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RESUMO

O papel da inflamagéo na patogénese da hipertenséo arterial sistémica (HAS) tem sido
descrito. O comprometimento da integridade de barreira intestinal conduz a exposicéo
sistémica a patdgenos, antigenos e endotoxinas luminais, podendo desencadear um
processo inflamatorio crénico de baixo grau que pode contribuir para disfungdo
autondmica cardiaca e o desenvolvimento e manutencdo da HAS. O objetivo deste estudo
foi investigar se a terapia adjuvante com probioticos é capaz de reduzir a inflamagdo em
mulheres com HAS e analisar a correlagdo de biomarcadores inflamatorios com
parametros de funcdo autondmica cardiaca nessa populacdo. Esta é uma analise
secundaria de um estudo triplo-cego, em que um total de 36 mulheres foram
randomizadas em dois grupos: probiético (n=19) ou placebo (n=17). O grupo probiotico
recebeu 10° UFC/dia de cada cepa de Lactobacillus paracasei LPC-37, Lactobacillus
rhamnosus HNOO1, Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium lactis HNO19.
O grupo placebo recebeu um saché idéntico de polidextrose (1g/dia). Dados clinicos,
bioquimicos (concentracdes séricas de I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF-a) e
analise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) foram obtidos no inicio e apds 8
semanas de intervencdo. As mulheres que receberam probidticos apresentaram um
aumento nas concentracdes sericas de IL-17A (p=0,02) e diminui¢do do IFN-y (p=0,01)
em comparacdo a sua linha de base, e um aumento de 1L-10 (p=0,03), em compara¢do ao
grupo placebo. A administracédo de probioticos ou placebo ndo alteraram as concentragdes
séricas de TNF-a e IL-6 (p>0,05). As concentracdes séricas de IL-2 e IL-4 foram
reduzidos em mulheres que receberam placebo ou probidticos (p<0,001). Correlagdes
entre VFC e variaveis inflamatérias mostraram que o IFN-y foi positivamente
correlacionado com FC (frequéncia cardiaca), LF (baixa frequéncia), LF/HF, e relacéo
SD2/SD1 (eixos longitudinais/eixos transversais), e negativamente correlacionado com
HF (alta frequéncia). A IL-10 foi correlacionada negativamente com FC, LF, LF/HF e
SD2/SD1 e positivamente correlacionada com HF. A IL-6 correlacionou-se
negativamente com RMSSD (raiz quadrada da média da soma dos quadrados das
diferengas sucessivas entre batimentos adjacentes normais a normais) e SD1 e
positivamente com a relagdo SD2/SD1. Por fim, a IL-4 apresentou correlagdo negativa
com SDRR (desvio padréo entre a duragdo de intervalos RR), RMSSD, pRR50 (nimero
de pares de intervalos de batimento normal a normal sucessivos que diferiram em 50 ms),

SD1 e SD2. Em geral, a suplementacdo de probidticos pareceu exibir um efeito anti-



inflamatdrio, observado pela elevacédo de IL-10 em mulheres com HAS. Biomarcadores

pro-inflamatorios correlacionaram-se positivamente com maior atividade do ténus

simpatico na anélise da VFC.

Palavras-chave: probioticos; hipertenséo; inflamagao; disfun¢do autonémica.



ABSTRACT

The role of inflammation in the pathogenesis of systemic arterial hypertension (SAH) has
been described. Compromised intestinal barrier integrity leads to systemic exposure to
pathogens, antigens, and luminal endotoxins, which may trigger a low-grade chronic
inflammatory process that may contribute to cardiac autonomic dysfunction and the
development and maintenance of SAH. The aim of this study was to investigate whether
adjuvant probiotic therapy is able to reduce inflammation in women with SAH and to
analyze the correlation of inflammatory biomarkers with parameters of cardiac autonomic
function in this population. This is a secondary analysis of a triple-blind study in which a
total of 36 women were randomized into two groups: probiotic (n=19) or placebo (n=17).
The probiotic group received 10° CFU/day of each strain of Lactobacillus paracasei LPC-
37, Lactobacillus rhamnosus HNO0O01, Lactobacillus acidophilus NCFM, and
Bifidobacterium lactis HN019. The placebo group received an identical bag of
polydextrose (1 g/day). Clinical, biochemical (serum concentrations of IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17A, IFN-y and TNF-a) and heart rate variability (HRV) data were collected at
baseline and after 8 weeks of intervention. Women who received probiotics showed an
increase in serum concentrations of IL-17A (p=0.02) and a decrease in IFN-y (p=0.01)
and an increase in IL-10 (p=0.03) compared to the placebo group. The administration of
probiotics or placebo did not change serum concentrations of TNF-o and IL-6 (p>0.05).
Serum concentrations of I1L-2 and IL-4 were reduced in women receiving placebo or
probiotics (p<0.001). Correlations between HRV and inflammatory variables showed that
IFN-y was positively correlated with HR (heart rate), LF (low frequency), LF/HF and
SD2/SD1 ratio and negatively correlated with HF (high frequency). IL-10 was negatively
correlated with HR, LF, LF/HF and SD2/SD1 and positively correlated with HF. I1L-6
correlated negatively with RMSSD (root mean square of the sum of the squares of the
successive differences between adjacent normal beats) and SD1 and positively with
SD2/SD1 ratio. Finally, IL-4 showed a negative correlation with SDRR (standard
deviation between the duration of RR intervals), RMSSD, pRR50 (number of pairs of
consecutive normal-to-normal intervals that differed by 50 ms), SD1 and SD2. In general,
probiotic supplementation appeared to have an anti-inflammatory effect, as observed by
the elevation of IL-10 in women with SAH. Pro-inflammatory biomarkers were positively

correlated with greater sympathetic tone activity in HRV analysis.

Keywords: probiotics; hypertension; inflammation; autonomic dysfunction.
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1. INTRODUCAO

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma enfermidade cronica, ndo transmissivel e
multicausal, caracterizada pela elevacédo sustentada da pressao arterial (PA), a valores >140 mmHg
de pressao arterial sistolica (PAS) e/ou >90 mmHg de pressao arterial diastdlica (PAD) em adultos.
A predisposigao genética, idade, sexo, a ingestdo elevada de sodio, excesso de peso e sedentarismo
sdo exemplos de fatores de risco implicados no desenvolvimento da HAS (Mamdouh et al., 2022;
Barroso et al., 2021).

A HAS acomete, globalmente, uma média de 1,2 bilh&o de adultos, com idades entre 30-79
anos (Mamdouh et al., 2022; WHO, 2021). Pode ser classificada em dois tipos: priméria ou
essencial, que compreende em torno de 90% dos casos, e ocorre quando ndo se tem conhecimento
sobre a etiologia envolvida; e secundaria, quando a causa é conhecida (Shah et al., 2022). Existe
uma variedade de opg¢des medicamentosas para o tratamento da HAS, porém, menos da metade
dos pacientes conseguem alcancar as metas pressoricas (Shoulders; Powell, 2019).

O aumento da atividade nervosa simpatica e reducdo da atividade nervosa parassimpatica
tem sido descritos como mecanismos relevantes implicados no desenvolvimento e manutencédo da
HAS. Evidéncias sugerem que, juntamente com o distarbio autonémico, a HAS é associada com
um estado inflamatorio crénico de baixo grau que favorece o dano aos 6rgaos-alvo e a manutencéao
do estado hipertensivo (Yang et al., 2015).

A disbiose intestinal (DI), condicdo resultante de disturbios na composicéo, diversidade e
funcdo da microbiota intestinal (MI), também tem sido demonstrada como fator de risco para o
desenvolvimento e manutencdo da HAS (Yang et al., 2015; Li et al., 2017; Santisteban et al.,
2017). Estudos demonstram que a DI contribui para a inflamacéo sistémica de baixo grau através
do aumento da permeabilidade da barreira da mucosa intestinal e da translocacdo de
lipopolissacarideos (LPS) (Silveira-Nunes et al., 2020; Kim et al., 2018).

No sistema nervoso central, a ligacdo de LPSs aos receptores toll-like (TLR) ativam uma
cascata inflamatdria com recrutamento de macréfagos e liberagdo de citocinas pré-inflamatorias,
como interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-1PB, conduzindo a
neuroinflamacao, hiperatividade simpaética, disfuncdo autonémica e aumento da PA (Richards et
al., 2022; Haspula et al., 2018). Em roedores, o LPS tem sido empregado para incitar inflamagéo
vascular e disfungdo endotelial. Em ensaios com humanos, a concentracao sérica desse metabdlito
tem sido correlacionado positivamente com a HAS (Canale et al., 2021).

Descobertas acumuladas apontam que a inflamagéo é componente essencial ndo apenas na
génese, mas também na progressdo da HAS, estando relacionada a complicacdes hipertensivas,
como infarto do miocardio, leséo renal e acidente vascular cerebral hemorréagico (Zhang et al.,
2023). Nesse cenério de inter-relacdo entre HAS e DI, tem sido investigado a eficacia da terapia
adjuvante com probioticos (Zarezadeh et al., 2023). Probidticos sdo definidos como
microrganismos Vvivos que, quando ingeridos em quantitativos apropriados, alteram a funcao
metabdlica e nutricional da microbiota comensal, conferindo efeitos benéficos a satde do
hospedeiro (Khalesi et al., 2018; Hill, 2014).

Evidéncias pré-clinicas sugerem que a administracdo de probidticos pode exercer efeito

anti-inflamatorio, modulando o sistema imunologico e diminuindo a disfung@o autondmica e a PA
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(De Luna Freire et al., 2021; De Luna Freire et al., 2023; Robles-Vera et al., 2020). A anélise da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) € um método para avaliar a regulagdo autondémica do
coracdo, e a disfuncdo autonémica esta associada a alteragcdes na funcéo e estrutura de 6rgaos-alvo,
como coracgdo, cérebro, rins e vasos sanguineos, resultando em aumento do risco cardiovascular
(Yugar et al., 2023). Uma maior atividade do sistema nervoso parassimpatico tem sido associada
a reducdo da produgdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-alfa e IL-6, e menores
concentracgdes circulantes de proteina C reativa e IL-6 (Tell et al., 2021).

Anteriormente, demonstramos que a suplementacao de 4 bilhdes de Unidades formadoras
de colénia (UFC) de um coquetel composto por diferentes probi6ticos, por 8 semanas, melhorou a
funcdo autonémica cardiaca em mulheres com HAS (Romao da Silva et al., 2020). Pré-tratamento
com Slp, uma proteina da camada superficial de Lactobacillus acidophilus NCFM, inibiu respostas
inflamatdrias induzidas por LPS em macrofagos in vitro, incluindo a producédo de IL-1p ¢ TNF-a
(Wang et al., 2018). Reducdes significativas de citocinas inflamatérias (TNF-a e IL-6) foram
obtidas ap6s 45 dias do consumo de 80 ml/dia de leite fermentado com Bifidobacterium
lactis HNO19 (2,72 x 10'° UFC/dia) por pacientes com sindrome metabdlica (Bernini et al., 2016).

Semelhantemente, a administracdo de Bifidobacterium lactis HN019 (1,5 x 108 UFC/dia) e
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 (7,5 x 10" UFC/dia), em uma preparagdo simbiética, reduziu
IFN-y e regulou positivamente IL-10 em adultos saudaveis (Li et al., 2023). Tratamentos
envolvendo formulag¢des combinadas de probidticos e com duragdo superior a 8 semanas parecem
ser mais promissores no manejo da inflamacdo (Liang et al., 2020). Todavia, os efeitos da
suplementacéo de probidticos sobre os biomarcadores inflamatorios em individuos com HAS ainda
ndo foram elucidados.

