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INFORMAC()ES DO ARTIGO Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de um probidtico multiespécies na composi¢do da microbiota
intestinal e nos sintomas da constipag&o.
Histdria do artigo: Meétodos: Um estudo clinico randomizado, duplo-cego, controlado por placebo foi realizado com 35 individuos com
Recebido em 11 de dezembro de 2019 constipagdo por 30 dias. Os individuos foram randomizados em dois grupos: os grupos de cépsula controle (CC) e de capsula
z{ecebido em forma revisada em 28 de maio probidtica (PC). Os sintomas da constipag3o foram avaliados pelos critérios de ROME IV e pelos diarios de evacuaggo. A
e 2020

microbiota fecal foi analisada por sequenciamento do gene 16 S rRNA.
Aceito em 30 de maio de 2020 Resultados: A maioria dos participantes era do sexo feminino (85,7%). Houve uma redugdo significativa na porcentagem de
Palavras-chave: participantes que tiveram defecacdo incompleta (P = 0,034), sensacdo de bloqueio (P = 0,025), e raramente apresentam
Microbiota, fezes liquidas sem o auxilio de laxantes (P = 0,046) apenas dentro do grupo PC (mas nenhuma diferenga significativa entre
os grupos). Houve um aumento significativo na porcentagem de abundancia relativa de Blautia faecis e Ruminococcus
torques no grupo CC (P = 0,003 e P = 0,011, respectivamente), embora ndo tenha havido mudanga significativa no grupo PC
(P = 0,794 e P = 0,958, respectivamente), com uma diferenga significativa entre os grupos (P = 0,029 e P 0,013,
respectivamente), sugerindo que o tratamento com probidticos evitou o aumento da abundéncia relativa percentual dessas
duas espécies.

Conclusdo: Esses resultados sugerem que os probidticos multiespécies em forma de capsula podem modular a microbiota

Probiéticos,
Constipagao

intestinal por meio da redugdo das bactérias comumente aumentadas em pacientes com constipagdo, contribuindo para o
equilibrio da microbiota e, consequentemente, para o bem-estar do individuo. Estudos futuros com maior niumero de
pacientes sdo necessarios.

© 2020 Elsevier Inc. Todos os direitos reservados.

Introducao . . L . . " . .
do sistema imunoldgico intestinal e regulagdo da motilidade intestinal

Em situagdes como constipagdo intestinal, a microbiota intestinal pode
estar desequilibrada, com uma maior abundancia de bactérias
potencialmente patogénicas com caracteristicas comensais como
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, em detrimento das cepas de

Este estudo foi financiado pela empresa farmacéutica Cifarma Cientifica Farmacéutica, Bifidobacteria e Lactobacillus. Assim, os sintomas de constipagdo
Goiania, Goias. Os financiadores ndo tiveram nenhum papel no desenho do estudo, coleta e intestinal tém sido associados a disbiose intestinal [2] Esse fato destaca a
andlise de dados, decisdo de publicagdo ou preparagdo do manuscrito. PBB participou da . A . ~ . . . . .

importancia da modulagdo da microbiota intestinal, especialmente

guando manifestagdes classicas de constipagcdo estdo presentes.

O trato gastrointestinal (GI) forma um ecossistema complexo com
microbiota intestinal residente, que desempenha inimeras fung¢des
importantes para a saude intestinal, como fermentacdo de compostos
ndo digeriveis, produgdo de 4cidos graxos de cadeia curta; modulagdo

conceituagdo, curadoria de dados, andlise de dados, captagdo de recursos, investigagdo,
metodologia, administragcdo do projeto, supervisdo, redacdo da minuta original e revisdo e
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,

edigdo do estudo. EYN participou da analise dos dados. Todos os autores leram e aprovaram o beneficios a saude do hospedeiro [3] Evidéncias recentes sugerem um

beneficio do uso deste produto em pacientes com constipagdo,
melhorando os sintomas e contribuindo para a qualidade de vida do
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Em uma metanalise, Dimidi et al. [5] demonstraram que o uso de
probiéticos levou a um aumento significativo na frequéncia semanal

de evacuagdo em pacientes com constipagdo. No entanto, é
necessaria cautela na interpretagdo dos dados, pois os efeitos dos
probiéticos dependente de cepa e variam de acordo com a
composi¢édo inicial da microbiota intestinal do hospedeiro [5]. Este
efeito dependente de cepa foi demonstrado por Wang et al. [6]. Os
autores suplementaram ratos com trés variagGes diferentes de B.
adolescentis (CCFM 626, 667, 669) e descobriram que as varia¢des
667 e 669 apresentaram melhores efeitos na constipacédo, pois
houve uma maior adeséo dessas bactérias as células intestinais e,
consequentemente, um efeito maior na microbiota intestinal. Além
disso, a avaliagdo da coadministracdo de diferentes cepas ainda ndo
foi exaustivamente investigada e, portanto, ainda faltam evidéncias
da real eficacia desse tipo de produto na saude intestinal.

