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RESUMO

O envelhecimento populacional esta em ascensdo, trazendo consigo mudancas associadas a
senescéncia ou a senilidade. Entre os 6rgdos e sistemas mais afetados por esse processo, 0
sistema nervoso central (SNC) destaca-se como um dos principais, devido a sua vulnerabilidade
as alteracOes funcionais e estruturais associadas ao envelhecimento. Com isso, capacidades
funcionais declinam progressivamente, ha alteracdo da capacidade cognitiva e memoria.
Somado a isso, a doenca de Alzheimer (DA) é a deméncia que mais acomete a populagdo de
idosos, e 0 seu diagnostico pode em muitos casos ser precedido pelo Declinio Cognitivo Leve
(DCL). Além das alteragdes perceptiveis, hd também as alteracfes que acometem diretamente
0 SNC, como aumento dos niveis das citocinas pré-inflamatdrias, disfungdo microglial e morte
neuronal. O processo inflamatério relacionado ao envelhecimento é bem descrito, mas nos
ultimos anos vem se buscando compreender melhor a relacdo da dishiose, e consequente
alteracdo da microbiota intestinal com essas alteracGes a nivel de SNC no envelhecimento.
Somado a essa hipétese os probidticos estdo ganhando forca como uma estratégia terapéutica.
A partir disso, este estudo teve como objetivo a avaliacdo do efeito dos probidticos nos
parametros cognitivos, inflamatorios e neurotréficos em idosos controles, com DCL e DA. Para
sua execucao, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob n® 7.041.292, e registrado no
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob o nimero RBR-9gccx5c¢. A pesquisa foi
realizada com individuos com idade >60 anos, de ambos os sexos, residentes em instituicbes de
longa permanéncia, com diagndstico clinico de DCL ou DA, ou auséncia deles para compor o
grupo controle. No primeiro momento, também denominado tempo 1 (T1), foi aplicado
questionario sociodemogréafico, testes cognitivos e coleta de material bioldgico. Apds isso, 0s
idosos foram randomizados de forma aleatdria recebendo capsulas de placebo ou blend de
probidticos. Apds 12 semanas de tratamento todos, tempo 2 (T2), os testes foram repetidos,
possibilitando assim um comparativo entre o pré- e pos-tratamento. A amostra foi composta
por 53 individuos (16 controles, 18 DCL e 19 DA). Os idosos do grupo DA foram
significativamente mais velhos, e houve uma homogeneidade entre os sexos. Quando
comparado os resultados dos testes cognitivos aplicados (Miniexame do estado mental
(MEEM), teste do desenho do reldgio (TDR) e teste de fluéncia verbal (TFV) os idosos do
grupo controle apresentaram escores mais altos e significativamente melhores do que 0s idosos
com DCL ou DA. Nas andlises de modelos lineares mistos a maior parte dos achados
significativos se relacionou com a diferenca de tempo, ou seja, T1 e T2, sem influéncia do
tratamento. Foi observado entdo um aumento de IL-1p, IL-6, TGF-p ¢ uma diminuigao de IL-
4, 1L-10, e BDNF quando comparado T1 com T2. Nas analises dos niveis da citocina TNF-a, e
das neurotrofinas GDNF e NGF houve uma interacdo entre as variaveis tempo e tratamento,
sendo em TNF-o e GDNF um aumento dos niveis desses marcadores no grupo controle
suplementado com probiotico e em NGF a diferenca esteve presente no grupo DCL. Com 0s
resultados do presente estudo é possivel concluir que o tempo possui influéncia nas alteragdes
chaves do envelhecimento, e em alguns casos como das neurotrofinas, GDNF e NGF, o
probidtico teve uma tendéncia a elevar seus niveis. No entanto, a heterogeneidade entre os
individuos e a necessidade de mais pesquisas limitam as conclusdes definitivas. Os resultados
destacam a importancia de estudos personalizados para explorar o papel da microbiota intestinal
na saude cerebral.

Palavras-chave: Memoria; Inflamacédo; Probioticos; Instituicdo de longa permanéncia;
Declinio Cognitivo Leve; Doenca de Alzheimer.