Esta andlise secundaria de um ensaio clinico randomizado teve como objetivo geral avaliar
o efeito da suplementacdo de probioticos sobre marcadores inflamatérios em mulheres com HAS
e analisar se ha correlacdo entre citocinas inflamatdrias e variaveis de funcdo autonémica cardiaca.
Como objetivos especificos, visa investigar os efeitos da administragdo de um probidtico com
multicepas de Lactobacillus acidophilus NCFM, Bifidobacterium lactis HNO19, Lactobacillus
rhamnosus HNOO1 e Lactobacillus para casei LPC-37, sobre as concentrag¢des séricas de citocinas
pro e anti-inflamatérias em mulheres adultas com HAS e avaliar posteriormente a associagao

dessas com parametros de VFC.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A HAS é a principal causa evitavel de doenga cardiovascular. Suas complicagdes
compreendem o desenvolvimento de doenca renal, insuficiéncia cardiaca, lesdo arterial
coronariana e derrame vascular, acarretando altos indices de morbimortalidade. A HAS é um
distarbio complexo, poligénico e multicausal, resultante da instabilidade de variados sistemas
organicos e influenciado por fatores genéticos, demogréficos e dietéticos. No Brasil, dados
fornecidos pelo departamento de informatica do Sistema Unico de Satide (DATASUS) relativos ao
ano de 2017, revelaram o incidente de 1.312.663 &bitos totais, sendo 27,3% para doencas
cardiovasculares onde, dessas, 45% estavam associadas a HAS (Simdo et al., 2022; Da Silva et al.,
2022; Del Pinto et al., 2022).

Reconhecido como um desafio para a saide puablica (Frey; Menon; Elgendi, 2022), a
prevaléncia global de HAS abrange cerca de 30 a 45% da populac¢éo adulta, com prevaléncia global,
estratificada por idade, de 20 e 24% em mulheres e homens, respectivamente, independentemente
da variavel renda, isto é, independentemente dos indicadores socioeconémicos dos paises. A HAS
é progressivamente mais incidente em faixas etarias mais elevadas, com prevaléncia > 60% em
pessoas > 60 anos (Bryan et al., 2018). As raz0es envolvidas nesse aumento compreendem o
envelhecimento populacional e uma maior exposicdo a outros fatores de risco (Da Silva et al.,
2022).

Clinicamente, a HAS pode ser classificada em dois grandes grupos: HAS priméria e HAS
secundaria. A HAS primaria (ou essencial) abrange entre 85 e 95% dos casos e ndo apresenta
etiologia definida. Em oposicdo, a HAS secundaria é fruto de condicdes subjacentes detectaveis,
incluindo mutacgdes genéticas, adenoma adrenal e estenose da artéria renal (Harrison; Coffman;
Wilcox, 2021). Em relagéo a gravidade, a HAS pode ser classificada em 4 tipos: grau 1, grau 2,
grau 3 e HAS isolada, com niveis correspondentes de PAS e PAD de 140-159 e/ou 90-99, de 160-
179 e/ou 100-109, >180 e/ou >110 e >140 e <90, respectivamente (Da Silva et al., 2022) (Quadro
1).

Tabela 1: Classificacdo da pressdo arterial em individuos a partir de 18 anos de idade

Classificacao PAS (mmHQ) PAD (mmHg)
PA 6tima <120 E <80
PA normal 120-129 e/ou 80-84
Pré-hipertensao 130-139 elou 85-89
Grau 1 140-159 e/ou 90-99
Grau 2 160-179 e/ou 100-109
Grau 3 > 180 e/ou >110
HAS isolada > 140 E <90

Fonte: adaptado de Barroso et al., (2021).
Abreviacdes: PA, pressao arterial; PAS, pressdo arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastolica; HAS, hipertensao
arterial sistémica.

Os mecanismos complexos que comp6em a fisiopatologia da HAS foram propostos em
1949, por Irvine Page, um pesquisador pioneiro dessa temaética, pela chamada teoria do mosaico,

representada em um diagrama octogonal, que engloba os componentes multifatoriais da HAS
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(figura 1 A.). Posteriormente, foi sugerido um diagrama atualizado, que inclui fatores adicionais,
dentro de um processo interativo, envolvendo, dentre outros agentes, o microbioma e a imunidade
inata e adaptativa (figura 1 B) (Da Silva et al., 2022; Harrison; Coffman; Wilcox, 2021).

Figura 1: Teoria do Mosaico original (A) e atualizada (B).
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Adaptado de Harrison; Coffman e Wilcox (2021).

Classicamente, o tratamento da HAS envolve o uso de medicamentos anti-hipertensivos
que, adjunto ou ndo a outros esquemas terapéuticos, como mudancas de estilo de vida, pode reduzir
eficazmente a morbimortalidade (Da Silva et al., 2022). Pacientes com HAS resistente, no entanto,
costumam apresentar prevaléncia aumentada de lesdo de 6rgdos (p. ex. acometimento retiniano
avancado, hipertrofia ventricular, elevacdo da excrecdo de albumina urinaria, espessamento medio-
intimal da car6tida e placas na car6tida), quando comparados com pacientes com HAS controlada.
Um controle deficiente da PA foi observado em uma populacdo de pacientes com HAS tratados.
Surpreendentemente, apenas 1 em cada 3 individuos mantinham a PA em niveis <140/90 mmHg
(Hering; Trzebski; Narkiewicz, 2017).

Um enfoque protetor cardiovascular é o objetivo basilar do tratamento anti-hipertensivo. A
atenuacdo da PA constitui-se a primeira meta, objetivando a reducdo de repercussdes
cardiovasculares e mortalidade associados a HAS. A maior parte dos individuos com HAS
necessitam de farmacos em acréscimo as modificacdes do estilo de vida. Sdo cinco as classes
elementares de farmacos anti-hipertensivos: inibidores da enzima conversora de angiotensina,
diuréticos, blogueadores dos receptores da angiotensina Il, bloqueadores dos canais de célcio, e
betabloqueadores. A terapéutica pode incluir 1 farmaco (monoterapia), ou uma combinacdo desses
(terapia combinada), como tética preferencial para a maioria dos pacientes com HAS (SBC, 2020;
Al-Makki, 2021).

Entretanto, algumas drogas anti-hipertensivas ndo podem ser utilizadas como terapia para
alguns pacientes em funcao da ocorréncia de efeitos colaterais (Quadro 2) ou devido a aspectos de
custo-efetividade. Os tratamentos ndo medicamentosos para HAS integram o padrdo alimentar
(dieta DASH, mediterranea e semelhantes), perda de peso, restri¢do de sal, cessacdo do tabagismo,
restricdo de alcool, pratica de exercicios fisicos e controle do estresse, apesar desses metodos serem
dificultosos de se lograr e conservar. Recentemente, também tém sido exploradas algumas
modalidades de terapia complementares ndo convencionais, envolvendo a musicoterapia, a

espiritualidade e a respiracéo lenta guiada (SBC, 2020; Yu et al., 2021).
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A vista do exposto, um quantitativo significativo de pacientes com HAS se beneficiaria de
tratamentos mais eficazes e individualizados (SBC, 2020). Na populagdo com HAS resistente, 0
controle efetivo da PA é uma problematica. Também, medicamentos anti-hipertensivos podem
causar efeitos adversos. Assim, considerando as altas taxas de falha no controle pressorico, as
possiveis reacdes adversas a terapia medicamentosa e a gravidade da doenca e de suas
comorbidades, considera-se de grande importancia a obtencéo de esfor¢os em direcdo a descoberta

de novas alternativas terapéuticas adjuvantes (Aldred, 2022).

Tabela 2: Efeitos colaterais de alguns medicamentos anti-hipertensivos comuns.

Anti-hipertensivos Efeitos colaterais
Inibidores de enzima conversora de Tosse, edema angioneurdtico, disfuncéo
angiotensina gastrointestinal, disfuncdo hepatica.
Diurético Disturbio eletrolitico, elevacao de colesterol,

glicerideos e &cido urico sanguineos,
inducéo de diabetes mellitus.

Bloqueador de receptor 3 Metabolismo lipidico anormal,
mascaramento de sintomas de hipoglicemia,
inducdo de asma bronquica, inducgéo de
depressdo e piora da insuficiéncia cardiaca.

Blogueador de ions de célcio Reacdo alérgica, dor de cabeca, erupcéo
cuténea, edema, taquicardia.

Inibidor do receptor de Angiotensina Il Tonturas, hipercalemia, hipotenséo,
disfuncdo gastrointestinal e disfuncéo renal

Fonte: Chi et al., 2023.
AbreviacBes: ECA, enzima conversora de angiotensina.

2.2 MICROBIOTA, EUBIOSE E DISBIOSE INTESTINAL

O termo "microbioma™ diz respeito a imensidade de microrganismos que habitam em e
dentro de um individuo (Aldred, 2022). Uma comunidade de microrganismos vivos (isto é,
bactérias, virus, fungos, leveduras e parasitas) no intestino humano é conhecida como Ml, e
corresponde a um quantitativo superior a 500 espécies bacterianas vivendo no sistema
gastrointestinal humano. Majoritariamente, os filos Bacteroidetes e Firmicutes sdo responsaveis
por aproximadamente 90% da populacdo microbiana em condicdes de eubiose (Mahdavi-Roshan
etal., 2022).

Ao menos trés "recintos" podem ser considerados na dindmica de colonizagdo da MI: luz
intestinal, superficie epitelial e camada de muco. As bactérias anaerdbias, género predominante,
habitam na mucosa intestinal. A formacao e a manutencao da M1 se da por um processo complexo
que pode ser afetado por varios fatores, como: presenca de determinados genes e receptores,
microbiota materna, via de parto, ambiente, idade, uso de antibioticos, utilizacdo de prebidticos e
probioticos, interagcdes microbio-microbio e interagcdes micrébio-hospedeiro (Barbosa et al., 2010).

A Ml pode interagir com moléculas advindas da alimentacéo, metabolizando-as para derivados
que podem ser absorvidos pelo hospedeiro (Aldred, 2022) e com capacidade bioativa (p.ex.,
vitaminas, acidos graxos de cadeia curta [AGCC], derivados de indol), que desempenham inimeras
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atividades, exercendo um papel crucial em diferentes aspectos fisioldgicos, tais como na nutrigéo,
no metabolismo e na funcdo imune (Cicero et al., 2021; Xiao; Harrison, 2020; Li; Liang; Qiao,
2022).

Por outro lado, um cenario de desequilibrio, caracterizado por uma relacdo microbiana
parasitaria (ou ndo comensal), gera efeitos nocivos a satde do hospedeiro a partir do envolvimento
de vias de inflamacdo e de estresse oxidativo. A DI, definigdo clinica dada a esse desequilibrio
microbiano, ocorre quando hd modificagdes qualitativas e quantitativas nos microrganismos
intestinais, alteracdes em sua distribuicdo local e/ou em suas atividades metabdlicas (Yoo et al.,
2020).