Além do efeito dependente de cepa, é importante enfatizar que
existem poucos estudos que investigaram o efeito do probidtico em
individuos saudaveis com constipacdo intestinal. A maioria dos
estudos publicados sobre a microbiota intestinal considerou o efeito
de produtos contendo probiéticos apenas nos resultados da
constipagdo [7-9], com poucos realmente investigando o efeito na
composicdo da microbiota intestinal - o Ultimo frequentemente
adotando abordagens direcionadas ou semidirecionadas [10,11].
Técnicas metagendmicas néo direcionadas, como o sequenciamento
16S, oferecem uma abordagem mais abrangente para entender
como a microbiota intestinal pode ser influenciada por probiéticos.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de um
produto probiético multiespécie na composicdo da microbiota em
individuos com constipacéo.

Materiais e métodos

Design experimental

Foi realizado um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, controlado por placebo,
com 48 individuos com constipagdo. Os individuos foram recrutados entre setembro e
outubro de 2017 na Universidade Federal de Goias, Brasil, convidando estudantes e
funciondrios que estavam interessados em participar e que atendiam aos critérios de
elegibilidade estabelecidos. Além disso, o recrutamento do estudo foi anunciado por meio
de folhetos e pelo site oficial da universidade, bem como por midias sociais, como
Facebook e Instagram, com postagens digitais publicadas online contendo um convite
com detalhes bésicos de contato para obter mais informagdes.

Todos os procedimentos envolvendo participantes humanos foram aprovados
pelo Comité de Etica da Universidade de Goias. Consentimento informado por
escrito foi obtido de todos os participantes. O estudo foi registrado em
ensaiosclinicos.gov.br.

Um questionario foi aplicado para avaliar os critérios de incluséo e excluséo e
para identificar voluntarios elegiveis. Os seguintes critérios de inclusdo foram
usados: entre 19 e 70 anos de idade, com diagnéstico de constipacéo de acordo
com os critérios diagnésticos ROME IV para constipacdo. Os individuos foram
excluidos se apresentassem diagnéstico de doengas do trato Gl ou complica¢es
de cirurgias devido a essas doencas, apresentassem disfungéo hepatica ou renal ou
usassem antibiéticos ou vitaminas, minerais, alimentos fortificados, produtos a base
de plantas ou outros suplementos com o objetivo de reduzir os sintomas digestivos
nas 4 semanas anteriores. Também foram excluidos individuos que consumiram
alimentos contendo probiéticos e prebiéticos ou alimentos / nutracéuticos com
atividade anti-inflamatéria antes ou durante a intervencéo.

Os individuos foram randomizados em dois grupos, de acordo com sexo, idade
e indice de massa corporal (IMC), utilizando o Software R 2.15.3 para Windows. O
primeiro grupo foi o grupo céapsula de controle (CC). Esse grupo recebeu
maltodextrina (75 mg) em capsulas por 30 dias. O segundo grupo, o grupo da
capsula probidtica (PC), recebeu uma mistura de probiéticos, contendo 5 X 109
UFC de Lactobacillus acidophilus (NCFM), L. casei (Lc-11); Lactococcus lactis
(Li-23), Bifidobacterium bifidum (BB-06) e B. lactis (HN019) em cépsulas por 30 dias.

Os participantes foram instruidos a ingerir uma capsula diariamente, pelo menos 30
minutos apés a Ultima refeicéo do dia, com &gua a temperatura ambiente. Eles também
foram instruidos a manter habitos de rotina e estilo de vida e evitar a ingestéo de produtos
que contenham pré e probidticos. As capsulas e os frascos codificados fornecidos tinham
a mesma aparéncia e cor e foram distribuidos por um pesquisador nédo envolvido no
projeto, de acordo com o protocolo de randomizagdo. Portanto, voluntarios e
pesquisadores / funcionérios ficaram cegos. O cédigo de mascaramento foi fornecido aos
investigadores ap6s a concluséo da andlise estatistica. A adesdo foi avaliada pela
devolucéo dos frascos com as capsulas restantes e os individuos que consumiram <80%
das cépsulas foram excluidos do estudo.

Ingestdo de alimentos e atividade fisica

A ingestdo de alimentos e atividade fisica foram avaliadas durante a
intervencéo. Esses dois parametros foram usados para verificar se as alteragdes
nos marcadores foram realmente obtidas pelo tratamento, dai as instru¢des para
manter o estilo de vida habitual.

Para avaliar a dieta habitual, foi utilizado um registro alimentar em 3 dias. Seis
registros foram coletados para cada individuo, sendo trés referentes a primeira
semana do estudo e os outros trés referentes a Gltima semana do estudo.