ABSTRACT

Population aging is growing, bringing with it changes associated with senescence or senility.
Among the organs and systems most affected by this process, the central nervous system (CNS)
stands out as one of the main ones, due to its vulnerability to functional and structural changes
associated with aging. As a result, functional capacities progressively decline, and there are
changes in cognitive capacity and memory. In addition, Alzheimer's disease (AD) is the
dementia that most affects the elderly population, and its diagnosis can in many cases be
preceded by Mild Cognitive Impairment (MCI). In addition to the noticeable changes, there are
also changes that directly affect the CNS, such as increased levels of pro-inflammatory
cytokines, microglial dysfunction, and neuronal death. The inflammatory process related to
aging is well described, but in recent years, there has been an attempt to better understand the
relationship between dysbiosis and consequent changes in the intestinal microbiota and these
changes at the CNS level in aging. In addition to this hypothesis, probiotics are strength as a
therapeutic strategy. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of probiotics on
cognitive, inflammatory, and neurotrophic parameters in elderly controls, with MCI and AD.
For its study, it was approved by the Research Ethics Committee under No. 7,041,292 and
registered in the Brazilian Registry of Clinical Trials (ReBEC) under number RBR-9gccx5c.
The research was carried out with individuals aged >60 years, of both sexes, residents of long-
term care facilities, with a clinical diagnosis of MCI or AD, or absence thereof to compose the
control group. At the first moment, a sociodemographic questionnaire, cognitive tests, and
collection of biological material were applied. After that, the elderly were randomly assigned
to receive placebo capsules or a probiotic blend. After 12 weeks of treatment, all tests were
repeated, thus allowing a comparison between pre- and post-treatment. The sample consisted
of 53 individuals (16 controls, 18 MCI, and 19 AD). The elderly in the AD group were
significantly older, and there was homogeneity between the sexes. When comparing the results
of the applied cognitive tests (Mini Mental State Examination (MMSE), Clock Drawing Test
(CDT) and Verbal Fluency Test (VFT), the elderly in the control group presented higher and
significantly better scores than the elderly with MCI or AD. In the analysis of mixed linear
models, most of the significant findings were related to the time difference, that is, 1st and 2nd
evaluation, without influence of treatment. An increase in IL-1p, IL-6, and TGF-$ and a
decrease in IL-4, 1L-10, and BDNF were observed compared to T1 and T2. In the analysis of
the levels of TNF-a, GDNF, and NGF, there was an interaction between the variables time and
treatment, with an increase in TNF-o and GDNF levels in the control group supplemented with
probiotics and in NGF the difference was in the MCI group. With the results of the present
study, it is possible to conclude that time has an influence on the key changes of aging, and in
some cases, such as of the neurotrophins, GDNF and NGF, the probiotics tended to increase
their levels. However, heterogeneity between individuals and the need for further research limit
definitive conclusions. The results highlight the importance of personalized studies to explore
the role of gut microbiota in brain health.

Keywords: Memory; Inflammation; Probiotics; Long-term care facility; Mild Cognitive
Impairment; Alzheimer's disease.
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1. INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento populacional estd aumentando, e com isso a populacdo idosa tem
ampliado. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), idoso é todo individuo com
60 anos ou mais, e segundo projecdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
no Censo Demogréafico em 2020, essa faixa etaria, que representa 13% da populagéo do pais
tende a dobrar nas préximas décadas (IBGE, 2020). Em termos mundiais, estimativas apontam
para um crescimento de 34% da populagéo idosa, passando de 1 bilhdo em 2019 para 1,4 bilhdo
em 2050. No Brasil, esta expectativa de vida é de 76,5 anos em geral e para as mulheres ja
atingiu 80, anos (Desa, 2020; Bomfim, Silva, Camargos, 2022).

Com o envelhecimento surgem alteragbes no organismo, que sdo principalmente
caracterizadas por uma perda progressiva da integridade fisiologica, levando ao
comprometimento da funcéo e ao aumento da vulnerabilidade a doencas. Todo esse processo é
multifatorial e heterogéneo, podendo ou ndo estar relacionado com fatores genéticos (Lopez-
Otin et al., 2013; Freitas, Py, 2016; Lopez-Otin et al., 2023).