A DI favorece o crescimento demasiado de patdgenos intestinais, desestabilizando a mucosa e
suscitando uma potente cascata inflamatdria. Determinados metabdlitos podem comprometer a
integridade da parede intestinal, permitindo a translocagédo de bactérias e de seus metabolitos para
tecidos extra-intestinais (Bhatia et al., 2022). Avancos recentes em tecnologias computacionais e
métodos de sequenciamento genético (sequenciamento de Ultima geracdo) vem aperfeicoando os
estudos e a analise da estrutura e funcdo do ecossistema microbiano (Matijasic et al., 2020). Um
marcador comum descrito para a DI é a difusdo da familia Enterobacteriaceae anaerdbica
facultativa, e a homeostase intestinal € designada pela proeminéncia de membros anaerébios de
Bifidobacteriaceae e Firmicutes (Yoo et al., 2020).

Uma importante inter-relagdo entre a DI e o sistema imune no desenvolvimento de diversas
doencas tém sido demonstrado. A DI incita a desregulacdo imunoldgica que, a posteriori, eleva o
risco do desenvolvimento de doencas, incluindo a HAS, obesidade, diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares, doencas autoimunes, doencas infecciosas e doenca inflamatoria intestinal.
Compreender o papel da DI humana como um denominador comum entre varias desordens clinicas

é tido atualmente como um importante enfoque de pesquisa (Yoo et al., 2020; Guo et al., 2021).

2.3 DISBIOSE INTESTINAL E HIPERTENSAO ARTERIAL

Evidéncias emergentes defendem que perfis bacterianos intestinais podem se tornar preditores
de doencas, e que a modulacdo da MI pode ser uma estratégia promissora na prevencao e no
tratamento de doencas cardiovasculares e metabdlicas (Cicero et al., 2021). O papel exercido pela
MI no sistema imune e na progressao das doencas cardiometabodlicas tem sido demonstrado em
ensaios com camundongos germ-free. A auséncia da MI pode conduzir ao desenvolvimento
inadequado de tecidos linféides associados ao intestino (do inglés, GALTS) e a anormalidades
imunologicas centrais e sistémicas (Sun et al., 2022).

Animais germ-free sdo acompanhados por uma reducéo significativa na abundancia de células
B e células TH17, desequilibrio das atividades TH1 e TH2 e acdo prejudicada das células Treg
(Sun et al., 2022). A colonizagdo com microrganismos oriundos da MI de roedores ou humanos
acometidos por disturbios cardiometabolicos conduziu ao desenvolvimento de complicacdes
metabolicas em camundongos receptores, que incluiu ganho ponderal, HAS e resposta glicémica
disforme (Ratiner et al., 2022).

Mecanismos diversos podem elucidar a relagédo existente entre a Ml e a HAS. A translocagdo

crénica de componentes da microbiota patogénica, em especial LPS, para a circulagéo sisttmica
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conduzem a endotoxemia metabdlica que, mesmo quando subclinica, associa-se a prejuizos
cardiovasculares (Mahmoodpoor et al., 2017). A elevacao do tdnus simpético no intestino na HAS
pode desencadear disbiose microbiana, aumento da permeabilidade intestinal e elevacdo das
reacOes inflamatorias, modificando uma variedade de bactérias intestinais sintetizadoras de AGCC
e as concentragdes plasmaticas de LPS. Em conjunto, esse quadro metabolico estimula a atividade
simpatica atraves da interagdo microbiota-microglia (Figura 2). O desfecho produzido é um

aumento da inflamacéo central e periférica (Dai et al., 2023).

Figura 2. llustracdo da acdo do LPS nas regifes cardiorreguladoras do Sistema Nervoso Central. Linhas continuas

indicam promocé&o e linhas descontinuas indicam inibic&o.
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Fonte: adaptado (Leow-Dyke et al., 2012; Haspula; Clark, 2018; Sun et al., 2022; Richards et al., 2022).
Abreviacbes: LPS, lipopolissacarideos; M1, micréglia classica; AGCC, acidos graxos de cadeia curta; ERO, espécies
reativas de oxigénio; IL-1p, interleucina- B; IL-6, interleucina-6; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa.

O LPS ativa o receptor toll-like 4 (TLR4), principiando uma cascata de vias de sinalizacéo
inter-relacionadas, abrangendo: 1) Proteina Quinase Ativada por Mitdgeno (MAPK) e fator nuclear
kappa B (NF-kB), vias que conduzem a inflamagdo vascular e 2) Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase/Espécie reativa oxigenativa (ROS)/Caminho de éxido
nitrico endotelial (eNOS), que conduz a disfuncdo endotelial (Grylls, Seidler, Neil; 2021) (Figura
3).

Os LPS’s correspondem a classe de padrdo molecular associado ao patdégeno (do inglés
Pathogen-associated molecular pattern ou PAMPs) mais bem estudada (Grylls; Seidler; Neil,
2021). S&o glicoproteinas procedentes da membrana da parede celular externa de bactérias gram-
negativas, compostas por por¢des hidrofilicas e hidrofobicas, capazes de suscitar respostas pro-
inflamatdrias no organismo hospedeiro (Bhatia et al., 2022).

A administracdo venosa de LPS em ratos elevou a atividade de nervos esplénicos
simpaticos para suscitar uma potente resposta inflamatoria sistémica (Carnagarin et al., 2018). Vale
destacar que a resposta inflamatdria induzida por LPS, proveniente de diferentes bactérias, varia

de acordo com alguns fatores, como a dieta, composi¢cdo da MI, permeabilidade intestinal e
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inflamacdo preexistente. Um exemplo € a diferenca entre o LPS da Escherichia Coli,
demasiadamente toxico, e do Bacteroides, que € inofensivo (Candelli et al., 2021).

As evidéncias do papel coadjuvante da inflamacdo na patogénese da HAS tém sido descritas
h& um pouco mais de meio século. Inicialmente, foi observado a presenca de células imunes no
endotélio vascular e nos rins de humanos com HAS. Marcadores bioldgicos de inflamagéo, como
a proteina C-reativa de alta sensibilidade, elementos da via complementar e outras diversas
citocinas sdo aumentadas em humanos com HAS, e as quimiocinas e seus receptores exibem papéis
relevantes no trafico de leucdcitos na inflamacao (Xiao; Harrison, 2020). Foi constatado que a
auséncia de M1l em camundongos desempenha efeito protetor sobre a disfuncéo vascular e HAS
induzida por angiotensina 11, ao menos em parte, pela inibi¢cdo da aglomeracédo vascular de células
inflamatdrias (Robles-Vera, Toral, Duarte; 2020).

Figura 3. Diagrama de mecanismo proposto. Linhas continuas indicam promogdo e linhas descontinuas indicam

inibicdo.
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Fonte: adaptado (Grylls; Seidler; Neil, 2021).
Abreviacdes: LPS, lipopolissacarideos; TLR4, receptor toll-like; NADPH, Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida
adenina; ERO, espécies reativas de oxigénio; eNOS, Oxido Nitrico Sintase Endotelial; NO, oxido nitrico; MAPK,
Proteina Quinase Ativada por Mitdgeno; NF-Kb, fator nuclear kappa B; IL-6, interleucina-6; ICAM-1, molécula de
adesao intercelular 1; VCAM-1, molécula de adesao celular vascular 1.

Um meta-analise revelou que a PA e a inflamacdo foram significativamente atenuadas atraves
de suplementagdo probiodtica em individuos com diabetes mellitus do tipo 2, especialmente
naqueles com idade < 55 anos, indice de massa corporal (IMC) basal <30 kg/m? e que receberam
intervencdo com multicepas probioticas em periodo de tratamento superior a 8 semanas (Liang et
al., 2020). Ap6s intervencdo com simbidtico contendo um total de 6x10° UFC de Lactobacillus
plantarum PBS067, Lactobacillus acidophilus PBS066, Lactobacillus reuteri PBS072,
frutooligossacarideos e inulina, durante 8 semanas, as concentragdes séricas de PCRus e TNF-alfa

em idosos com sindrome metabdlica reduziram-se significantemente (Cicero et al., 2021).
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Em outro estudo, foi observado reducdo das concentragdes circulantes das citocinas pro-
inflamatorias IL-8 e IL-12 com a administracdo durante 6 semanas de uma bebida adicionada de
20 bilhdes de UFC de Lactobacillus plantarum 299v, em uma amostra de homens com doenca
arterial coronariana (Malik et al., 2018). Um fenotipo inflamatério foi encontrado em uma
populagéo de brasileiros com HAS, onde uma relacdo TNF-o/IFN-y estava aumentada, em
comparagao com o grupo controle normotenso. Além disso, mais de 50% dos individuos com HAS
foram considerados como “altos produtores das citocinas” para IL-6 e TNF-a. No grupo com HAS,
a diversidade alfa da MI estava diminuida, enquanto a relacdo Firmicutes-Bacteroidetes estava
aumentada (Silveira-Nunes et al., 2020).

As citocinas sdo pequenas proteinas de sinalizacdo celular secretadas por variados tipos
celulares. Essas exercem funcdes cruciais na regulacdo do sistema imune inato e adaptativo e no
processo de inflamacdo. As citocinas agem nas células que as secretam (autocrinas) ou em células
adjacentes (paracrinas), interagindo com receptores alvos na superficie celular e ativando cascatas
de sinalizacdo intracelulares que abrangem eventos de fosforilagéo e transcricdo génica. Podem ser
agrupadas didaticamente em relacdo as suas principais acfes como pro ou anti-inflamatdrias. Em
funcdo do seu papel na regulacao das respostas imunoinflamatdrias, as citocinas sdo consideradas
como potenciais alvos terapéuticos (Daroff; Aminoff et al., 2014, Vitorino et al., 2023).

Em ratos hipertensos, a abundancia relativa do género Bifidobacterium foi significantemente
associada com TNF-a, IL-6, IL-8 e Angiotensina Il. Além disso, analise do mapa de calor de
correlagdo demonstrou que a espécie Bifidobacterium animalis subsp. teve associacgdo significativa
com TNF-a, IL-6, IL-8 e Angiotensina Il. Também, Mycoplasma_sualvi apresentou associa¢cdo
com IL-8 e Brachybacterium paraconglomeratum com Ang Il (Zheng et al., 2023). Em um estudo,
adultos acometidos com sindrome metabdlica apresentaram maior propor¢do do filo
Verrucomicrobia ap6s suplementacdo de Lactobacillus reuteri v3401 (5 x 10 ° UFC/dia). Contudo,
ndo foi encontrado correlagdo significativa entre as propor¢des delta desse filo com os
biomarcadores inflamatérios investigados (Tenorio-Jiménez et al., 2019).

A HAS esta também estreitamente relacionada com modificacBes no endotélio vascular.
Pacientes com HAS manifestam comprometimento da vasodilatacdo associada ao endotélio, com
prejuizo das fungdes normais. Essas alteracbes mitigam a sensibilidade do tecido endotelial a
estimulos autdcrinos e paracrinos conduzindo, a principio, a uma resposta adaptativa que, com o
tempo, predispde a um aumento no risco ou na instalagdo da doenca. Assim, o olhar em prol do
manejo da disfuncdo endotelial é essencial na terapéutica de individuos com HAS (Maiuonolo et
al., 2022).