A atividade fisica foi avaliada pelo Questionario Internacional de Atividade
Fisica, validado para a populagéo brasileira. Os valores do equivalente metabdlico
da tarefa (MET) foram calculados de acordo com as seguintes férmulas:

1. MET - min/sem de caminhada: 3.3 x minutos de caminhada x dias de caminhada

2. MET- min/sem de atividade moderada: 4 x minutos de atividade moderada x
dias de atividade moderada

3. MET - min/ sem de atividade vigorosa: 8 x minutos de atividade vigorosa x dias
de atividade vigorosa

4. MET - minutos totais de atividade fisica/ sem: soma de MET - minutos de
caminhada + atividade moderada + atividade vigorosa

O gasto energético (kcal MET / sem) foi calculado considerando o min/ sem
para cada atividade estimada no METS, utilizando a seguinte féormula:

MET-totaldeminutos X pesodoindividuo / 60 min:

Sintomas de constipagao (resultado primario)

Os participantes foram instruidos a preencher um diario intestinal com registros
diarios de frequéncia de evacuacéo e consisténcia das fezes, de acordo com a escala de
Bristol. Os participantes também foram solicitados a registrar em seu diario quaisquer
efeitos adversos e informar os pesquisadores imediatamente.

A saude funcional do trato gastrointestinal foi avaliada no inicio e apés 30 dias, por
meio de um questionario contendo os critérios estabelecidos pela ROME IV: esforco
excessivo em 225% das evacuagdes, fezes endurecidas e / ou secas em 225% das fezes,
sensacgdo de evacuacdo incompleta em 225% das evacuagdes, sensacéo de bloqueio ou
obstrucdo anorretal, manobra manual, frequéncia de evacuacdo <3 vezes / sem,
raramente apresenta fezes liquidas sem o auxilio de laxantes.

Andlise da microbiota intestinal (resultado secundirio)

Isolamento do DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA

As amostras fecais foram coletadas por Swabs com solucéo estabilizadora e
submetidas a lise celular e subsequente extracdo de DNA utilizando a técnica de
esferas magnéticas com protocolo registrado (Neoprospecta Microbiome
Technologies, Brasil). Amostras de isolados bacterianos (Salmonella enterica
[ATCC 14028], Listeria monocytogenes [ATCC 19111], Staphylococcus aureus
[ATCC 25923], Bacillus cereus [ATCC 10876], Escherichia coli [ATCC 8739],
Bacillus spizizenii [ATCC 6633], Enterococcus faecalis [ATCC 29212],
Pseudomonas aeruginosa [ATCC27853], S. epidermidis [ATCC 12228],
Acinetobacter baumanii, e Klebsiella pneumoniae [isolados e identificados por
VITEK2]) foram submetidos ao mesmo processamento com esferas magnéticas
para obtenc&o de DNA. As diluigbes foram realizadas em uma escala de 10 £ para
DNA e em uma escala de 1 log de UFC para os microrganismos isolados. Além
disso, uma molécula de DNA sintético foi inserida em algumas amostras antes da
extracdo de DNA e em diferentes concentragées (~ 600, 6.000, 60.000 moléculas)
para avaliar seu perfil de recuperagdo apdés o sequenciamento. A identificagdo de
bactérias foi realizada usando o sequenciamento de alto desempenho das regides
V3/V4 do gene 16S rRNA. A sequéncia foi realizada no equipamento MiSeq
(Hlumina Inc., Séo Diego, CA, EUA), utilizando o kit V2 de 300 ciclos de extremidade
Unica, sem normalizacéo da biblioteca. As sequéncias de DNA dos microrganismos
foram analisadas por meio de um pipeline proprietario (Neoprospecta Microbiome
Technologies, Brasil), considerando no méaximo 1% de erro acumulado no
sequenciamento. Para a identificacdo das espécies de microrganismos presentes
nas amostras, as sequéncias de DNA obtidas foram comparadas com um banco de
dados contendo outras sequéncias de DNA ja caracterizadas para as espécies de
interesse. Ap6s as andlises de bioinformatica, os resultados foram carregados na
plataforma Neobiome para visualizag&o.

Anlise da composicdo da microbiota e estatistica e andlise de redes

Ap6s a conclusdo do sequenciamento Illlumina MiSeq, os arquivos fastq foram
cortados em sequéncias de baixa qualidade e quimeras usando o software
Neotools proprietario. Em seguida, usando o mesmo software, as sequéncias que
passaram nas etapas de qualidade foram identificadas para taxonomias bacterianas
usando o banco de dados Neorefl6S. Para as identificacdes taxondmicas, foi
utilizado o software blastn v.2.7.1 [12], usando o menor algoritmo de ancestral
comum para definicdo de espécies (99,8% de similaridade). As taxonomias que nédo
atendem a esse requisito minimo foram avaliadas para a definicéo de sexo, familias
ou outros niveis taxonémicos [13].
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+ Amostras de fezes ndo viaveis (n = 3)
| Analise |
Analisados: (n = 14) Analisados: (n = 21)

Fig. 1. Fluxograma dos voluntdrios do estudo.