As principais alteragdes fisiologicas foram descritas no artigo “Hallmarks of aging: An
expanding universe” Lopez-Otin et al. (2023) sendo elas: Instabilidade genémica, alteraces
nos teldmeros, alteracbes epigenéticas, perda de proteostase, macroautofagia, desregulacao dos
nutrientes, disfuncdo mitocondrial, senescéncia celular, exaustao de células tronco, alteracdes
intracelulares, inflamacdo cronica e disbiose (L6pez-Otin et al., 2023).

Juntamente com o envelhecimento e a maior susceptibilidade no acometimento de
doencas, as doencas cronicas sdo as que mais acometem o0s idosos e tornaram-se um problema
de saude publica (Bektas et al., 2018). Nos Estados Unidos da América (EUA), seis em cada
10 idosos apresentam alguma doencga cronica, e alguns idosos chegam a apresentar mais de uma
comorbidade. Isso pode levar a um declinio na qualidade de vida a longo prazo, e uma
necessidade maior de cuidado desses individuos (Maresova et al., 2019). As principais doencas
cronicas que acometem essa populacdo sdo as doencas cardiovasculares, diabetes mellitus
(DM), hipertenséo arterial sisttmica (HAS) e as deméncias, sendo a doenca de Alzheimer (DA)
a mais prevalente (Maresova et al., 2019; Alzheimer’s Association et al., 2024).

Dentre os 6rgaos e sistemas mais comprometidos, o Sistema Nervoso Central (SNC) é
o0 sistema bioldgico mais atingido no processo de envelhecimento. Este sistema é responsavel

por comandar os nossos 0rgédos e sentidos (Freitas, Py, 2016). O envelhecimento cerebral ¢
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caracterizado por mudancas moleculares, estruturais, citoesqueléticas e vasculares difusas
(Halter et al., 2017). Anatomicamente ha perda cortical, degradacdo da matéria branca, reducédo
dos giros e aumento dos ventriculos (Blinkouskaya, 2021). As capacidades funcionais declinam
progressivamente com a idade e no caso do SNC ha reducdo da capacidade cognitiva, memoria,
processamento de informacdes, coordenagdo motora e habilidades visuoespaciais (Mattson,
Arumugan, 2018).

O que auxilia a manter as funcOes cerebrais ativas, com capacidades adaptativas e
cognitivas é o que € chamado de neurogénese. A neurogénese € a capacidade de formacéao de
novos neurdnios, 0s quais sao responsaveis pela transmissdo de sinapses e consequentemente a
aquisicdo de novas memorias (Burke, Barnes; 2006; Isaev, Stelmashook, Genrikhs; 2019).
Mesmo em regides cerebrais que comumente sdo mais acometidas pelo envelhecimento, como
€ 0 caso do cortex e hipocampo, estudos ja demonstram que a neurogénese segue acontecendo,
mesmo que de forma reduzida (Burke, Barnes, 2006; Isaev, Stelmashook, Genrikhs, 2019;
Moreno-Jiménez et al., 2019).

Contudo, para que a conexdo entre 0S neurdbnios possa acontecer, precisa-se de
neurotransmissores, que sdo mensageiros quimicos liberados pelos neurénios, essenciais para
0s impulsos nervosos (Gordon, Levkowitz; 2021). Os principais neurotransmissores presentes
no SNC sdo a acetilcolina, glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA), serotonina,
dopamina e histamina. Esses neurotransmissores sdo 0s responsaveis por realizar a conexao
entre o cérebro e a periferia (Haber, 1986; Homberg, 2002; Gordon, Levkowitz, 2021; Eiden et
al., 2022). Os niveis desses neurotransmissores e as conexdes também podem ser acometidos
pela idade bioldgica. A desregulacdo de um sistema de neurotransmissor esta tipicamente ligada
aum distarbio neuroldgico especifico, por exemplo, reducdo dos niveis de acetilcolina acontece
na DA e a diminuicdo dos niveis de dopamina na doenca de Parkinson (DP) (Freitas, Py, 2016;
Nimgampalle et al., 2023; Yang et al., 2023).