A disfuncdo endotelial ocorre em decorréncia ao aumento da agregacdo plaquetaria, a
formacé&o de citocinas e a adesao de leucocitos a camada subendotelial. Tal adeséo é mediada pela
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1)
(Haghighat et al., 2019), que podem ser avaliadas também pela presenca de um fenotipo
inflamatorio endotelial e sistémico (Malik et al., 2018). Presentes naturalmente nas células do
endotélio vascular, essas moléculas possuem sua expressao aumentada por citocinas inflamatorias,
que induzem a agregacdo de leucdcitos nos vasos sanguineos que, por sua vez, estdo envolvidos

no processo de formac&o de placas aterosclerdticas (Lawson; Wolf, 2009; Carr, 2021).
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Outro mecanismo relativo a interagdo entre a Ml e a HAS é o maior potencial de propensdo
ao desenvolvimento de HAS pelo impacto de modificacGes na composicéo da MI advindos de uma
ingestdo aumentada de sal dietético, o qual tem sido associado ao acumulo de células TH17 pro-
inflamatdrias. Além do sddio, outros constituintes dietéticos sdo descritos com potencial para
repercutir na PA, em parte por meio de efeitos no microbioma, como os padrdes dietéticos ricos
em legumes, frutas e fibras (Harrison; Coffman; Wilcox, 2021).

A fibra dietética possui a capacidade de induzir um aumento na massa bacteriana intestinal
responsavel pela sintese de AGCC através da fermentacdo. Foi observado que os AGCC, da
circulacdo sanguinea, sdo oriundos quase que puramente de origem microbiana, demonstrando a
importancia de uma adequada producdo desses via bactérias simbidticas intestinais (Harrison;
Coffman; Wilcox, 2021). A DI relacionada a HAS é caracterizada também por uma reducdo na
microbiota produtora de butirato e acetato e um aumento nas bactérias que sintetizam lactato. A
elevacdo da producdo bacteriana de AGCC tem sido correlacionada a um quantitativo menor de
celulas imunes CD4+ circulantes e seus efeitos anti-hipertensivos foram inerentes a Treg (Robles
Vera et al., 2020).

2.4 ADMINISTRACAO DE PROBIOTICOS NA HIPERTENSAO ARTERIAL

Os estudos em modelos animais e humanos que avaliaram a suplementacdo de probioticos
na HAS investigaram sua acdo em diferentes desfechos, como nos niveis de PA (Gomez-Guzman
et al., 2015), na composicao corporal (Sharafedtinov et al., 2013), na glicemia e no perfil lipidico
(Romdo da Silva et al., 2020) e na atividade simpatica (Silva-Cutini et al., 2019). Entretanto, em
relacdo a analise especifica da inflamacdo na HAS, apenas estudos in vivo em animais foram
realizados (Lin et al., 2012; Total et al., 2018; de Almeida Silva et al., 2020; Robles-Vera et al.,
2020; Yuan et al., 2022). Além disso, observa-se que alguns estudos publicados na literatura sobre
o tema ndo identificaram e/ou relataram a cepa empregada, dificultando ainda mais a andlise dos
efeitos e da eficacia da administracdo de probidticos nessa populagdo (Lin et al., 2012; de Almeida
Silva et al., 2020).

Dentre os ensaios que avaliaram a inflamacdo em animais com HAS submetidos a
suplementacdo com probidticos, Robles-Vera et al., (2020) encontraram melhora na relacdo
Th17/Treg e no vasorelaxamento da veia aorta toracica de ratos apos suplementagdo com 10° UFC
de Bifidobacterium breve CECT7263, diariamente durante cinco semanas, além de efeito inibidor
no aumento da PAS, melhora da morfologia do célon, elevacdo da massa bacteriana produtora de
acetato e normalizacdo da endotoxemia por trimetilamina. Em outra pesquisa, a administracao de
Lactobacillus fermentum CECT5716 (10° UFC/dia) demonstrou prevenir a DI, a inflamago e o
estado oxidativo vascular, reduzir a razdo Thl7/Treg e melhorar brandamente a disfuncéo
endotelial ap6s tratamento de 4 semanas em ratos induzidos a HAS (Robles-Vera et al., 2018).

Uma amplificacdo do olhar cientifico ao estudo do endotélio da-se pelo fato que alteragdes
celulares endoteliais, que conduz a disfungéo endotelial, encontram-se estreitamente relacionadas
a acentuacdo do risco de doengas cardiovasculares. As modificagfes associadas & desordem
funcional endotelial sdo agentes do remodelamento vascular e incitacdo de eventos inflamatorios e

tromboticos, que se constituem indicios clinicos precoces do desenvolvimento de aterosclerose,
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condicdo clinica atrelada a fisiopatologia das doencas cardiovasculares na HAS, inferindo-se,
assim, a importancia do desenvolvimento de terapéuticas cardioprotetoras nesta populagdo de
pacientes (Szulinska et al., 2018; Bondjers et al., 1991).

Nesse sentido, Klippel et al., (2016) avaliaram os efeitos da administracdo de leite integral
fermentado com grdos de kefir contendo bactérias benéficas (como Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus delbrueckii, Acetobacter aceti, etc) e leveduras, com uma contagem microbiana total
de 7,5 x 10" UFC/mL, durante 60 dias, em ratos com HAS. Foi observado melhora estrutural
endotelial e da disfuncdo do endotélio via analise da resposta de vasorelaxamento da fragédo adrtica
torécica e do equilibrio adquirido entre espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico. Em
consonancia, Gomez-Gluzman et al., (2015) observaram efeitos cardioprotetores por meio de
mecanismos anti-inflamatorios e antioxidantes, além de reducdo da PAS, em roedores com HAS
suplementados por 5 semanas com Lactobacillus fermentum ou L. coryniformis associado ao L.
gasseri (3.3 x 10'° UFC/dia).

Em pacientes com sindrome metabdlica, o consumo de kefir por 12 semanas diminuiu as
concentragOes séricas de homocisteina e de IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a em comparagao ao valor
de base, mas ndo com o grupo controle. A complexa regulacdo das citocinas e a estimulacdo da
sintese de IL-10 com TNF-a poderia explicar a redugdo também da IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria (Bellikci-Koyu et al., 2022). Uma pesquisa encontrou evidéncias de efeito anti-
inflamatorio central em nucleos cardioreguladores, com reducao da densidade das citocinas TNF-
a e IL-6 nestes sitios, reducdo do aumento da PA, reversdo parcial de alteracdes fisiopatologicas
de integridade de barreira intestinal e normalizacdo das concentracbes séricas de LPS apds
tratamento com leite fermentado com gréos de kefir durante 8 semanas em ratos espontaneamente
hipertensos (de Almeida Silva et al., 2020).

O comprometimento de barreira intestinal € uma condicdo observada em pacientes com
HAS, que pode conduzir a exposicdo sistémica a patdgenos, antigenos e endotoxinas luminais,
desencadeando um quadro de inflamacdo crénica. Essa inflamagdo é acompanhada por
concentragfes aumentadas de citocinas imuno-inflamatorias, abarcando variados tipos celulares e
fatores secretados em complexos processos fisioldgicos e patoldgicos, comportando-se como fator
de risco e complicador da hipertensdo e de danos a 6rgaos-alvo (Wu et al., 2019; Zheng et al.,
2023). Os LPSs sdo exemplos dessas endotoxinas microbianas, advindas da parede celular de
bactérias, que podem incitar receptores sistémicos semelhantes a toll, levando a inflamacdo crénica
de baixo grau e agravando a HAS (Robles-Vera et al., 2020).

Ainda com estudos realizados em modelo animal, Chen et al., (2014) encontraram
reducdes significativas na PA de roedores com HAS, mas ndo em normotensos, apos a ingestao
durante 7 semanas de leite fermentado com uma cepa de L. helveticus (IMAU60208). Os possiveis
mecanismos apontados pelos autores para esse efeito foi a inibicdo da enzima conversora de
angiotensina, observada previamente in-vitro, e a presenca de peptideos bioativos anti-
hipertensivos, nomeadamente isoleucina-prolina-prolina e valina-prolina-prolina.

Em outro ensaio, a administracéo de leite fermentado com kefir (180 ml/dia) normalizou a
frequéncia cardiaca, reduziu a PA, melhorou a hipertrofia cardiaca (relagdo de peso do ventriculo
esquerdo/peso corpdreo), funcdo cardiaca (reducdo da PA sistdlica do ventriculo esquerdo),

contratilidade cardiaca (reducgéo de proteinas contrateis) e da atividade simpatica via reducdo de
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estimulo de areas cardiorreguladoras do sistema nervoso central (Silva-Cutini et al., 2019). A
reducdo da PA, da dislipidemia e da atividade simpética (avaliacdo da variabilidade cardiaca) foi
observada com a suplementacio de L. fermentum 296 (10° UFC/mL), durante 4 semanas, em ratos
machos expostos a dieta hiperlipidica (Cavalcante et al., 2019).

O sistema nervoso simpatico assume importante funcdo no controle da PA, e uma elevacao
na atuacdo desse sistema tem sido envolvida como precursora primaria do desenvolvimento da
HAS (Delalio; Sved; Stocker, 2020). Um aumento na atividade nervosa simpatica para o intestino
pode levar a prejuizos na permeabilidade por alteracdo de proteinas de juncao intestinal. Robles-
vera et al., (2021) observaram uma regulacdo negativa na expressao génica de ocludina, zonula
ocludina e mucina no célon de ratos hipertensos, quando comparado a ratos saudaveis. Havia
também um aumento significativo na endotoxemia plasmatica e do RNA mensageiro de IL-6, TNF-
a e tiroxina hidroxilase em ratos hipertensos versus ratos saudaveis. A tirosina hidroxilase € uma
enzima essencial na geracdo de noradrenalina, e sua maior expresséo col6nica sugere aumento do
tdnus simpatico para o intestino.

Também objetivando avaliar desfechos cardiovasculares, um estudo administrou iogurte
fermentado com cepas de L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. lactis e L. gasseri, sabidamente rico
em y-aminobutirico, durante 8 semanas, em ratos com HAS. Foi observado inibi¢do da hipertrofia
cardiaca associado a reducdo dos niveis de fatores hipertroficos, quando comparado ao grupo
controle normotenso. A hipertrofia cardiaca é uma condicdo comum em pacientes com HAS e é
considerada um fator de risco importante para eventos cardiacos (Lin et al., 2012).

Um ensaio que aplicou intervencdo com iogurte probidtico, contendo Streptococcus
termophiles (6.1x10® UFC/mI) e Lactobacillus bulgaricus (4,8 x 108 UFC/ml), durante 7 semanas,
encontrou atenuacgdo no aumento da PA, da fibrose e da frequéncia cardiaca em ratos com HAS. A
intervencdo também normalizou a DI, danos a estrutura colénica e elevou a massa bacteriana
produtora de AGCC, como Roseburie e Streptococcus (Kong et al., 2021).

Similarmente, um estudo descritivo em humanos com HAS mostrou que bactérias
produtoras de AGCC, como Faecalibacterium prausnitzii e Roseburia estavam menos abundantes
nesta populacdo, enquanto que taxons patogénicos oportunistas, como Klebsiella e
Parabacteroides merdae estavam mais amplamente distribuidos (Takagi et al., 2020).

A literatura disponivel de estudos in vivo, abordando os efeitos da administracdo de
probioticos especificamente em humanos com HAS ¢é, até o0 momento, bastante limitada. Quando
comparado com o grupo controle, uma reducao significativa no IMC, mas ndo na PA, foi observada
apos intervengdo composta por dieta hipocalorica associada a 50 g de queijo probidtico com L.
plantarum. O grupo controle foi submetido a dieta hipocal6rica associada a queijo padrdo. Nesse
estudo, também ndo houve diferengas na massa adiposa e muscular (Sharafedtinov et al., 2013).
Por outro lado, uma reducdo na PA, mas ndo na antropometria, com a administracdo de leite
fermentado contendo S. cerevisiae e L. helveticus (2.5 x 10° e 7.0 x 10'Y/L, respectivamente), foi
observada em uma amostra de idosos com HAS (Hata et al., 1996).