A tabela de taxonomia e unidade de taxonomia operacional (OTU), seqiiéncias fasta
(somente clusters) e tabela de metadados foram introduzidas no pipeline de andlise de
diversidade a e B na versdo R 3.4.4 [14]. A arvore filogenética foi feita a partir das
sequéncias réapidas dos clusters, as quais sdo exibidas na plataforma do perfil
microbiolégico Neoprospecta. O Clustal Omega versdo 1.2.3 [15], a construgéo da arvore
filogenética FastTree versdo 2.1.10 [16] e o enraizamento no ponto médio com Retree
versao 3.697 do pacote Phylip [17] foram utilizados para o alinhamento da sequéncia. Para
a produgdo de indices de riqueza (observados OTUs, Chaol, ACE) e diversidade
(Shannon, Simpson, InvSimpson, Fisher, Evennes); bem como outras andlises de
diversidade a (arvore filogenética de classificagfes taxondmicas) e B (andlise de
componentes principais e mapa de calor), o pacote do programa 1.22.3 o pacote de
programa [18] foi usado. Esses dados foram normalizados pelo método da mediana e
rarefagdo. A identificagédo de espécies diferencialmente abundantes nos tratamentos foram
realizados com o pacote de software DESeq2 versdo 1.18.1 [19]. O teste de Walt e o
modelo binomial negativo foram utilizados para normalizagdo dos dados. Bactérias
diferencialmente abundantes foram consideradas com P < 1% e log2FoldChange> 2.

Andlise Estatistica

O célculo amostral considerou inicialmente um efeito de desenho de 0,98 para a
comparagdo de médias de grupos independentes, obtida a partir de dados de médias e DP
da frequéncia de evacuagéo ap6s intervencdo com simbiéticos [8]; um o de 0,05 e poder
de teste (1-B) de 80%, e o resultado foi de 18 participantes por grupo (n = 36). Portanto,
buscamos recrutar 54 participantes (27 para cada grupo), a fim de incluir 50%adicionais
dos 36 necessarios, representando possiveis desisténcias. O célculo foi realizado pelo
programa G * Power 3.1.9.2. Os resultados sdo apresentados como média+/- DP. Os
valores foram inicialmente avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. As
diferengas médias entre os grupos na consulta inicial e final e na mudanca total foram
avaliadas pelo teste t independente ou teste de Mann-Whitney (o teste ndo paramétrico
correspondente). A diferenca média entre a consulta inicial e a final para cada grupo foi
avaliada pelo teste t pareado ou pelo teste de Wilcoxon (o teste ndo paramétrico
correspondente). O valor de a = 0,05 foi adotado como critico para rejeicdo da hipétese
nula. A andlise estatistica foi realizada utilizando o SPSS versédo 25 (IBM, Armonk, NY,
EUA).

Resultados

Caracterizagdo da populagdo estudada

Selecionamos 55 participantes de acordo com os critérios de
elegibilidade e concordamos em participar do estudo (CC: 27; PC: 28).
Desses, 43 participam da visita inicial e entregaram fezes viaveis. Durante

o ensaio clinico, oito participantes foram excluidos do estudo: dois para

ndo comparéncia, um para baixa aderéncia (ingerida <80% dos capsulas) e
cinco para amostras de fezes ndo vidveis. Trinta e cinco participantes
foram incluidos na presente analise (CC: 14; PC: 21; Fig. 1). N&o foi
observada diferenga entre os grupos no inicio do estudo (tabela 1).

Ingestdo de alimentos e atividade fisica

N&o foram observadas diferengas significativas entre os grupos quanto
a ingestdo de energia e macronutrientes, nem ao nivel de atividade fisica
durante a intervengdo (nas medidas basal e pds-intervengdo; todos P >
0,05; Tabela 2).

Tabela 1
Caracteristicas dos participantes na linha de base
Variavels CC(n=14) PC (n=21) Valor P*
Sexo
Mulheres, n (%) 12(85,7) 18(85,7) 1.000y
Homens, n (%) 2(14,3) 3(14,3)
Idade (y) 31,00 +/- 11,64 25,71 +/- 7,22 0,106
IMC (kg/m2) 24,54 +/- 5,00 2 ilAl aHE ST 0,374
Renda (R$) 11.998,21 +/- 31.130,20  3488,75 +/- 3177,32 0,326
Anos de estudo, n (%)
<lly 2(14,3) 4(19,1) 0.714t
>12y 12 (85,7) 17(80,9)
Ingestdo de bebidas alcodlicas, n (%)
Sim 6 (42,8) 9 (42,8) 1.000t
Nao 8 (57,2) 12(57,2)
Frequéncia de 4lcool, n (%)
Nio bebe 8 (57,2) 12(57,1) 0.082+
=2 0 5(23,8)
vezes/semana
1-3 vezes/més 6 (42,8) 4(19,1)
Ingestdo de 4gua, n (%), L/dia
<1 7 (50) 8(38,1) 0.555t
1-2 6 (42,8) 9 (42,8)
>2 1(7,2) 4(19,1)

CC, grupo de capsula de controle; PC, grupo capsula de placebo
* Andlise estatistica: Teste t independente, salvo indicagdo em contrario.
T Anélise estatistica: teste x2.
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Tabela 2

Energia, macronutrientes e ingest&o de fibra e nivel de atividade fisica dos participantes no inicio do estudo e apds 30 dias de intervengdo
Varidveis CC (=14 PC (n=21)

