—m .

2 mwmumtmamumaaamdmhmm
invesigagions and siabilly of blood, plasma and serum sampies. WHODILLAB/SS.1 Rev.2260p.

3 Nefional cholesierd educaion program expert panel. Execuive summary of the tind repart of the Maliond
wmmmuumpaummmwwamm
Cholestercl in adulls (Adult Treatment Panel IT). JAMA 2001,285:2486-2497,

4. Young DS. Effects of drugs on cinical ishoratory ests, 5 ed. AACC Press, 2000
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OSR6133 : 4 x 50 mi Ri
4x 12,5 ml R2
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Mm&mmMmmemm&Mmmme

crénica, dabetes mefitus, nefose, obstugZo bifer exta-hepdiica e outas doengas que envolvam o metaboismo

de fipidos ou vérias pertrbacies endoorinas.
Clnicaments, as andlises de- rigicéridos sfio ulizadas para ajudar a Classiicar varias- perrbagbes de
Wmemmanmmmmemwm

demnw
&WWTMMW_ﬁﬁmmm&
Figictricos da amosia s3o hidrolizados através de uma combinag3o de lipases microbianas para proporcionar
ghcerol e Acidos gondos. O gcerol ¢ losioriizada aravés de bstako de adencsina (ATP) na presanga de gicerol
qm{GQmm Qmimamnmnmuhm

ina (HAAP) caloli
_mmmeMMmmmmammom
da absorg30 a 520/600 nm & proporcional a0 teor de Figiodnidos da amosia,

Principio de reacc3o
+, -+ X
Trighoéridos + 3H0 Lipase Glicerol +3 Acidos gordos
Gicerdl +ATP GK, Mg? Gicarok-3-ostain + ADP
—_—
Giceral-3-osfalo+0; GPO Dihidredacetona fostato +H:0;
2HO +4MP +4Comlend ~_POD CQuinoneimina (vermeha) +HCl +4H0
3 do no ensaio

ConceniragZo final de ingredientes reacivos: :
Tampao PPESpPHTS) 50mmolt Lipases 1,5 KUN (25 paif)
Mg> 4,6 mmoll Gicerol kinase 05K (8.3 pical)
4-Chphﬂ S4mmoll Percxidase 0,96 KM (16,3 pakasf)
4-Amincaniprina 025 mmolt Ascorbalo oxidasa 22KM (33 picall)
ATP 1,4 mmoit Glcerok-3Hoséak ridase 1,23 KM (205 pkath)
Canservanie i

2 avisos

Tmsmmmmmbnmmdsm
Para eviar a possivel acumutacio de composios de azida, lave 0s canos
mmmmmaﬁmmmmmm '
 Eimine 0s materiais residuals em conformiciade com s nonias locais.

Preparaclo do reagente '

Os reagentes estio pronios a sex uiiizados e podam ser colocados direciaments no intericr do insiumentn.

Amazenamento e estabilidade

Os reagentes 530 estiveis, enquanid nao forem aberios, aié 3 data de validade mencionada se anmazenados a

?;:'Gmtmmﬁmwmmmmmmm
. 1 )

Soro e EDTA ou plasma heparinizado,

Msmm“tﬁmhmmﬂem

Devem ser evitaas amosiras akamenis iciéricas.

Separar das céulas deniro de um periodo de 2 horas.

Evitar a uliizag 30 da fubos de vécua cam tampdss com revesimentn de gicerol.

EﬂdMHﬁMMam

Procedimento de ensaio

Consulte o Guia do Usiizadar adequado e as Fohas de Defini;30 do nsiumento que 0 acompanha para obier

insrucfes da andlise especticas do analisador.

Calibrager
Olympus System Calibrator Cat. No. 66300,
othMmmmmmmeMmMMome

mmmmmwmwmmmmam

Execucdn de manuleng3o preveniva de grande escala no analisador ou subsiluicio de uma pega crifica.
Controlo de quafidade

Podem ser uiiizados Olympus Controls Cat. No. ODC0003 e OCCO004 ou ouos maleriais de confrolo com
valores deferminados por este sisiema Olympus.

Céiculo
QMWMManWQmm

Normal < 1,70mmol (150

Limike elevado 1,70-2.25 mmo (150199 mokdl

Elevado 2,26 -5,64 mmol (200 498 moid) ,
Muito elevado =555 mmoVl (S00mgid)

Cs valores esperados podem variar de acordo com a idade, sexo, diefa e localizagio geogidica. Cada
labaraitio deve determingr 0s Seus proprios valones esperacos de acordo com as boas praficas taboratoriais.