Em um estudo de coorte com seguimento de 5 anos, também realizado com idosos, foi visto
que um consumo igual ou superior a 3 por¢des de produtos lacteos fermentados por semana atuou
como um fator de protegédo para o desenvolvimento de HAS, quando comparado a um consumo

inferior a 3 porcbes (6,1 vs 14,2%, P <0,05) (Aoyagi et al., 2017). Por fim, uma melhora
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significativa em marcadores de glicemia, dislipidemia e de regulacdo autondmica foi obtida apos
suplementacdo por 8 semanas com coquetel probidtico composto por L. para casei LPC-37, L.
rhamnosus HNOO1, L. acidophilus NCFM e B. Lactis HN019 (10° UFC/cepa) em mulheres adultas
com HAS. Todavia, ndo houve diferenca significativa na reducdo da PA (Romao da Silva et al.,
2020).

Ao explorar a literatura publicada até o presente momento acerca da intervengdo com
probidticos na HAS, observa-se que existem limitacGes relativas a elevada heterogeneidade entre
os estudos, fruto de diferencas a nivel metodoldgico, de tamanhos amostrais, dos probidticos
utilizados e do periodo de tratamento aplicado. Dentre essas limitacOes, pode-se destacar a
dessemelhanca entre os tipos de probiodticos empregados nos estudos (Chi et al., 2020). Uma vez
que é reconhecido que os modos de acao e eficacia sdo singulares a cada tipo de cepa probiotica,
as evidéncias cientificas sobre o tema devem ser julgadas para cada tipo de probidtico,
individualmente (Mcfarland, 2014).

Considerando o exposto, infere-se a necessidade da realizacdo de mais ensaios clinicos
randomizados para ratificar ou refutar os efeitos benéficos dos probidticos sobre aspectos clinicos

em pacientes com HAS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital
Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba (HULW/UFPB), Jodo Pessoa,
Brasil (Protocolo numero 58276916.2.0000.5183). Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com os padrdes éticos da instituicdo, conduzidos de acordo com Resolucédo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude e Declaracdo Internacional de Helsinque. Depois que 0s pacientes
forneceram o consentimento informado por escrito, foram submetidos a triagem para realizagdo
dos procedimentos. O ensaio clinico foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(ReBEC) com identificacdo RBR-9mj2dt.

3.2 Local de realizagéo e recrutamento

Este ensaio utilizou para analise as amostras sanguineas coletadas em um outro estudo
realizado pelo mesmo grupo de pesquisa (Romao da Silva et al., 2020), vinculado ao Programa de
Pds-graduacdo em Ciéncias da Nutricdo (UFPB), com o objetivo de avaliar parametros
bioquimicos e associa¢Bes previamente ndo analisadas. Mulheres diagnosticadas previamente com
HAS, encaminhadas ao Ambulatoério de Cardiologia e Nutricdo do HULW, entre marc¢o de 2018 e
marc¢o de 2019, foram incluidas na triagem. Os critérios de inclusdo foram os seguintes: mulheres
adultas com diagnostico médico de HAS h& mais de 1 ano. N&o foram elegiveis: gestantes e
lactantes, distUrbios metabolicos (com excecdo de diabetes mellitus do tipo 2), tabagismo, histéria
de insuficiéncia renal/dialise, doencas cardiacas, acidente vascular cerebral, doencas autoimunes,
uso de medicamentos durante todo o periodo do estudo (com a excecdo de farmacoterapia para
hipertensdo arterial ou diabetes mellitus), ingestao de antibi6ticos dentro de um més antes do estudo
e a presenca de outras condicdes médicas que comprometeriam o cumprimento do protocolo.

Quarenta mulheres foram randomizadas e incluidas no estudo.
3.3 Desenho do estudo

Este estudo foi desenhado como um estudo triplo-cego, randomizado e controlado por
placebo. Foi utilizado as amostras sanguineas de soro de um estudo publicado previamente (Roméao
da Silva et al., 2020) para realizar novas analises bioquimicas e associagdes estatisticas.

Um total de 40 mulheres (amostragem por conveniéncia via demanda espontanea) foram
randomizadas de modo triplo-cego em 2 grupos: probiético (n=20) ou placebo (n=20). 19 mulheres
no grupo probiotico e 17 mulheres no grupo placebo completaram o estudo e foram consideradas
para andlise estatistica (Figura 3).No grupo probidtico, as participantes foram instruidas a ingerir
diariamente, durante 8 semanas, um saché de Probiatop® (lotes 70086 / 1608221 - figura 4), um
coquetel probidtico composto por Lactobacillus para casei LPC-37, Lactobacillus rhamnosus
HNO0O01, Lactobacillus acidophilus NCFM e Bifidobacterium lactis HN0O19 na dosagem de 10° UFC

de cada linhagem (1 g/dia), que foram fornecidos pela FarmaQuimica (Barra da Tijuca, Rio de
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Janeiro, Brasil). O grupo placebo recebeu saché idéntico com polidextrose (1g/d), durante 0 mesmo
periodo de intervencdo.

Todas as participantes foram orientadas a consumir o saché antes de dormir, dissolvendo
o contedo em um copo (200 mL) de 4gua em temperatura ambiente. As participantes foram
orientadas a ndo alterarem a sua rotina de atividade fisica e dictas habituais, bem como de relatarem
quaisquer efeitos colaterais, além de continuarem fazendo uso de seus medicamentos anti-
hipertensivos. A adesdo ao tratamento foi monitorada pela contagem de sachés distribuidos e, por

ventura, devolvidos, em relacdo a consulta anterior.

Figura 4: Fluxograma do desenho do estudo
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3.4 Amostras de sangue e medi¢des bioquimicas

As amostras de sangue foram coletadas com os individuos em jejum de 12 horas e sem
terem ingerido bebidas alcodlicas nas 72 horas prévias ao exame. As amostras (cegas) foram

imediatamente armazenadas em -80 °C até o momento de serem analisadas. Neste estudo, foi
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avaliado as concentragdes séricas das citocinas inflamatorias: Interleucina 2 (IL-2), Interleucina 4
(IL-4), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 10 (IL-10), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF),
Interferon gama (IFN-y) e Interleucina 17 (IL-17A). Os biomarcadores foram analisados por
citometria de fluxo (Kit BD™ cytometric bead array (CBA) human Th1/Th2/Th17 citokine kit
(Biosciences, San Jose, CA 95131), de acordo com as instrucdes do fabricante.

Figura 5: Probiético utilizado no grupo intervencao (formato comercial).
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3.5 Associacdo com dados de variabilidade da frequéncia cardiaca

Conforme realizado previamente com a amostra do presente estudo (Roméo da Silva et al.,
2020), as medicdes de ECG foram registradas durante 10 minutos. O ECG modelo 26T-LTS
(ADinstruments®, Bella Vista, NSW, Australia) foi utilizado e os registros foram feitos com a
configuracdo de 5 eletrodos através do LabChart®, software de aquisicdo de dados
(ADinstruments®, Bella Vista, NSW, Australia — Figura 6). ECG foi definido a uma taxa de
amostragem de 1 KHz, faixa de 2 milivolts usando um filtro digital de 50 Hz. Todos os dados
foram exportados e analisados as cegas por um pesquisador treinado independente usando o
software LabChart 8. As gravacdes de ECG foram processadas por software de computador
(mddulo de andlise de ECG para LabChart Pro; ADInstruments) para deteccdo automatica das
ondas R e célculo batimento a batimento do intervalo RR. Para detec¢cdo de ECG, 80 ms
(milissegundos) foi usado para determinar a largura tipica do QRS e para ondas R com pelo menos
300 ms de intervalo. A frequéncia cardiaca (FC) e as seguintes medidas de andlise de VFC foram
determinadas.

Figura 6: Modelo de ecocardiograma utilizado na avaliagdo da VFC.
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1) Pardmetros do dominio de tempo: intervalo R-R médio, desvio padrdo entre a duracdo de

intervalos RR (SDRR), a raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferencas sucessivas
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entre batimentos adjacentes normais a normais (RMSSD) e 0 nimero de pares de intervalos de
batimentos normal a normal sucessivos que diferiram em 50 ms (pRR50);

2) Parametros de dominio de frequéncia: banda de baixa frequéncia (LF) (de 0,04 a 0,15Hz) e
banda de alta frequéncia (HF) (de 0,15 a 0,40 Hz) e a relacdo LF/HF. A poténcia de 240 de cada
componente espectral foi calculada em unidades normalizadas (un);

3) Parametros ndo lineares (SD1 e SD2). Graficos de dispersdo de Poincaré foram construidos e
investigados como uma ferramenta nao linear, incluindo os eixos transversais (SD1, um indicador
de atividade parassimpatica) e os eixos longitudinais (SD2, uma funcéo de atividade simpatica e

vagal).

3.6 Analise estatistica

Os valores foram descritos como média (intervalo de confianga de 95%) para dados
paramétricos ou mediana (maximo-minimo) para dados ndo paramétricos. A normalidade dos
dados foi avaliada por meio do teste Shapiro-Wilk. As comparac@es entre 0s grupos probioticos e
placebo no inicio do estudo foram testadas usando o teste t ndo pareado para dados paramétricos e
o teste de Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. O teste t pareado, para os dados
paramétricos, ou o teste Wilcoxon, para dados ndo paramétricos, foram utilizados para analisar
diferencas entre os valores iniciais e finais. As relacdes entre citocinas e variaveis de VFC foram
analisadas pelo teste de correlacdo de Spearman. As diferencas foram consideradas significativas
quando o valor de p foi <0,05. A andlise estatistica foi realizada utilizando o Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

Os resultados e discussdes desta dissertacdo estdo descritos sob a forma de artigo cientifico,
em apéndice A. Este estudo objetivou investigar se a terapia adjuvante com probidticos € capaz de
reduzir a inflamacdo em mulheres com HAS e analisar se ha correlacdo de biomarcadores
inflamatorios com parametros de fungéo autondmica cardiaca nessa populagéo. O artigo fruto dessa
dissertacdo, intitulado “Effects of probiotic administration on inflammatory biomarkers and its
associations with cardiac autonomic function in women with arterial hypertension: A secondary
analysis of a randomized, triple-blind, placebo-controlled trial” foi submetido na revista Probiotics
and Antimicrobial Proteins, que possui fator de impacto de 5.2 e avaliagdo qualis A4, onde se
encontra nesse momento em processo de avaliagdo por pares.

Resumidamente, o presente estudo revelou que a administracdo de um mix composto por 4
cepas de bactérias probidticas (10° por cepa), nomeadamente: Lactobacillus acidophilus NCFM,
Lactobacillus para casei LPC-37, Lactobacillus rhamnosus HNOO1 e Bifidobacterium lactis
HNO019, durante 8 semanas, em mulheres adultas diagnosticadas com HAS reduziu de modo
significativo as concentracdes séricas de IFN-y e aumentou as concentracdes sericas de IL-17A,
quando comparado aos valores basais. As concentracdes séricas de IL-10 elevaram-se
significantemente ap0s a ingestéo de probidticos ou placebo, sendo esse aumento mais proeminente
no grupo probidtico versus grupo placebo (p<0.05). A administracdo de intervencdo ou placebo
reduziram os valores séricos de I1L-2 e IL-4 ap6s 8 semanas. N&o houve diferencas significativas
intragrupos ou intergrupos nas concentracdes de IL-6 e TNF-a.