TO a0 D Valor P*  TO gl D Valor P*  ValorPy

Energia (kcal) 1472,98 +/- 413,63 1445,76 +/- 372,25 -27,22 +/- 374,35 0,937 1650,98 +/- 413,63 1714,73 +/- 687,36 63,75 +/- 437,60 0,681 0,815
Carboidratos (g) 172,68 +/- 55,01 269,67 +/- 61,92 -3,01 +/- 56,70 0,857 182,44 +/- 61,34 169,67 +/- 61,92 10,54 +/- 56,26 0,412 0,516
Proteina (g) 66,84 +/- 19,59 66,22 +/- 25,64 -0,61 +/- 21,25 0,937 74,85 +/- 31,80 74,44 +/- 33,66 -0,40 +/- 31,92 0,940 0,613
Lipidios (g) 57,20 +/- 17,47 55,79 +/- 14,59 -1,41 +/- 21,41 0,823 64,64 +/- 31,40 67,22 +/- 28,46 2,58 +/- 23,00 0,621 0,629
Fibras (g) 12,22 +/- 6,15 10,54 +/- 4,94 -1,68 +/- 4,17 0,191 15,39 +/- 5,72 13,81 +/- 6,02 -1,57 +/- 5,08 0,181 0,953
MET total (min)  1822,32 +/- 2078,42 2181,80 +/- 1290,37 274,69 +/-1780,63 0,588 1333,50 +/- 1103,68 1469,37 +/- 1768,68 -174,70 +/- 1427,19 0,621 0,449
MET (kcal) 2232,59 +/- 2812,16 2584,49 +/- 1719,97 -234,71 +/-2296,02 0,719 1426,90 +/- 1457,77 1612,30 +/- 2086,93 -175,92 +/-1425,85 0,618 0,552

CC, grupo de cépsula de controle; PC, grupo capsula de placebo; MET, equivalente metabélico da tarefa; TO, linha de base; T30, pés-intervengao
D=T30-TO

* Diferengas estatisticas entre T30 e TO dentro do mesmo grupo.

y Diferengas estatisticas entre os valores D dos grupos de controle e de tratamento.

Indices de riqueza e diversidade a P = 0,006, respectivamente). Um aumento dos indices de Fisher, OTUs
observados e Chaol e ACE ocorreu nos dois grupos (todos P <0,001). Ndo
Houve um aumento significativo dos indices de Shannon, foram observadas diferencas significativas para esses indices entre os
Simpson e InvSimpson apenas dentro do grupo PC (P = 0,002; P = grupos (P> 0,05; Fig. 2A, B).
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Fig. 2. Efeito do probidtico sobre (A) indices de diversidade a (Shannon, Simpson, InvSimpson, Fisher, Evennes) e (B) de riqueza (OTUs observados, Chaol, ACE). *P < 0,05. TP <
0,001. CC, grupo de capsula de controle; OTU, unidade de taxonomia operacional; PC, grupo de cdpsulas de placebo.
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Entre as amostras, 251 espécies de bactérias foram identificadas.
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A variagdo observada pode ser explicada pela soma dos dois componentes
principais, o que resulta em ~ 19% (Fig. 4).

Desses, 75 apresentaram P <1% (corrigido pela taxa de falsas descobertas)

e 41 diferiram em frequéncia absoluta entre as amostras, sendo

Percentagem

considerados diferencialmente abundantes uma vez que apresentaram P

<1% e log2Fold-Change> 2 pelo DEseq. O mapa de calor e a arvore
filogenética das espécies detectadas pelo DEseq revelaram mudangas
significativas dentro do grupo nos dois grupos, mas sem diferenga
estatistica entre os grupos (Fig. 3A, B). O perfil de agrupamento das
amostras por analise de componentes principais ndo variou entre os

tratamentos.

Carrgylobacter homiris =
Desullovibrio piger =

Biophia wadswarthia -
Suttoralla wadsworthersis =
Parasutteresa excrementhominis =
Phascolarciobaciariun (aaciusm -
Holdomaria tifomis =
Holdemaneta blormys -
Ruminococcus lactars =
Eubacterum siraeum =
Gennuriger fonmiciis -
Fascalbactertum prausnizi -
Peptostraptococcus anaeroous =
Rosoburia faecis -

Rosoburta busivorans =
Roseburia hominis ~

Dorea longlcatena =
Coprococeus eutacts =
Coprococcus comes =
Coprococcus catus =

Butyrivibrio crossotus -
Ruminococeus 10rquos =

Biautio b~

Blautia fecis -

Bloutia obeum =

Anserotignum lactatitermentans -
Eubactorium oligons =
Eubacterdum ramulus -
Eubaoteran rectale -
Parabacteroides distasonis =
Ristipes pulredinis -

Allatipos senegalensis -
Pravotela disiens -
Porphyromonas axaccharolylica =
Odoribacter splanchricus -
Bamesiella intestrhominis -
Bactoroidos plobeius =
Bacteroides clarus -

Colinselia aerolaciens -
Bifidobacterium adolescentis =
Biidosacterur langum -

Fig. 3. (A) Arvore filogenética e (B) mapa de calor com frequéncia de espécies bacterianas identificadas como diferencialmente abundantes pelo DESeq2 (log2 FoldChange> +/-2). CC, grupo de capsula de

controle; PC, grupo de capsulas de placebo.
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de abundancia relativa

Outras andlises foram conduzidas para determinar as diferengas na
porcentagem de abundancia relativa entre os grupos de tratamento para o
filo e para 75 espécies apresentaram P <1% (corrigido pela taxa de
descoberta falsa; dados normalizados pela mediana).