Caractoristicas de desempenho especificas
Os dados incluidos nesta secrao 530 representaiivos do desempenha dos sisiemas Olympus. Os dados obidas
no seu iaboralinio podem ser diferentes destes valres.

Linsariedade

0 ensaio & inear com uma concenirago entre 0,1 - 11,3 mmold (10- 4 000 mgid).

Precisio

Os sequintes dados foram obiidos num AUB00 viizando 4 pools de soro anaisados durante 10 dias.

n=60 mnmlodeemh__ Total
Média, mmoll 1] CVv% S0 ="

051 0,01 137 001 181
081 001 107 0 58
192 001 064 05 280
10,56 0,06 053 12 KE]

Sensibilidade

O nivel mais baixo detective! no soro num analisador AUB00 ki estimada a 0,02 mmold.

O nivel mais baixo detectavel representa o nivel mais baxo mensurével de irigicéridos que pode ser distinguida
da 2. E calculado como a média absoluta mals 1és desvios standard de 20 réplicas de uma amostra sem
analip,

Comparacio de métodos

Foram ufizadas amosiras de soro do doenie para comparar esta andlise Olympus Triglyceride OSR6133 no
AUG00 com outros ensaios de figicSridos disponiveis comerciaimente. Os resultados da anlise de regressio
near foram os seguinies:

[y=102x-0067 | r=0897 | n=110 | Ampitude da amosta = 0,6 -6:6 mmoll ]
Substincizs que interferem

Resultados de estudos efeciuados para avaliar a suscepibiidade do mélndo a inferferéncias foram os seguintes:
Ascorbaln: Interferéngia inferior a 5% aké 20 mg/d de ascorbalo

Ictericia inferferdncia inferior 2 10% aké 16 mg/diou 274 ol biirubina

Hemolise: Inlerferéneia inferior a 10% k& 594 de hemogiobina

Consulle Young? para mais inormagies sobre substancias que interferem.

LimitacSes

Nota: As metodologias enziméficas GPO de frigiicéridos estio sujeitas a fortes inferferéncias negativas
das amostras de doentes com nivels de trigiicéridos extremamente elevados®. Embora estas amostras
fenham uma aparéncia exiremamente lipémica e possuam tipicamente nivels de trigiicéridos superiores
a 20mmol, os resultados podem ser retatados de forma emada como se situando na gama linear da
andise. S3o fomecidos Parametros de Verificag3o de Dados para se poder identificar amosiras
extremamente lipémicas reveladoras deste fendmeno. Se a cinéica de reacgdo de um ensaio
apresentar caracteristicas de uma destas amostras com nivels de rigicéndos elevados, o resultado da
andiise serd assinalado (F, Z, @ ou &). Amostras extremamente lipémicas em circunstancias muilo
raras podem dudir os Parametros de Verificagio de Dados, pelo que devem ser habituaimente diuidas
na proporg3o de 1 pare de amostra para 4 partes de solug3o sdfina anles da realizacdo da andlise e
mustiplicar os resuitados por 5.

Notas de redapé da folha de definicoes

# Ullizador definido aValor predefinido do analisador

1 Oympus System Calibraior Cat. No.- 66300

Valores definidos para funcionar em unidades S {mmo). Para funcionar em mgidl mulipicar por 88.5.
Simbolos

Os seguintes simbolos s20 utiizados na efiquetagem dos Olympus Sysiem Reagents.

sl Fabicane

(@]  Disposiivodlinico de dizgndstico in Vo Conteddo
3] Consue asinstugdes de ulizagio

m%‘ Limiies de iemperalura
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FOLHA DE INFORMACAO AO PARTICIPANTE NO ESTUDO:
“Efeito de um leite fermentado nos lipidos plasméticos de individuos com

os valores normais ou elevados de colesterol plasmatico”

Eu, Sara Isabel Oliveira de Castro e Andrade, nutricionista dos Centros de Saude
Dr. Rui Adriano Ferreira de Freitas, de Santo Ant6nio, de Sdo Roque e do Monte, a
frequentar o 2° ano do Mestrado em Nutrigdo Clinica, pretendo realizar um trabalho de
investigagio que tem como objectivo conhecer o efeito de um leite fermentado nos

niveis sanguineos de colesterol.