Nesse trabalho também analisamos a existéncia de correlacdo entre os valores de citocinas
séricas e medidas da VFC, obtendo-se associa¢fes discretas a moderadas entre alguns dos
parametros avaliados. IL-6 apresentou correlacdo positiva com SD2/SD1 (razdo entre 0s €ixos
longitudinais e eixos transversais) e correlacdo negativa com RMSSD (Raiz quadrada da média da
soma dos quadrados das diferencas sucessivas entre batimentos adjacentes normais a normais) e
SD1. Uma associacdo linear foi encontrada entre IFN-y com FC (frequéncia cardiaca), LF (low
frequence) em un (unidades normalizadas), LF/HF (razdo entre a banda de baixa frequéncia e de
alta frequéncia) e SD2/SD1, e uma correlacdo inversa com HF (un). Contrariamente, I1L-10
expressou uma correlacdo positiva com HF (un) e negativa com FC, LF (un), LF/HF e SD2/SD1.
Ainda, IL-4 mostrou uma correlacdo negativa com SDRR (desvio padréo entre a duracdo de
intervalos RR), RMSSD, pRR50 (nimero de pares de intervalos de batimento normal a normal
sucessivos que diferiram em 50 ms), SD1 e SD2.

Pode-se concluir que a suplementacdo de um mix de coquetel probioticos em mulheres com
HAS pode reduzir biomarcadores circulantes pro-inflamatérios de inflamacéo sistémica e aumentar
biomarcadores anti-inflamatorios. Além disso, foi observado uma correlacdo linear entre
inflamacdo e funcdo autondémica na amostra total de mulheres diagnosticadas com HAS. Assim,
essa terapia adjuvante pode ser benéfica na prevencéo de complicagdes da HAS que envolvem o

componente inflamacéo.
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APENDICE
APENDICE A - DISSERTACAO EM MODELO DE ARTIGO CIENTIFICO

Manuscrito submetido na revista Probiotics and Antimicrobial Proteins (FI: 5.2, Qualis: A4)

Effects of probiotic administration on inflammatory biomarkers and its associations with
cardiac autonomic function in women with arterial hypertension: A secondary analysis of a

randomized, triple-blind, placebo-controlled trial

Abstract

We evaluated the effects of probiotic therapy on inflammatory biomarkers and characterized the
correlations between inflammation and heart rate variability (HRV) variables in women with
arterial hypertension. This is a secondary analysis of a triple-blind study conducted in 36 women
randomized into two groups: probiotic (n=19) or placebo (n=17). The probiotic group received 10°
CFU/day of Lactobacillus (L.) paracasei LPC-37, L. rhamnosus HNOO1, L. acidophilus NCFM,
and Bifidobacterium lactis HN019, and the placebo group received polydextrose. Clinical,
electrocardiogram, and cytokine levels were assessed at baseline and after 8 weeks. Women who
received probiotics for 8 weeks had increased serum levels of IL-17A (p=0.02) and decreased INF-
v (p=0.02) compared to baseline. In addition, probiotic supplementation increased serum levels of
IL-10 compared to the placebo group (p=0.03). The administration of probiotics or placebo did not
change serum levels of TNFa and IL-6 (p>0.05). Serum levels of IL-2 and IL-4 were reduced in
women receiving placebo or probiotics (p<0.001). Correlations between HRV and inflammatory
variables showed that INF-y was positively correlated with HR, LF, LF/HF and SD2/SD1 ratio and
negatively correlated with HF. IL-10 was negatively correlated with HR, LF, LF/HF, and SD2/SD1
and positively correlated with HF. IL-6 was negatively correlated with RMSSD and SD1 and
positively correlated with SD2/SD1 ratio. IL-4 was negatively correlated with SDRR, RMSSD,
PRR50, SD1 and SD2. Probiotic therapy seems to have a discreet anti-inflammatory effect in
hypertensive women, and pro-inflammatory cytokines were negatively correlated with vagal

modulation and positively correlated with sympathetic modulation of HRV.

Keywords: probiotics; arterial hypertension; Inflammation; autonomic dysfunction.



35

Introduction

Arterial hypertension is a chronic, nontransmissible, and multicausal disorder characterized
by sustained elevation of blood pressure (BP) in adults with systolic BP (SBP) >140 mmHg and/or
diastolic BP (DBP) >90 mmHg, measured at least two different times 1. Genetic predisposition,
age, gender, high sodium intake, obesity, and sedentary lifestyle are risk factors for arterial
hypertension development %2,

Gut dysbiosis (ID), a condition resulting from derangements in the composition, diversity,
and function of the gut microbiota, has also been shown as a risk factor for developing and
maintaining arterial hypertension 3°. Mechanistically, gut dysbiosis contributes to systemic low-
grade inflammation through increased intestinal mucosal barrier permeability and
lipopolysaccharide (LPS)-translocation & 7.

In the central nervous system, the binding of LPS to toll-like receptors (TLR) activates an
inflammatory cascade with macrophage activation and release of pro-inflammatory cytokines, such
as interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and IL-1B, leading to
neuroinflammation, sympathetic overactivity, autonomic dysfunction, and increased blood
pressure &°,

Interventions with probiotics targeting the gut microbiota have been proposed as a
promising strategy to lower blood pressure in arterial hypertension %11, Preclinical evidence has
suggested that probiotics administration may exert an anti-inflammatory effect by modulating the
immune system and decreasing the autonomic dysfunction and blood pressure 24,

Pretreatment with Slp, a surface layer protein from Lactobacillus acidophilus NCFM,
inhibited LPS-induced inflammatory responses in macrophages in vitro, including the production
of IL-1B and TNF-a®°. Significant reductions in inflammatory cytokines (TNF-o and IL-6) were
obtained after 45 days of consumption of 80 ml/day of milk fermented with Bifidobacterium lactis
HNO19 (2.72 x 1010 CFU/day) by patients with metabolic syndrome?®.

Similarly, administration of Bifidobacterium lactis HN019 (1.5 x 108 CFU/day) and
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 (7.5 x 107 CFU/day) in a symbiotic preparation reduced IFN-y
and upregulated IL-10 in healthy adults’. However, the effects of probiotic therapy on
inflammatory biomarkers in individuals with hypertension have not been elucidated. However, the
effects of probiotic therapy on inflammatory biomarkers in subjects with arterial hypertension

remain to be elucidated.
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Previously we demonstrated that probiotic supplementation for 8 weeks improved cardiac
autonomic function in women with arterial hypertension'®. Heart rate variability (HRV) analysis is
a method of assessing the autonomic regulation of the heart, and autonomic dysfunction is
associated with changes in the function and structure of target organs, such as the heart, brain,
kidneys, and blood vessels, resulting in increased cardiovascular risk'®. Greater parasympathetic
nervous system activity has been associated with reduced production of pro-inflammatory
cytokines, such as TNF-alpha and IL-6, and lower circulating levels of C-reactive protein and IL-
61°.

This secondary analysis of a randomized clinical trial aimed to evaluate the effects of
adjuvant probiotic therapy on inflammatory biomarkers and to characterize the correlations
between serum inflammatory cytokine levels and variables related to HRV in women with arterial
hypertension. The hypotheses tested are that (i) probiotic therapy reduces low-grade inflammation

and (ii) there is a negative correlation between pro-inflammatory cytokines and HRV variables.



37

Methods
Ethical aspects

This study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Lauro Wanderley
University Hospital of the Federal University of Paraiba (HULW/UFPB), Jodo Pessoa, PB, Brazil
(protocol number 58276916.2.0000.5183). All procedures were performed following the ethical
standards of the institution in accordance with Resolution 466/2012 of the National Health Council
and International Declaration of Helsinki. Individuals were screened for procedures after giving
written informed consent. The clinical trial was registered in the Brazilian Registry of Clinical
Trials (ReBEC) with the identification RBR-9mj2dt.

Subjects and study design

This study used blood samples from a previously published study!®. Exclusion criteria
were: Pregnant and lactating women, the existence of metabolic disorders (except type 2 diabetes
mellitus), smoking, history of renal failure/dialysis, heart disease, stroke, autoimmune diseases, use
of medication during the entire study period (except pharmacotherapy for AH or diabetes mellitus),
use of antibiotics within one month prior to the study, and the presence of other medical conditions
that would compromise compliance with the protocol.

The study was designed as a triple-blind, randomized, placebo-controlled trial. A total of
40 women (spontaneous sampling) were randomized in a triple-blinded into two groups: Probiotic
(n=20) or placebo (n=20). As previously reported, 19 women in the probiotic group and 17 women
in the placebo group completed the study®®. For 8 weeks, participants were instructed to take a
daily sachet of Probiatop® (lot 70086/1608221), a probiotic cocktail consisting of
Lacticaseibacillus paracasei LPC-37, Lacticaseibacillus rhamnosus HNOO1, Lactobacillus
acidophilus NCFM, and Bifidobacterium lactis HNO19 (probiotic group), at a dose of 10° CFU of
each strain (1 g/day) (FarmaQuimica, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) or an identical sachet of
polydextrose (1g/d — placebo group).

Participants were instructed not to change their physical activity routine and usual diet
(monitored by 24-hour recall records)®, to report any side effects, and to continue taking their
antihypertensive medication. The study was monitored weekly by telephone contact with the
participants. After 8 weeks of intervention, all participants were asked to return for the

reassessment of clinical variables, blood pressure, electrocardiogram (ECG), and biochemical tests.
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In addition, detailed methods and results of anthropometry and food consumption are described in

the previous study?®.

Blood samples and cytokines measurements

Blood samples from the clinical trial previously published?® stored at -80 °C were used for
cytokine analysis. Serum samples were used for the measurement of cytokines through the
Cytometric Bead Array (CBA) technique. Th1/Th2/Th17 CBA kits from Becton Dickinson
Biosciences were used to quantify the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y, and TNF-
a. The Becton Dickinson (BD)™ CBA uses a series of particles (microspheres or beads) with
different fluorescence intensities to simultaneously detect soluble cytokines through a capture
surface. Each bead is conjugated to a specific antibody and cytokines are detected by the
fluorochrome phycoerythrin. The fluorescence intensity of each complex reveals the cytokine
concentration (pg/mL). An Accuri C6 BD® flow cytometer was used and analysis of CBA data was

performed using FCAP 1.0.1 software.

Correlation with heart rate variability data

Eletrocardiogram (ECG) measurements were recorded for 10 minutes. The ECG model
26T-LTS (ADinstruments®, Bella Vista, NSW, Australia) was used and recordings were made
with a 5-electrode configuration using LabChart® data acquisition software (ADinstruments®,
Bella Vista, NSW, Australia). Heart rate variability data in the time (SDRR, RMSSD and pRR50)
and frequency (LF, HF and LF/HF ratio) domains and non-linear variables (SD1, SD2, and
SD2/SD1 ratio) obtained in a previous study*® were used to assess the association between

inflammatory biomarkers and cardiac autonomic function.