As bactérias pertencentes a oito filos foram identificadas nas amostras

(Tabela 3). Os filos mais abundantes foram Bacteroidetes (CC:
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Fig. 4. Perfil de cluster de amostras de acordo com a analise PCA. CC, grupo de capsula de controle; PC, grupo capsula de placebo; PCA, andlise de componentes principais.

Tabela 3

Efeito do probidtico multiespécies na porcentagem de abundancia relativa do filo
Filo CC (n=14) PC (n=21)

TO T30 A Valor P* T0 T30 A Valor P* Valor P’

Bacteroidetes 73,68 +/- 9,79 53,21 +/- 14,63 20,47 +/- 14,96 <0,001 70,34 +/- 1,42 51,41 +/- 14,12 -18,93 +/- 12,66 <0,001 0,744
Firmicutes 21,68 +/- 8,44 40,18 +/- 13,98 18,50 +/- 15,26 0,001 24,93 +/- 10,16 41,39 +/- 15,52 16,46 +/- 12,44 <0,001 0,667
Fusobactérias 0,38 +/- 0,16 0,53 +/- 0,79 0,15 +/- 0,68 0,925 0,39 +/- 0,20 0,35 +/- 0,43 -0,04 +/- 0,39 0,357 0,840
Proteobactérias 1,92 +/- 0,76 3,00 +/- 2,45 1,08 +/- 2,33 0,106 2,18 +/- 1,19 2,60 +/- 1,75 0,42 +/- 1,78 0,291 0,350
Verrucomicrobia 0,96 +/- 1,46 0,45 +/- 0,83 0,50 +/- 1,48 0,064 0,78 +/- 0,89 1,73 +/- 4,99 0,95 +/- 4,58 0,876 0,312
Synergistetes 0,09 +/- 0,04 0,07 +/- 0,11 0,02 +/-0,11 0,109 0,08 +/- 0,04 0,05 +/- 0,07 -0,03 +/- 0,08 0,042 0,814
Actinobactéria 1,11 +/- 0,38 2,44 +/- 2,37 1,32 +/-2,33 0,300 1,17 +/- 0,55 2,36 +/- 3,17 1,18 +/- 3,33 0,590 0,567
Euryarchaeota 0,17 +/- 0,16 0,10 +/- 0,14 -0,07 +/- 0,20 0,064 0,14 +/- 0,08 0,11+/-0,13 -0,02 +/-0,14 0,322 0,934
Firmicutes / Bacteroidetes 0,31 +/- 0,16 0,91 +/- 0,67 0,60 +/- 0,65 0,004 0,39 +/-0,23 0,97 +/- 0,67 0,58 +/- 0,56 <0,001 0,936

CC, grupo de capsula de controle; PC, grupo capsula de placebo; MET, equivalente metabdlico da tarefa; TO, linha de base; T30,

pés-intervengao

AT30-TO

* Diferencas estatisticas entre T30 e TO dentro do mesmo grupo.

1 Diferengas estatisticas entre os valores D dos grupos de controle e de tratamento.

73,68 +/- 9,79, PC: 70,34 +/- 1,42), Firmicutes (CC: 21,68 +/- 8,44, PC: 24,93
+/- 10,16), e Proteobactérias (CC: 1,92 +/- 0,76, PC: 2,18 +/- 1,19). Nido
houve diferenga entre os grupos quanto a porcentagem relativa de
abundancia para qualquer filo. No entanto, houve uma reducgdo
significativa de Synergistetes filos apenas no grupo PC (P = 0,043).

Houve um aumento significativo dentro do grupo para a porcentagem
relativa de abundancia de Blautia faecis (TO: 0,19 +/- 0,14; T30: 0,39
+/-0,25; P = 0,003) e Ruminococcus torques no grupo CC (TO: 0,49 +/-
0,37; T30: 1,21 +/- 1,12; P = 0,011), enquanto no grupo CP, a
abundancia ndo mudou (B. faecis: TO: 0,33 +/- 0,67; T30: 0,26 +/-
0,22; P = 0,794; R. Torques: TO: 0,68 +/- 0,73; T30: 0,65 +/- 0,83; P =
0,958). Houve também uma diferenca significativa entre os grupos (P =
0,029 e P = 0,013, respectivamente), sugerindo que o tratamento
probidtico evitou o aumento da abundancia relativa percentual dessas
duas espécies pertencentes ao filo Firmicutes (Fig. 5). Nenhuma diferenca
foi observada para as outras 73 espécies (dados ndo mostrados).

Das cepas probidticas administradas, apenas Lactococcus lactis e
Bifidobacterium bifido foram identificadas nas fezes, mas sem diferengas

significativas entre os dois grupos de intervengdo (P = 0,400 e P = 0,213,
respectivamente).

12

08 1
06

0.4 .

