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Resumo

Introducdo: Estudos observam que a suplementagdo com probidticos poderia retardar o dano ou ajudar a
preservar, o sistema imunolégico em portadores do HIV. Objetivo: Avaliar o impacto da intervencédo por
quatro semanas com probidticos na melhora da fun¢do imunologica em portadores do HIV assintomaticos.
Metodologia: Foi realizado estudo duplo cego randomizado com participacdo de 26 portadores do HIV
assintomaticos em uso de terapia antirretroviral de alta poténcia (HAART). Onze individuos receberam os
saches com probi6ticos que compGem as cinco principais cepas de microrganismos:
Lactobacillusacidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcuslactis, Bifidobacteriumbifidum,
Bifidobacteriumlactis em quantidades 10° UFC/dia enquanto 15 individuos receberam placebo por 4
semanas. Contagem de células T CD4 e hébito intestinal foram avaliados. Resultados: Foi evidenciada
diferenca entre os grupos intervencéo e placebo, ao demonstrar que houve aumento médio de 33 células/mm?
T CD4 no grupo intervencdo e reducdo média no grupo placebo de 77 células/mm?®(p < 0,05). Em relacéo
ao habito intestinal, manteve-se regular em todos os participantes do inicio até final da pesquisa. Concluséo:
A suplementagdo de probidticos por 28 dias pode auxiliar na melhora do sistema imune, retardando a
diminuicao de células T CD4, quando comparado ao grupo controle.
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Abstract

Introduction: Studies has shown probiotic suplementation could delay damage ou help to preserve
imunological system of HIV infected patients. Objective: To assess the impact of the intervention for four
weeks with probiotics in improving immune function in asymptomatic carriers of HIV. Methodology: It was
done a randomized double-blind study with participation of 26 asymptomatic HIV individuals on highly
antiretroviral therapy. Eleven of the subjects received the probiotic sachets comprising the five major strains
of  microorganisms:  Lactobacillus  acidophilus,  Lactobacillus  casei,  Lactococcuslactis,
Bifidobacteriumbifidum, Bifidobacteriumlactis amounts to 10° UFC/day while only 15 received placebo. All
ingested a sachet per day for four weeks. Before and after the intervention, we analyzed the T CD4 cells and
evaluated bowel habit. Results: There were differences between the intervention and placebo groups showing
that there was an average increase of 33 T CD4 cells/mm?® in the intervention group and averagereduction of
77 cells/mm? in the placebo group (p < 0,05). Regarding maintained regular bowel habit in all participants

at the beginning and end of the study. Conclusion: Probiotics supplementation can help improve the immune

system, reducing the decline of CD4 T cells compared to the control group.

Keywords: HIV; Immunity; Probiotics.

Introducgéo

Atualmente, individuos infectados pelo HIV
estdo vivendo mais. Em 2017, uma meta-analise,
incluindo oito estudos de cortes, comprovou que, em
paises em desenvolvimento, individuos adultos infectados
pelo HIV tiveram adicional de 22,9 anos de vida para sexo
masculino e 33 anos para sexo feminino?,

O tratamento antirretroviral tem  sido
considerado extremamente efetivo para esse aumento na
expectativa de vida.? Mundialmente, segundo dados
UNAIDS, em 2017, 21,7 milhGes de pessoas vivendo com
HIV (59%) tiveram acesso a terapia antirretroviral, e, em
2015. Esse numero era de 17,2 milhdes®. Os dados
epidemioldgicos brasileiros retratam que, desde o inicio
da epidemia, em 1980, até junho de 2012, o Brasil teve
982.129 casos registrados de aids. A infeccdo pelo HIV,
em 2017, afetou 42.420 novos casos*.

Entre alteracfes que ocorrem pela infeccdo do
HIV encontram-se o desequilibrio da microbiota intestinal
e a perda das células T CD4.5 Por outro lado, o uso de
probidticos tem sido associado a homeostase da

microbiota intestinal, e estudado como um pilar agindo
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tanto em situagbes da preservacdo da salde como
tratamento de doengas®’.

Diversos beneficios dos probidticos tém sido
discutidos na literatura e, com isso, houve, em paralelo, o
crescimento de um mercado consumidor, inicialmente
pela produgdo e comercializagio de iogurtes fermentados
e outros produtos. E importante salientar que existem
interesses comerciais e, portanto, pesquisas nessa area
devem ser minuciosamente elaboradas com transparéncia,
utilizando metodologias adequadas, entre outros
aspectos®.