Statistical analysis

The results were expressed as average + standard deviation or median (minimum-
maximum) according to normality data. Normality of data was assessed using the Shapiro-Wilk
test. Comparisons between probiotic and placebo groups at baseline were tested using unpaired t-
test for parametric data and Mann-Whitney test for non-parametric data. Paired t-test or Wilcoxon
matched pair signed rank test was used to analyze differences between baseline and endpoint

values. Relationships between cytokines and HRV variables were analyzed using Spearman's
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correlation test. Differences were considered significant when the p-value was <0.05. Statistical

analysis was performed using Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Results

Baseline characteristics from women with arterial hypertension are shown in Table 1. At
baseline condition, the serum levels of INF-y, IL-17A, TNF-a, 1L-10, IL-6, IL-4 and IL-2 did not
differ between placebo and probiotic groups (p>0,05, Table 2).

Administration of probiotics or placebo for 8§ weeks did not change serum levels of TNFa
and IL-6 (p>0.05, Table 2). Serum levels of I1L-2 were reduced in women receiving placebo,
(p=0.00, Table 2) or probiotics (p=0.00, Table 2). Similarly, serum levels of IL-4 were decreased
in women receiving placebo (p=0.00, Table 2) and probiotics (p=0.00, Table 2). The changes in
serum levels of IL-4 and IL-2 did not differ between groups (p>0.05, Table 2).

Administration of probiotics increased serum levels of IL-10 [0 (0-1.01 vs. 3.9 (0-15.0
pg/mL, p=0.00, Table 2]. Likewise, placebo administration increased I1L-10 serum levels after for 8
weeks [0 (0-5.7) vs. 2.0 (0-9.7) pg/mL, p=0.02, Table 2). Women receiving probiotics had a greater
change in serum levels of IL-10 compared to placebo group (p=0.03, Table 2).

Administration of probiotics for 8 weeks increased serum levels of IL-17A (14.0+£33.6 vs.
39.4+30.9 pg/mL, p=0.02, Table 2) and reduced INF-y [30.3 (0-94.4) vs. 6.1 (2.4-14.7) pg/mL,
p=0.01, Table 2), in the baseline conditions. Placebo administration did not change the serum
levels of IL-17A (p=0.07, Table 2) and INF-y (p=0.17, Table 2).

Correlations between HRV and inflammatory variables are shown in Table 3. Weak to
moderate correlations were found between some HRV variables and circulating concentrations of
cytokines. However, IL-17A, IL-2, and TNF-a did not correlate with HRV parameters. INF-y had
a positive correlation with HR, LF (nu), LF/HF, and SD2/SD1 ratio and a negative correlation with
HF (nu). On the other hand, IL-10 had a negative correlation with HR, LF(nu), LF/HF, and
SD2/SD1 and a positive correlation with HF (nu). IL-6 had a negatively correlation with RMSSD
and SD1 and a positive correlation with SD2/SD1 ratio. IL-4 had a negative correlation with SDRR,
RMSSD, pRR50, SD1, and SD2.

Compliance was satisfactory, with 90% of patients (probiotic and placebo) consuming more
than 80% of the sachets. Dietary fiber intake was similar between the intervention and placebo
groups at baseline and decreased in the probiotic group at the end of the intervention period.
However, at these two points in time, the median consumption in grams of dietary fiber per day

was below the recommendations of dietary guidelines in both groups®8 (data not tabulated).
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In terms of daily sodium intake, the placebo group showed a reduction in intake compared
to baseline. After the intervention, the probiotic group had a higher sodium intake (p < 0.05). Both
groups had an average sodium intake within the dietary recommendations for this population. There
were no differences in anthropometric measurements between the placebo and intervention groups
at baseline. There were no differences in anthropometric measurements between the placebo and
intervention groups at baseline. More details on the analysis of dietary intake and anthropometry

can be found in the primary article of this study2.
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Discussion

Administration of a probiotic formulation containing L. paracasei LPC-37, L. rhamnosus
HNOO1, L. acidophilus NFCM, and B. lactis HN019 for 8 weeks increased the serum levels of IL-
17A and IL-10 levels and decreased INF-y level in women with arterial hypertension, but did not
affect the serum levels of TNF-q, IL-6, IL-4, and IL-2. In addition, the present study found for first
time a negative correlation between pro-inflammatory cytokines and HRV indices in hypertensive
conditions.

Chronic low-grade inflammation has been associated with several chronic diseases, such as
arterial hypertension. Biological markers, such as CRP, complement pathway products, and
cytokines are elevated in arterial hypertension and are recognized as risk factors for cardiovascular
outcomes, such as stroke and myocardial infarction?t. Therefore, therapies that reduce low-grade
inflammation may represent a new approach in the adjuvant treatment of arterial hypertension.

Recent studies have investigated the effects of probiotics on biomarkers of inflammation in
chronic diseases. For example, administration of 10° CFU of Bifidobacterium breve for 5 weeks
prevented endotoxemia by reducing serum LPS and trimethylamine and restored Th17/Treg
balance in mesenteric lymph nodes and aorta of hypertensive rats®?. An 8-week treatment with
Lactobacillus fermentum CECT5716 (10° CFU) or Bifidobacterium breve CECT7263 (10° CFU)
reduced the percentage of Th-17 cells and IL-6 in mesenteric lymph nodes and the level of TNF-a
mRNA in the colon of mice with lupus?3.

The cytokine IL-17 is partly produced by Th17 lymphocytes and is known to promote
endothelial dysfunction via reactive oxygen species, while Tregs reduce the activity of NADPH
oxidase by releasing IL-10, a crucial process for improving endothelial function in arterial
hypertension?. Interestingly, in this study, IL-17A levels increased in the probiotic group after 8
weeks. Although probiotic administration increased serum levels of IL-17A in hypertensive
women compared to baseline (p=0.02), it had no effect on serum levels of IL-17A compared to the
placebo group (p=0.98). In addition, probiotic administration increased serum levels of IL-10
compared to the placebo group (p=0.03).

Although IL-17A is widely described as a pro-inflammatory interleukin?’, an alternative
protective action of this cytokine is recognized, depending on the reciprocal regulation between
cells of the immune system and other cytokines that determine the plasticity of TH17 cells. In the

presence of IL-6 and Transforming Growth Factor beta (TGF- B), naive CD4 T cells differentiate
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into more regulated classical TH17 cells characterized by the synthesis of IL-9, IL-10 and IL-21.
In the absence of TGF- 3, but in the presence of IL-1b, IL-6 and IL-23, more pathogenic alternative
TH217 cells are generated that produce high levels of IFN-y and IL-22. Both subsets produce IL-
17A. In this study, we observed a downregulation of IFN-y and an upregulation of IL-10 in the
probiotic group. This scenario could explain the increase in IL-17A in the same group, changing
the interpretation of this cytokine to a possible more regulatory action rather than a more
pathogenic one?.

It has been shown that administration of Lactobacillus fermentum CECT5716 (at a dose of
5x 108 CFU for 7 days) attenuated inflammation by decreasing systemic IL-17 and increasing IL-
10 serum levels in hypertensive rodents, as well as downregulating NF-kB, IL-6 and TNF-a in
aortic tissue?®. In addition, administration of Clostridium butyricum for 6 weeks (3x10® CFU)
increased serum levels of IL-10 and decreased serum levels of TNF-a, IL-6, IL-17, and LPS in
spontaneously hypertensive rats?’.

In humans, administration of 900 billion CFU of 3 strains of Bifidobacterium, 4 strains of
Lactobacillus, and Streptococcus salivarus sp. thermophilus twice a day for 2 months did not alter
serum levels of IL-10, I1L-6, and I1L-8 in patients with cirrhosis?®. As an anti-inflammatory cytokine,
IL-10 can suppress excessive inflammation by continuously inhibiting the production of pro-
inflammatory cytokines through negative feedback?. I1L-10 production is affected by cytokines
such as IFN-y, IL-4, IL-13 and also for its own self-regulation. The lower levels of IFN-y in the
probiotic group in this study, together with the higher levels of IL-10, may indicate the influence
of this regulatory pathway®°. The protective role of IL-10 in cardiac and vascular disease has been
linked to its effects on blood pressure, cardiac function, and modulation of atherosclerotic lesions®".

Administration of probiotics reduced serum levels of IFN-y in hypertensive women
compared with baseline period. In a clinical trial evaluating daily consumption of probiotic kefir
for 12 weeks in patients with metabolic syndrome there was a reduction in IFN-y serum levels
compared to baseline®. IFN-y could play a role in the migration of CD8+ T cells into renal tissue,
affecting sodium retention and contributing to the worsening of hypertension. It has also been
implicated in real tissue and other organ damage through the combined action of innate and
adaptive immunity®.

Large amounts of bacterial DNA and its derivative substances induce the synthesis of IL-

2, IL-6, IL-12, and TNF-a®4. In the present study, administration of probiotic for 8 weeks did not
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change serum levels of IL-2, IL-4, IL-6, and TNF-a cytokines. An early study showed that serum
levels of IL-2 and IL-4 did not differ between healthy subjects and patients with arterial
hypertension ©, indicating that these cytokines may not be altered in patients with HAS. A non-
randomized study with 21 men with stable coronary artery disease showed a reduction in plasma
levels of the inflammatory cytokines IL-8 and IL-12, but not TNF-a, IFN-y, and IL-1p after 6
weeks of L. plantarum 299v supplementation®.

In agreement with our results, a double-blind, randomized, placebo-controlled trial showed
that consumption of fermented milk containing L. acidophilus La-05 and Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12 (10° CFU/d) for 6 weeks did not alter serum levels of IL-6, TNF-alpha, and
IL-10 in 50 individuals with type 2 diabetes mellitus®®. However, administration of probiotic
Lactobacillus reuteri v3401 (5 x 10° CFU) for 12 weeks reduced some biochemical parameters of
inflammation and endothelial dysfunction (IL-6 and VCAM-1) in a n of 53 patients with metabolic
syndrome®’.

IL-6 is a pro-inflammatory cytokine synthesized by macrophages, vascular smooth muscle
cells and endothelial cells that regulates early inflammation and plays a critical role in the
progression of chronic inflammation. Serum levels of IL-6 is typically elevated in hypertensive
subjects®® and predispose healthy subjects to a higher risk of myocardial infarction®®. Our results
are consistent with a pilot study in patients with metabolic syndrome in which intervention with a
milk drink containing 108 cells/ml of Lactobacillus casei Shirota, three times/day for 3 months, did
not affect inflammatory markers (TNF -a, 1L-6, and I1L-10)%.

We investigated the possibility of a correlation between inflammatory variables and HRV
in the total sample of hypertensive women. Changes in HRV patterns are recognized as a sensitive
and early indicator of health effects***2, while a high HRV expresses adequate adaptation and
characterizes an effective autonomic mechanism, and a low HRV reflects an impaired adaptation
of the ANS*3. The positive correlations between HVR indices in the time, frequency, and non-
linear domains with biomarkers of inflammation are consistent with available evidence regarding
a positive association between sympathetic modulation of HRV and pro-inflammatory
cytokines*+4546,

INF-y, IL-6, IL-10, and IL-4 serum levels showed correlations with HRV indices. INF-y
serum level was positively correlated with HR, LF (nu), LF/HF, and SD2/SD1 and negatively

correlated with HF (nu), suggesting that higher levels of this pro-inflammatory cytokine may be
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associated with greater autonomic dysfunction due to the predominance of sympathetic nervous
system activity?’#8, In healthy and obese children, IFN-y was positively correlated with LF, HF,
SDNN, RMMSSD, NN50, SD1, and SD2%.