0.2

& % Relative abundance

T - -

Blautic faecis Ruminococcus torques

Fig. 5. Alteragdo da porcentagem de abundancia relativa dos torques de Blautia faecis e
Ruminococcus. *P < 0,05. CC, grupo de capsula de controle; PC, grupo de cépsulas de placebo.
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Tabela 4
Efeito do probidtico multiespécies nos sintomas da constipagao
Critérios ROME IV Controle (CC) (n = 14) Probiético (PC) (n = 21)
TO T30 Valor P* TO T30 Valor P* Valor P!

Frequéncia de evacuacio, n (%), vezes / semana 0,006 0,013 0,222
1 1(7,1) 0(0) 3(14,3) 0 (0
<3 7(50) 1(7,1) 5(23,8) 2(9,5)
3-4 5 (35,7) 8(57,1) 9(42,9) 12 (57,5)
>4 1(7,1 5(35,7) 4(19) 6 (28,6)

Consisténcia das fezes, n (%)
25% das evacuagdes Bristol escala 1 e 2 14 [100] 6 (42,9) 0,005 20 (95,2) 14 (66,7) 0,059 0,110

Critérios ROMA IV, n (%)
Esforgo excessivo em >25% dos movimentos intestinais 12 (85,7) 7 (50) 0,059 16 (72,2) 10 (47,6) 0,058 0,778
Fezes endurecidas e / ou secas em >25% das fezes 13 (92,9) 9 (64,3) 0,102 18 (85,7) 13 (61,9) 0,059 0,803
Sensagdo de defeca¢do incompleta em > 25% dos movimentos 10 (71,4) 9 (64,3) 0,564 15 (71,4) 9 (42,9) 0,034 0,342
intestinais
Sensagdo de bloqueio ou obstrugdo anorretal 7 (50) 4(28,6) 0,257 9 (42,9) 4(19) 0,025 0,960
Manobra manual 2(14,3) 1(7,5) 0,317 5(23,8) 2(9,5) 0,180 0,727
Frequéncia de evacuagio <3 vezes / semana 12 (85,7) 8(57,1) 0,096 15 (71,5) 15 (71,4) 0,405 0,752
Raramente apresenta fezes liquidas sem auxilio de laxantes 12 (85,7) 11(78,6) 0,527 20 (85,2) 16 (76,2) 0,046 0,561

TO, linha de base; T30, pés-intervengdo * Andlise estatistica: Teste de Wilcoxon e Andlise Estatistica: Teste de Mann-Whitney

Sintomas de constipagio

N&o foram observadas diferencas significativas entre os dois grupos de
intervengdo em relagdo a frequéncia de evacuagdo, consisténcia das fezes
e critérios de Roma IV (Tabela 4). No entanto, houve uma redugdo
significativa no grupo CP apenas na prevaléncia de individuos que
apresentaram defecagdo incompleta (P = 0,034), sensagdo de bloqueio (P
= 0,025) e ocorréncia rara de fezes liquidas sem o auxilio de laxantes (P =
0,046)

Discussao

O presente estudo demonstrou que um probidtico multiespécie pode
ser eficiente na prevengdo de um aumento da porcentagem relativa de
abundancia de B. faecis e R. torquis em individuos saudaveis com
constipagdo. De forma similar, Ferrario et al. [20] mostraram que a
ingestdo de probidticos leva a uma redugdo de bactérias pertencentes ao
género Blautia em adultos saudaveis.

B. faecis e R. torquis pertencem ao género Blautia, familia
Lachnospiraceae, e filo Firmicutes. [21] observaram que as bactérias das
familias Lachnospiraceae e Ruminococccaceae estdo aumentadas em
individuos com constipagdo e que esse aumento pode ser explicado
principalmente pela presenca de bactérias do género Blautia, Coprococcus
e Ruminococus.

R. torques é um conhecido degradador de mucina [22], que é uma
glicoproteina produzida por células caliciformes e contribui para a
manutengdo da barreira intestinal. A mucosa intestinal é a primeira linha
de defesa intestinal contra bactérias comensais patogénicas ou invasivas
no limen intestinal [23]. Castro-Combs et al. [24] demonstraram que o
comprometimento do conteido de mucina pode ser um fator que
contribui para o desenvolvimento da constipagdo crbnica. Além disso,
essas bactérias tém sido associadas a sindrome do intestino irritdvel em
varios estudos [25-29].

Assim, considerando que as mudangas em certas populacGes
bacterianas podem ser potencialmente benéficas em individuos saudaveis
com constipagdo, particularmente se essas populagdes bacterianas
estiverem associadas a estados de doenga; os resultados aqui
mencionados sugerem que o probidtico pode ter um efeito protetor sobre
a microbiota intestinal pela modulagdo da porcentagem de abundancia
relativa de B. faecis e R. torquis.

Contrariamente as nossas expectativas, ndo houve aumento nas
populagdes Bifidobacterium e Lactobacillus. Resultados semelhantes
foram encontrados por Zhu et al. [21] e Yu et al. [30]. Por outro lado,

Mezzassalma et al. [31] realizaram um estudo em grupo, randomizado,
duplo-cego e paralelo, com trés bragos, com 150 pacientes com sindrome
do intestino irritdvel associada a constipagdo, divididos em trés grupos
(F_1,F_2eF_3).