A capacidade de aderir a mucosa intestinal € um
dos mais importantes critérios de selecdo para 0s
probidticos, considerada como pré-requisito para a
colonizacdo e otimizacdo do sistema imunolégico. A agdo
do probidtico sobre o hospedeiro é dependente da
guantidade da espécie existente no intestino, do tempo de
permanéncia e do tempo que ele se mantém vivo®1%, A
ANVISA estabelece quantidade minima viavel para os
probidticos em produtos, que deve estar entre de 108 a 10°

UFC/dia para comprovar a agao™!.
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Na populagdo especifica de individuos
infectados pelo HIV, a suplementacdo com probidticos
tem sido relacionada a preservacdo do sistema
imunoldgico*>!3, Os mecanismos ainda ndo estdo claros,
mas estudos sugerem o estimulo as atividades celulares
natural killer, aumento da producdo de anticorpos,
ativagdo de macrofagos, proliferacdo de células T e
producdo de interferon, que estdo diretamente
relacionados com a melhorada funcdo da barreira
intestinal e reducdo da inflamagdo sistémical®,
Clinicamente, alimentos ou suplementos que possam
cooperar no tratamento dessa doenga de carater cronico
sdo fundamentais. Assim, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o impacto da intervencdo por 4 semanas com
probidticos na melhora da fun¢do imunoldgica em

portadores do HIV assintomaticos.

2. Metodologia

Tipo de estudo e populagdo

O ensaio clinico duplo cego placebo foi
conduzido em pacientes infectados pelo HIV, realizado no
Servico de Assisténcia Especializada em DST/Aids
(SAE), vinculado & Secretaria de Saude de Municipio do
interior do estado de S&o Paulo. Foram selecionados, ap6s
consulta médica, 40 individuos portadores do HIV em uso
de HAART. Todos os individuos assinaram o termo de
consentimento livre esclarecido, para a participagdo na
pesquisa. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Franca (CAAE:
22146013.1.0000.5495).

Os critérios de inclusdo foram: portador do HIV
em fase assintomatica, ambos os sexos, idade entre 18 a
60 anos, em uso de HAART regular por minimo de seis
meses e com contagem de células T CD4+ maior que 200
células/mm?®. Os critérios de exclusdo foram: individuos
com presenca de doencas oportunistas ou em uso de
antibidticos, mulheres gestantes, individuos com consumo
frequente de probidtico (mais de 1 vez na semana) ou
individuos com mudancas da HAART nos ultimos 6

meses.
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Intervencéo

Apos revisdo da literatura realizada na base de
dados Pubmed, foi escolhida a cepa de probidticos para
utilizar no estudo. Decidiu-se usar o produto comercial
(Simfort®), em sachés, que é um mix de probidticos
contendo cinco principais cepas de microrganismos:
Lactobacillusacidophilus, Lactobacillus caseli,
LactococcusLactis, Bifidobacteriumbifidum,
Bifidobacteriumlactisem quantidades 10° UFC/dia e
agentes de massa: amido de milho e maltodextrina.

As bactérias foram selecionadas devido a suas
propriedades de tolerancias aos acidos, capacidade de
adesdo a mucosa intestinal, propriedades
imunoestimulatérias e, também, em fungdo do produto
ndo necessitar de refrigeragdo (formula em pod). Além
disso, sdo importantes componentes da microflora
intestinal e ndo s&o nocivos.

Para ndo haver interferéncias, todos 0s
pesquisadores desconheciam se 0 suplemento era placebo
ou probidtico, e os participantes foram divididos em dois
grupos por randomizagdo, foi feito por sorteio, no qual
metade dos individuos (n=20) recebeu sachés com
probidticos (grupo intervengdo) enquanto a outra metade
(n=20) recebeu apenas agentes de massa: com amido de
milho e maltodextrina (grupo placebo).