FUNDAMENTACAO: Os leites fermentados sdo considerados alimentos
probidticos, o que significa que incorporam microorganismos vivos € que, quando
consumidos em quantidades suficientes, produzem efeitos benéficos para a saide e
bem-estar, para além dos efeitos nutricionais habituais.

Vérios estudos comprovam os beneficios dos leites fermentados, especialmente na
fungio gastrointestinal. Acredita-se que estes alimentos possam ser utilizados na
prevengdo e tratamento de algumas doengas gastrointestinais, tais como, intolerdncia a
lactose, gastroenterites, sindroma do célon irritavel, entre outras.

No entanto, o efeito nos niveis de colesterol sanguineo nfio estd comprovado, o que
se deve, em parte, & pouca investigagdo que ¢ feita nesta area. Os estudos mais recentes
registam melhorias dos niveis desta gordura o que significa que estes alimentos poderdo
ter um papel na prevencdio e tratamento das doengas cardiacas. Sendo estas doengas
uma das principais causas de morte, estes alimentos poderfio representar uma importante
medida de promogéo da satide publica.

O produto que vai ser investigado neste trabalho € um leite fermentado (vulgarmente
conhecido por iogurte) com dois tipos de bactérias pouco estudadas pela comunidade
cientifica, mas de venda livre e ja comercializado no mercado portugués.

Este trabalho de investigagdo tem como finalidade investigar o efeito deste produto
nos niveis de colesterol e triglicerideos no sangue. Para tal, foi projectado um estudo

experimental, que compreende as seguintes fases:

o 1*Fase:
Nesta fase € pedido ao participante do estudo para ir a uma consulta médica, na qual

sera avaliado o estado geral de satide, medida a tensdo arterial e feito o pedido de

analises de urina e de sangue.




Sera também efectuada uma consulta de nutri¢gio, na qual o participante serd pesado
e avaliado através da bioimpedéncia (método para avaliar a quantidade de gordura e
de massa isenta de gordura existente no organismo, através da passagem de corrente
eléctrica de baixa intensidade; este método ndo provoca dor).

A colheita de urina e a 1* colheita de sangue sdo feitas nesta 1° fase.

0 2°Fase - Fase da interveng&o:

Esta fase tem a duraciio de 9 semanas. Durante este periodo o participante devera
consumir diariamente 3 unidades de leite fermentado, de 125g cada, o que
corresponde ao peso e tamanho do vulgar iogurte. Estas quantidades serdo
fornecidas pelo Centro de Satide, o que significa que o participante nfo tera
qualquer tipo de despesa.

Durante estas 9 semanas o participante devera manter a sua alimentagéo habitual e
serd acompanhado numa consulta semanal de nutrig&o.

Ao fim de 4 semanas do inicio da 2* fase, é feita a 2* colheita de sangue.

o 3"Fase

E a ultima fase do estudo. Ser4 feita uma ultima consulta de nutrigdo, na qual o
participante sera pesado e avaliado através da bioimpedéncia.

Nesta fase ¢ feita a ultima colheita de sangue.

As colheitas de sangue e de urina feitas durante estas 3 fases, t€ém como objectivo
avaliar o estado geral de saide e determinar os valores de gordura (colesterol e
triglicerideos) no sangue, para, no final, fazer a comparagéo dos respectivos valores e
tirar a conclusdo sobre o efeito do leite fermentado em estudo.

As consultas de nutri¢do e a consulta médica realizar-se-30 no Centro de Saude da
drea de residéncia do participante. Este, serd informado com antecedéncia das
respectivas datas.

Os tinicos desconfortos previstos para o participante serdo as colheitas de urina (1) e
de sangue (3) e a deslocagéio ao Centro de Saude.

Os leites fermentados tém sido consumidos durante séculos sem registo de efeitos
indesejaveis aparentes. Porém qualquer sintoma anormal de distensdo abdominal, gases,
nauseas ou diarreia, devera ser imediatamente comunicado ao investigador.

Todos os dados fornecidos pelo participante sdo confidenciais, pelo que é garantido

0 anonimato.




A participagdo neste estudo é voluntaria e o participante tem o direito de retirar o
seu consentimento em qualquer altura do estudo, sem que, com isso, possa sofrer
qualquer tipo de represilia.