Cada grupo recebeu uma administragdo oral didria de misturas de
probidticos (L. acidophilus e L. reuteri e outro com L. plantarum e L.
rhamnosu) por 60 dias para F_1 ou F_2 ou placebo F_3, respectivamente.
Os autores observaram um aumento no Lactobacillus e Bifidobacterium
nas fezes apds 60 dias de suplementagdo, mas ndo avaliaram a
composi¢gdo completa das fezes e se houve uma redugdo nas bactérias
patogénicas.

Foi amplamente descrito na literatura que as espécies pertencentes a
essas familias sdo reduzidas em individuos com disturbios da motilidade
intestinal e a suplementagdo seria uma estratégia eficaz para aumentar
sua populagdo [32,33]. Entretanto, nem sempre a adesdo e a formagdo
das coldnias ocorrem, embora os efeitos sobre a microbiota intestinal
possam ser devidos a outros mecanismos [34], como atividade
antimicrobiana direta, producdo de bacteriocinas ou até exclusdo
competitiva [35]. [36] sugeriram que L. acidophilus pode secretar
bacteriocina. Da mesma forma, foi demonstrado que substdncias
antibacterianas podem ser produzidas pela bactéria L. acidophilus e L.
fermentum, oferecendo uma ampla faixa inibitéria, incluindo cepas
patogénicas gram-negativas e gram-positivas [37,38].

No presente estudo, ndo houve diferengas entre os grupos para os
indices de diversidade a e B. Variagbes inter-individuais na microbiota
intestinal podem ter alteragdes ocultas devido a ingestdo de probidticos.
Por outro lado, apenas dentro do grupo PC, houve uma redugdo
significativa intragrupo na prevaléncia de individuos que tiveram
defecagdo incompleta (P = 0,034), sensagdo de bloqueio (P = 0,025), e
raramente apresentaram fezes liquidas sem o auxilio de laxantes (P =
0,046), mas sem diferengas significativas entre os grupos. Estudos clinicos
mostraram que a suplementagdo com probidticos como L. casei [39] e
Bifidobacterium animalis [40] apresenta efeito modesto ou inexistente
nos sintomas de constipagdo. Em contraste, Eskesen et al [41] observaram
gue o consumo de Bifidobacterium animalis spp Lactis BB-12 melhora a
saude gastrointestinal de individuos cujos sintomas ndo sdo
suficientemente graves. Essa variagdo nos resultados pode ocorrer porque
os efeitos dos probidticos sdo conhecidos por serem dependentes da
tensdo e variam de acordo com a subespécie e a composicdo da
microbiota intestinal do hospedeiro [5].

Estudos anteriores descobriram uma melhora significativa em outros
parametros relacionados aos sintomas da constipagdo com a
administragdo de uma variedade de cepas probidticas para <4 semanas,
que foi a base para decidir a duragdo da intervengdo neste estudo [5,42].
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No entanto, considerando os tipos de probidticos administrados no
presente estudo e o perfil da microbiota da populagdo estudada, pode ser
que um maior tempo de intervengdo tivesse sido necessario para que as
mudangas observadas na microbiota intestinal se traduzissem em
mudangas mais significativas no movimento intestinal.

Além disso, sabe-se que as condigdes associadas a gravidade dos
sintomas relatados pelo paciente sem correlatos fisiologicos confidveis,
como disturbios gastrointestinais funcionais, apresentam altas taxas de
resposta ao placebo [43], mesmo em estudos de curto prazo [44,45], o
que pode ter contribuido para ndo atingir significincia entre os dois
grupos de intervengdo no presente estudo.

Ndo foram observadas diferencas significativas na ingestdo de energia
e macronutrientes e no nivel de atividade fisica durante a intervengao.
Portanto, pode-se especular que os efeitos descritos aqui foram
provavelmente devido a ingestdo de probidticos e ndo a mudangas no
estilo de vida.

Os pontos fortes deste estudo incluiram a avaliagdo de fatores que
poderiam influenciar a composi¢do da microbiota, como nivel de atividade
fisica, ingestdo de bebidas alcodlicas, ingestdo de agua e mudangas na
dieta, bem como uma andlise robusta e eficiente da microbiota fecal. No
entanto, algumas limitagSes do estudo foram as altas taxas de abandono
durante o periodo de randomizagdo e intervengdo, o ndo ajuste do
modelo de acordo com os subtipos de constipacdo e o tempo de
intervengdo (30 d). Um tempo de tratamento mais longo pode levar a
alteragBes mais proeminentes nas varidveis da constipagdo intestinal,
embora 30 dias de intervengdo sejam comumente observados na
literatura anterior.

Conclusao

Um probidtico multiespécie em forma de cépsula pode ser eficiente na
redugdo de bactérias comumente aumentadas em pacientes com
constipagdo, contribuindo para o equilibrio da microbiota e,
consequentemente, para o bem-estar do individuo.
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