Cada individuo recebeu uma Unica caixa
contendo 28 sachés com porg¢éo de dois gramas cada. Foi
orientado sobre a administragdo do produto em, no
minimo, 100 ml de agua ou qualquer bebida de sua
escolha (com excecdo de bebidas quentes ou alcodlicas),
uma vez ao dia, por 28 dias consecutivos. As
pesquisadoras telefonaram diariamente para avaliar
efeitos colaterais, sintomas do trato-gastrointestinal e
monitorar a ingestdo correta dos saches.

Solicitou-se aos participantes o retorno apds 28
dias para a coleta sanguinea. A adesdo ao estudo era
voluntéria e nenhum incentivo foi oferecido. Se algum
individuo ndo fosse capaz de consumir o produto, por
quaisquer razdes, seria excluido do estudo.

Avaliacéo Laboratorial

No dia anterior ao inicio do consumo de

probidticos foi realizado coleta de sangue dos portadores
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do HIV, e, apo6s o final (28 dias). Em alguns casos, a coleta
de sangue final ocorreu com atraso de cinco dias, devido
a impossibilidade dos individuos voltarem ao local para
coleta de sangue. Foram dosadas as quantidades de células
T CD4 e CD8, concentracdo absoluta (células por
milimetro cubico) pelo método Citometria de Fluxo no
laboratério do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto,
credenciado pelo Estado de Sdo Paulo. A contagem de
células T CD4 e T CD8 foi considerada como marcadores
da funcédo imunoldgica.

Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada na versdo 15 do
programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences). No que tange as varidveis continuas foram
apresentadas em médias e desvio-padrdo. Para as
varidveis categoricas os resultados foram obtidos em
frequéncias (porcentagem).

No caso de variaveis continuas, obtidas nos dois
momentos como contagem de células T CD4, apos
garantir homogeneidade de amostra e distribuicdo normal,
foi aplicado o teste t student para amostras pareadas. Para

comparacdo da diferenca entre os grupos, foi aplicado

teste  ANOVA para medidas repetidas (Split plot
ANOVA). Foi considerado nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Foram convidados 70 portadores de HIV. Destes,

40 aceitaram participar da pesquisa. Porém, 10 dos 40, ndo
voltaram para segunda coleta de sangue, 4 individuos
pararam de consumir os probiéticos/placebo no meio da
pesquisa, portanto, a pesquisa constituiu de 26 individuos.
A coleta de dados ocorreu desde o més de janeiro até abril
de 2014.
Treze pessoas eram do sexo masculino e treze do sexo
feminino. A média de idade foi de 41 + 7 anos. Do total,
14 (53.9%) completaram até o ensino médio e 12(46.1%)
ndo o finalizaram. Em relacdo ao estado civil, 14
individuos eram casados (53.9%), 7 eram solteiros (26.9
%), 4 eram divorciados (15.3%), e 1 era viuvo (3.8%).

O estado clinico dos participantes consta na
TABELA 1. E importante salientar que todos os
participantes faziam wuso de antirretrovirais, nao
apresentavam doencas oportunistas, eram assintomaticos

e clinicamente estaveis, no inicio da pesquisa.

TABELA 1: Caracteristicas clinicas dos participantes (n=26) no inicio da pesquisa.

Grupo Intervencédo

Grupo Placebo

CD4 inicial (cells/mm?) 639 + 205
CDS8 inicial (cellssmm?) 1109 + 400
Tempo de HIV (anos) 12+3
Tempo de HAART (anos) 10+3

793 +£ 283
1156 + 637
10+6
8+5

Nota: Valores apresentados em média (+ desvio padrdo). Siglas: HAART (terapia antirretroviral de alta poténcia).

Ao avaliar os resultados referentes & imunidade
dos portadores do HIV, foi observado que no grupo

intervengdo nao houve variacdo da contagem de células T
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CD4 e nem T CD8, enquanto que, no grupo placebo, foi
observado queda da contagem de células T CD4
(TABELA 2).
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TABELA 2: Mudanc¢a em parametros imunoldgicos ap6s uso de probioticos por 28 dias nos grupos intervencao e

placebo.

Grupo Intervencdo (n = 11) Grupo Placebo (n = 15)

Dia 0 Dia 28 Dia0 Dia 28
CD4 inicial

639 + 2052 672 + 2252 793 +283° 716 + 233"
(cells/mm?)
CD8 inicial

1109 + 4002 1066 + 3542 1156 + 6372 1019 + 5472
(cells/mm?)