In the present study, the inflammatory cytokine IL-6 positively correlated with SD2/SD1
ratio and negatively correlated with RMSSD and SD1. A study with individuals with coronary
artery disease reported no association between RMSSD and IL-6, CRP, and fibrinogen, but a
negative correlation between these markers and mean NN, SDNN, and SDANN“°. On the other
hand, an American cohort reported a negative correlation between IL-6, fibrinogen, CRP, and LF
band®°. In patients with untreated depressive disorder, strong negative correlations were found
between HRV and IL-6°L,

Lastly, IL-4 serum levels showed a negative correlation with SDRR, RMSSD, pRR50, SD1,
and SD2, while IL-10 serum levels showed a negative correlation with HR, LF(nu), LF/HF, and
SD2/SD1 and a positive correlation with HF(nu). In patients with type 1 diabetes mellitus, IL-4
and TNFa were inversely associated with both sympathetic (LF band) and parasympathetic
(RMSSD and HF band) HRV measures®?. Measurement of IL-6 in cerebrospinal fluid samples
from individuals with rheumatoid arthritis showed a strong negative correlation with SDNN,
whereas no correlation was found between HRV and serum or central 1L-4%3,

This study adds important contributions to the literature, as it is the first clinical trial to
investigate the effects of probiotic therapy on serum inflammatory cytokines, as well as the first to
investigate the existence of an association between these and variables analyzing autonomic
function, serving as a basis for future investigations. However, it also showed some limitations.

First, although there are previous studies that support the execution of this study design
over a period of 8 weeks>54% there are studies that have been carried out in higher (12 weeks)3>%",
in populations affected by similar cardiovascular diseases. Second, the sample size may have
affected the representativeness of the population, compromising precision and statistical power.
Thus, it is possible that non-statistically significant results occurred due to low sampling power
(false negatives or type 2 errors)®.

In conclusion, the results of the present study showed for the first time that administration
of probiotics for 8 weeks improved IL-10 serum levels in women with arterial hypertension. Pro-
inflammatory cytokines were negatively correlated with vagal modulation of HRV and positively

correlated with sympathetic modulation of HRV, while anti-inflammatory cytokines were
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positively correlated with vagal modulation of HRV and negatively correlated with sympathetic

modulation of HRV.
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Table 1. Assessment of clinical characteristics at baseline condition of woman included in the
triple-blind controlled trial.

Variables Probiotic Placebo p-value
Age (years) 43.3 (34 - 50) 43.7 (28 - 50) 0.856
Physical activity - % (n) 26.3 (5) 47.1 (8) 0.299
Dyslipidemia - % (n) 5.2 (1) 5.9 (1) 1.000
T2DM - % (n) 10.5 (2) 11.7 (2) 1.000
Antihypertensive medications

ARBII - % (n) 57.9 (11) 58.8 (10) 1.000
ACE I inhbitorys - % (n) 15.7 (3) 23.5 (4) 0.684
BBlocker - % (n) 47.3 (9) 11.7 (2) 0.031
Calcium blockers - % (n) 10.5(2) 17.6 (3) 0.650
Diuretics - % (n) 26.3 (5) 35.3 (6) 0.720
Without antihypertensive- % (n) 10.5(2) 5.9 (1) 1.000
Single antihypertensive drug - % (n) 42.1 (8) 41.2 (7) 1.000
Antihypertensive drug combination - % (n) 57.9 (11) 52.8 (9) 1.000

Values are expressed as n (%). BMI: Body mass index; ACE | inhibitor: Angiotensin-converting
enzyme inhibitor; ARBII- Angiotensin Il receptor blocker; T2DM: Type 2 Diabetes Mellitus.
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1 Table 2. Assessment of cytokines in women with arterial hypertension receiving probiotic or placebo for 8 weeks

Placebo Probiotic
Cytokines p- p- p-
(pg/mL) Pre Post value Change (Post-Pre) Pre Post value Change (Post-Pre) value”
IL-17A 19.4+32.1 45.0+40.3 0.07 25.6+49.6 14.0+33.6 39.4+30.9 0.02 25.4+37.8 0.98

INFyf  7.2(0-77.2) 56(0-13.4) 017 -11.1(-70.1-13.4) 303 (0-94.4) 6.1(2.4-147) 001 -22.9(-88.2-14.7) 0.38
TNFa! 0(0-4.8) 1.0(0-108) 015 10(-476-107) 0(0-19.9) 24(0-11.3) 009 2.09(-17.0-7.65) 0.12

IL-10% 0(0-5.7) 20(0-97) 000 2.0(0-5.14) 0(0-1.01) 39(0-150) 000  3.4(0-140)  0.03
IL-6"  11.7(1.9-43.9) 105(0-46.9) 0.99 1.8(-12.2-429) 12.0(0-468) 6.1(0-329) 069 5.1(-40.7-17.1) 0.62
IL-4 20.2+10.5 2.7+4.2 0.00 -17.5+10.5 18.5+8.2 4.2+4.3 0.00 -14.3+8.8 0.33
IL-2 16.0+7.4 4.849.9 0.00 -11.2+6.6 16.9+9.5 5.3+4.4 0.00 -11.6+7.8 0.88

Interleukin 17A (IL17A), interferon gamma (INF-y), tumoral necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin 10 (IL-10), interleukin-6 (IL-6), interleukin-
4 (IL-4) and interleukin-2 (I1L-2). According to normality data distribution, values are expressed as mean (standard deviation) or median (min-max).
Shapiro-Wilk test was used to assess data normality. Comparisons between probiotic and placebo groups at baseline were tested using unpaired t-
test or Mann-Whitney test. Paired t-test or Wilcoxon matched pairs signed rank test was used to analyze differences between baseline and end-
point values.

b WN

7 1 non-parametric data

8  p-value: un-paired t-test or Mann-Whitney test comparing the changes in post-pre intervention.
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Tables 3. Linear correlation coefficients between heart rate variability measures and
inflammatory variables.

INF-y TNFa IL-17A 1L-10  IL-6 IL-4 IL-2

SBP (mmHg) -0.246 -0.072  0.031 0.184 -0.156 -0.045 -0.058
DPB (mmHg) -0.329 -0.150 -0.253 .0198 -0.038 -0.088 -0.061
HR (bpm) 0.271 -0.059 -0.091 -0.394 0.083 0.414 0.132
SDRR (ms) 0.004 0.123  -0.174 -0.061 -0.183 -0.480 -0.038
SDHR (ms) 0.245 0.078 -0.275 -0.382 -0.089 -0.093 0.047
RMSSD (ms) -0.197 0.075 -0.085 0.182 -0.315 -0.484 -0.204
PRR50 (ms) -0.084 0.140 -0.033 0.143 -0.246 -0.400 -0.151

LF(nu) 0.369 0.029 -0.127 -0.334 0.099 0309 0.112
HF(nu) -0.374 -0.056  0.137 0.357 -0.109 -0.294 -0.112
LF/HF 0.418 0.058 -0.131 -0.351 0.095 0317 0.124
SD1 (ms) -0.185 0.075 -0.01 0182 -0.328 -0.494 -0.203
SD2 (ms) 0.059 0.152  -0.215 -0.098 -0.108 -0.434 0.004
SD2/SD1 0.328 0.136 -0.087 -0.302 0.321 0.289 0.141

The values in bold have a significant correlation (p<0.05).

SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; HR: heart rate; BPM: beats
per minute; SDRR, standard deviation between RR intervals; RMSSD, square root of the
mean of the square of the differences between consecutive RR intervals; pRR50, adjacent
RR with differences in duration greater than 50; LF, low frequency; HF, high frequency;
SD1, standard deviation of the instantaneous variability of continuous RR intervals in the
Poincare graph; SD2, standard deviation of long-term continuous RR intervals; ms:
milliseconds; nu: normalized units.
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Situagdo da Motificag8o: Parecer Consubstanciado Emitido

DADODS DO PARECER
Hidmero do Parecer: 4.033.013

Apresentacdo da Motificagdo:
Apresantacio de Relatorio Final da pesquisa objetivou mostra os resultados fineis do trabalho intitulado

"Efieitos da suplementagio com Probiafop (mix de probidticos) no tratamento da hipertens&o arterial®, O
protocolo de pesguisa foi aprovado através do parecer n® 3.567.665, emitido em 11 de setembro de 2018.
Tratou-s& de um estudo prospectivo clinico randomizado, duplo-cego & controlado por placebo, quarenta
mulheres com hipertens&o arterial primaria, 20-50 anos, divididos em dois grupos.Pacientes do grupo
probidtico receberam diariamente sachés contendo Lactobacillus paracased, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis @ Pacientes do grupo placebo que receberam diarnamente
sachés idénticos contendo polidexirose. Ambos os grupos avaliados por 8 semanas. Os participantes foram
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recrutados no ambulatério de nutrigdo do Hospital Universitario Lauro Wanderdey (HULW) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). O projeio teve inicio em Setembro de 2016 e agora solicita, por emenda. a
extensdo do prazo de execugio para margo de 2020, em virtude da insergdo de um teste respiratdric para
o participantes recrutados, além da realizagio de coleta de fezes com o objetive de verificar 8 microbiota
fecal dos participantes. Além disso, foram observadas e mensuradas as varidveis antropométricas (peso,
IMC e circunferéncia da cintura).

O pesquisador conseguiu inferir que a terapia probidtica por 8 semanas foi capaz de reduzir os niveis de
glicemia de jejum, melhorando o perfil lipidico, 8 microbiota intestinal @ a8 modulagdo autondmica em
mulheres hipertensas.

Ohbjetivo da Notificagio:

Obtengéo de certiddo definitiva do Comité de Etica em Pesquisa do HULW (CEP-HULW).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

(05 riscos previsiveis e bensficios apontados estavam coerentes com a proposta da pesguisa.

Comentarios e Consideragdes sobre a Notificagdo:

O relatdrio final apresentado expressa coeréncia com o projeto aprovado através do parecer n®. 3.567 665,
demonsirando cumprimento, em todas as fases do estudo, da metodologia proposta e aprovada pelo
CEPMHULW.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:

Foram apresentados os termos necessarios & notificacio, conforme exigéncias contidas na Resolugo
466/2012, do CMS/MS.

Recomendagbes:

Considerando as onentagbes contidas na Resolugio CNS n"466/12, recomenda-se que os resultados da
pesquisa sejam publicizados junto & instituiglo onde a pesquisa foi desenvolvida no sentido de contribuir
para a malhoria da pratica, preservando, a imagem e o anonimato dos participantes; e encaminhar os
resultados da pesquisa para publicagio, com os devidos créditos aos pesquisadores e pessoal téocnico
integrante da equipe de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

Diante do exposto e de acordo com a Resolugio CHS 466112, sou favoravel & aprovacio do relatdrio final
da pesquisa e emissdo da certiddo definitiva.
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Consideragoes Finais a critério do CEP:
Ratificamos o parecer de APROVACAQ da NOTIFICACAO enviada — relatorio final - emitido pelo Colegiado
do CEPHULW, em Reunido Ordinaria realizada no dia 12 de maio de 2020.

Favor acessar o PARECER CONSUBSTANCIADO na Plataforma Brasil (o qual encontra-se nos arquivos
do seu protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil), documento necessario para apresentar aos meios de
publicagdo/divulgaco do estudo realizado. O Manual Funcionalidades da Aba Pesquisador na Plataforma
Brasil, contém instrugbes de como localizar o parecer. O CEP/HULW parabeniza o(a) pesquisador(a)!

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
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