O participante poderd ndo obter beneficios directos ao participar neste estudo mas
estard a contribuir para um conhecimento mais actualizado e correcto de um produto
que podera reduzir o colesterol no sangue e prevenir as principais causas de morte da
nossa sociedade.

Informo que me comprometo a respeitar os principios éticos de confidencialidade e
integridade em todo o processo.

No caso de ser necessério podera contactar-me para o domicilio profissional: Centro
de Saude Dr. Rui Adriano Ferreira de Freitas — tel.: 291764700; Centro de Satde de
Santo Anténio — tel.:291742042; Centro de Saide do Monte — tel.: 291784880; Centro
de Saide de Sdo Roque —tel.: 291705410.

Se decidir participar, agradego antecipadamente a sua colaboragéo, apresentando os

melhores cumprimentos.

A Nutricionista

(Sara Andrade)




Anexos

Anexo 5



REGIAO AUTONOMA DA MADEIRA
SERVICO REGIONAL DE SAI’JDE, E.P.E.

Exma. Senhora
Sara Isabel Oliveira de Castro e Andrade
Centros de Saude da Zona Urbana II -
Centro de Saude da Nazaré
Av. do Colégio Militar
9000-135 FUNCHAL

I_ . servigo Region

Sua referéncia Sua comunicacio N/ Oficio SAI DA
S 0409981/5 2004/08/06

al de Saude, E.P.E

Assunto: Pedido de autorizagio para a realizacao de um estudo

Relativamente a V/carta, de 29/04/2004, para a realizagdo de estudo
intitulado “Efeito de um produto lacteo fermentado com Lactobacillus acidophilus e
Bididobacterium longum nos lipidos plasméticos de homens e mulheres com valores
normais ou ligeiramente aumentados de colesterol plasméatico”, estudo este que
seréd a sua Tese de Mestrado em Nutri¢do Clinica, informo V. Ex2. de que o mesmo
foi autorizado nos termos do Parecer da Comissdo de Etica n.° 27 de 04/08/2004,
que abaixo transcrevemos:

“A CES/HCF (composta por: Dr. Edward Richard Rushworth Maul,
Médico e Presidente; Dr. Silvio José Teixeira Sousa, Jurista; Dr. Ricardo
Jorge Figueira Silva Santos, Médico; Dr. Carlos Miguel Pestana, Meédico;
Dra. Inés Porto Ribeiro, Farmacéutica; Isabel Maria dos Santos Carvalho
Gomes da Silva, Enfermeira e José Manuel de Freitas, Te6logo ) na sua
reunido de 30 de Julho de 2004, decidiu por unanimidade dar parecer
favoravel ao pedido acima identificado, por nao levantar qualquer

problema de ordem ética”.

Com os meus cumprimentos,

O Vogal do Conselho de Administragao
0 \

c%\oseansi fstoructeadr]

José Carlos da Costa Perdigdo

F.A.

= Rua Jodio Gago n.°2, 1° —9000-071 Funchal ~ ‘®291213280 [E291213282 E-mail: cadmin@srs.pt
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO NO
TRABALHO DE INVESTIGACAO
“Efeito de um leite fermentado nos lipidos plasmaticos de individuos com os valores
normais ou elevados de colesterol plasmatico”

A natureza e a proposta de participagio no trabalho de investigagdo foram-me
explicadas. Tive oportunidade de fazer perguntas que me foram respondidas.
Compreendo que posso retirar este consentimento em qualquer altura.

Data: / /

O participante

Assinatura: [] participante; [] pais; [] representante legal; [1 outro
Data / /
Se nio for o participante:

Nome: Grau de parentesco
BI: de / / Arquivo de Identificagéo de :
Morada:

Assinatura da testemunha Data / /

Confirmo que expliquei ao [] participante; [ pais; [] representante legal, []
outro , de forma adequada e inteligivel sobre: avaliagdo antropométrica,
avaliacfio da composigdio corporal por bioimpedéncia, avaliagio da ingestdo alimentar e
monitorizagdo dos niveis sanguineos de colesterol.

Ciente das implica¢Ges éticas inerentes ao desenvolvimento deste estudo experimental,

comprometo-me a assegurar o consentimento do participante e o seu direito de recusa,
privacidade e anonimato.

Todas as questdes foram respondidas e o doente concordou em participar.

Data / / A Nutricionista
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