Nota: p < 0,05 quando a # b segundo Teste t de student para amostras pareadas.

Ao comparar 0s grupos quanto a variagdo entre
CD4 e CDS8 inicial e final, foi possivel observar pelos

graficos de dispersdo que houve diferenca em relagdo a

contagem de células T CD4 (FIGURA 1), mas ndo em

relacdo a contagem de células T CD8 (FIGURA 2), com

p valor respectivamente de <0, 01 e 0,13.
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FIGURA 1- Variacdo da contagem de células T CD4 antes e ap0s 28 dias de suplementacdo de probidticos (grupo

intervencdo) ou placebo (grupo placebo).
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FIGURA 2 - Variacdo da contagem de células T CD8 antes e ap6s 28 dias de suplementagdo de probidticos (grupo

intervencdo) ou placebo (grupo placebo).

Em relagdo ao hébito intestinal, nenhum dos
participantes relatou diarreia no momento inicial da
pesquisa e ao longo da pesquisa. O habito intestinal estava
regular em todos participantes, assim como a consisténcia
estava adequada. Nao foi relatado nenhum sintoma

anormal durante os dias de uso de probidticos.

4. Discussao

O presente estudo traz resultados de relevancia
clinica ao demonstrar que o consumo diario e continuo de
probidticos por 28 dias contendo Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus Lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactisem
quantidades 109 UFC/dia em portadores do HIV em

tratamento com antirretroviral pode retardar o declinio da
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contagem de células T CD4, que ocorre a partir da
infecgdo do HIV. Os resultados foram diferentes entre os
grupos intervencdo e placebo, ao demonstrar que houve
aumento médio de 33 célulass/mm3 TCD4 no grupo
intervencdo e reducdo média no grupo placebo de 77

células/mm3.

Hummelen et al.}* avaliaram o impacto da
suplementacdo de 25 semanas com capsulas contendo
probidtico (duas cepas de Lactobacillus) em portadores do
HIV moderadamente com comprometimento imune (>
200 células/mm?) na fungdo imunoldgica. Foi um estudo
duplo cego randomizado com 25 participantes do grupo
placebo e 19 do grupo intervencdo. Ndo foi observada
diferenca significativa na contagem de células T CD4,
mas os autores relataram que no subgrupo de individuos

com imunodeficiéncia moderada (CD4 entre 200 e
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350céls/pl) houve aumento médio de 158 céls/ul contra 34
céls/pl no grupo placebo, sugerindo possivel interferéncia
dos probidticos em certas condi¢bes clinicas como
individuos com pior funcdo imunoldgica. Os autores
tinham por hipétese que maioria das células imunes
residiam no intestino, o qual era afetado por individuos
infectados pelo HIV. Assim probidticos poderiam retardar
0 prejuizo ou auxiliar na preservagdo da funcdo imune.

Herndndez et al.? avaliaram o efeito de
probidticos adicionados de prebioticos (n=5), probiodticos
isolados (n=5), prebioticos isolados (n=5) e placebo (n=5)
em individuos portadores do HIV. O estudo duplo cego
randomizado por 16 semanas suplementou com 10°%e
Lactobacillus rhamnosus HN1 e Bifidobacterium lactis
Bi-07 em iogurte e/ou 10g de inulina (prebidticos). Foi
observado que probidticos associados a prebidticos,
definidos como simbidticos, apresentaram efeito positivo
no aumento de células T CD4, e foi mais efetivo do que o
probidtico isolado, que ndo teve diferenca. O estudo
enfatiza que o uso de iogurte contendo probiéticos e
prebidticos poderia retardar o inicio do tratamento
antirretroviral e diminuir custos envolvidos.

Irvine et al.® compararam portadores do HIV em
tratamento antirretroviral que consumiam iogurte quatro
vezes na semana com Lactobacillus rhamnosus Fiti
(n=68) com aqueles que ndo consumiam (n=82) e
observaram aumento da contagem de células T CD4 de
0,28 céls/uL/dia, diferente do controle (apenas 0,13
céls/uL/dia). O estudo foi observacional retrospectivo de
trés anos e mostrou melhora da resposta imunoldgica. E
interessante salientar que o maior aumento ocorreu nos 70
primeiros dias do consumo frequente do probidtico. Os
autores relataram que o uso de iogurte como veiculo seria
ideal, pois também é fonte de vitamina A, complexo B,
zinco e proteina de alto valor bioldgico e estudos
demonstram que complexo B, vitamina C e E podem
juntos aumentar contagem de células T CD4.

No caso do estudo Hemsworthet al.*® ndo foi
observada acdo especifica de probidticos, apenas em
associagdo com micronutrientes. O objetivo foi avaliar o
estado imunoldgico de portadores do HIV em uso de

antirretroviral apds ingestdo de probidticos e/ou
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micronutrientes. Vinte e cinco individuos submeteram a
trés periodos de intervencédo por 30 dias com whash out de
14 dias entre eles. Os tratamentos foram: A) logurte com
suplementacdo  de  micronutrientes  (25%  das
recomendacdes diarias de ingestdo - DRI) e 10°UFC/dia
de Lactobacillusr hamnosus CAN; B) logurte contendo
somente micronutrientes e C) logurte contendo apenas
10°UFC/dia de Lactobacillus rhamnosus CAN. O
aumento da contagem de células T CD4 foi maior no
grupo B, suplementado de micronutrientes e probioticos,
e ndo houve alteracdo significativa no grupo apenas com
probidticos.

Ja o estudo randomizado duplo cego controlado
de Troiset al.'® foi realizado com criangas (entre dois e
doze anos) portadoras do HIV em uso de antirretrovirais
no Brasil, suplementadas por 2 meses. O veiculo utilizado
foi formula lactea em p6 (NAN2®) enriquecida com
probidticos (grupo intervencdo= 38) ou ndo (grupo
placebo=39). O grupo probidtico recebeu as seguintes
cepas de microrganismos Bifidobacterium bifidum com
Streptococcus termorphilus na quantidade de 2,5 X
10'°UFC/dia. O grupo probidtico apresentou maiores
valores iniciais em comparagdo ao grupo controle. Os
resultados do estudo foram aumento na média de CD4 do
grupo probidtico de 118 céls/mm?® e reducdo no grupo
controle 42 céls/mm?,

No contexto, estudos com o objetivo de
investigar o uso de probioticos nessa populacao especifica
tém sido publicados, ha anos, e, atualmente, continua alvo
de interesse para esclarecimentos mais precisos dos
mecanismos e também determinacGes clinicas de como
suplementar, em quem, entre outras varidveis. O
mecanismo de a¢do mais elencado é do probidtico que, ao
competir com patdgenos intestinais repercutiria em
equilibrio da microbiota intestinal, assim como reduziria
as chances de deslocamento bacteriano na mucosa e,
portanto, a inflamagédo sistémica. Os probidticos também
agiriam na restauracdo da funcdo imune da mucosa e
assim reduziu-se a inflamag&o local®,

Os estudos sobre suplementagdo com probioticos
em individuos portadores do HIV ndo tiveram os mesmos
resultados, em parte poderia ser devido as varidveis
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utilizadas, como tempo de suplementacdo, tipo de cepa
utilizada, veiculo para administracdo do probidtico
(capsula, iogurte entre outros), uso de outros componentes
concomitantes como prebiéticos ou micronutrientes,
idade da populagdo estudada, estado clinico e
imunolégico dos portadores do HIV, uso ou ndo de
antirretrovirais, influéncia da dieta entre outros fatores
que dificulta a comparagdo e estabelecimento de
recomendacdes. No presente estudo, é também possivel
detectar limitacBes devido ao n pequeno, causado pela
dificuldade de adesdo a pesquisa de intervencéo,
entretanto os dados apresentaram distribuicdo normal e

foram obtidos resultados significativos.

5. Conclusédo

O uso probidticos das cepas Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus Lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis em
quantidades 10° UFC/dia por 28 dias continuos foi capaz
de retardar a diminuicdo da imunidade causada pela
infeccdo do HIV. Por outro lado, neste estudo ndo foi
possivel avaliar o impacto sobre microbiota intestinal
mesmo com VArios outros estudos cientificos provando a
melhora no habito intestinal e outros aspectos.

Do ponto de vista pratico, deve-se enfatizar a
suplementacdo com probidticos como importante acdo, ao
fazer parte de uma alimentacdo adequada e saudavel e
poder contribuir para imunidade desse grupo em

especifico.
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