Além da desregulacdo do sistema de neurotransmissores, o sistema imunoldgico esta
intimamente ligado a muitas alteracdes do envelhecimento. Franceschi et al. (2000) definiu o
que hoje é chamamado de inflammaging, termo que define as altera¢Ges do sistema imunoldgico
e 0 desbalango das respostas inflamatdrias com o decorrer da idade. Essas mudancas acometem
tanto o sistema imune inato, quanto o sistema imune adaptativo (Moskalev, Stambler, Caruso,
2020; Fulop et al., 2023).
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1.2 MEMORIA E DECLINIO DAS FUNCOES COGNITIVAS NO ENVELHECIMENTO

Memoria ¢ a capacidade de armazenar e evocar informac6es armazenadas a partir
de experiéncias vividas ou ouvidas, que com o avancar da idade vai se tornando um processo
mais lento e dificultoso. No dia a dia a memdria que mais € utilizada é a memoria de trabalho,
ou memoria de curto prazo, que é capacidade de processamento e execucdo das memorias
armazenadas (Becker, Morris, 1999; Izquierdo et al., 2006; Roozendaal, Mcgaugh, 2011). Para
uma memoria ser entdo consolidada ela precisa de ativacdo celular e mudanca na distribuicéo
de representacGes de memdria entre regides cerebrais (lzquierdo, Medina, 1997; Frankland,
Bontempi, 2005; Kandel, Dudai, Mayford, 2014; Cowan et al., 2021). A memdria de curto
prazo ativa o cortex frontal e partir da transferéncia de informacGes sensérias enviadas através
do tadlamo, ela comeca a ser consolidada em memdria de longo prazo, primeiramente ativando
o0 hipocampo e na sequéncia cortex temporal e parietal para entdo serem consolidadas. Além
disso, quando a formacdo da memdria envolve a ativacdo da amigdala, principalmente em
situacBes emocionalmente intensas, como € o caso de situacfes traumaticas, essas memorias
tendem a ser mais fortes e duradouras. (Frankland, Bontempi, 2005; Roozendaal, McEwen,
Chattarji, 2009; Sekeres, Winocur, Moscovitch, 2018;). Recentemente tém-se explorado outras
areas cerebrais que também apresentam alguma relacdo com a formacéo de memaria. Como é
0 caso do cerebelo, que possui grande importancia para as atividades sensorio motoras, mas
também tem apresentado relevancia com as func@es cognitivas (Koziol et al., 2014; Ashida et
al., 2019).

Com uma funcédo imprescindivel para o ser humano, quando a meméria comeca a falhar,
e os déficits cognitivos comegam a surgir, a qualidade de vida tende a diminuir (Kandel, Dudai,
Mayford, 2014). Algumas dessas mudancas cognitivas, sdo vistas como naturais do processo
de envelhecimento, como é o caso do processamento de informacdes, que tende a comegar a
declinar a partir da terceira década de vida (Salthouse, 2010; Salthouse, 2012; Harada, Natelson,
Triebel, 2013). Além do processamento mais lentificado, a memdria de trabalho também
comega a sofrer influéncias no processo de envelhecimento (Salthouse et al., 1989; Harda,
Natelson, Triebel, 2013). Contudo, além das altera¢gdes de memaria que podem ser consideradas
normais clinicamente, ha uma linha ténue que separa o que é normal do envelhecimento e uma
fase inicial de declinio cognitivo leve (DCL) (Petersen et al., 2014, Petersen, 2016). O DCL
normalmente é descrito como a fase inicial dos declinios cognitivos que podem preceder ao

surgimento de outras deméncias, sendo a DA a mais comum (Petersen, 2016; Sanford, 2017).
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O quadro inicial de DCL, consiste em uma alteracdo leve em um ou mais dominios da
cognicdo, sem comprometimento da funcionalidade do individuo. Além disso, até 85% dos
individuos com DCL apresentam sintomas neuropsiquiatricos como irritabilidade, apatia,
ansiedade e distarbios do sono. Apos essa fase do DCL, inicia-se a DA (Liss et al., 2021).

E um desafio clinico separar o DCL da fase pré-clinica da DA, bem como da fase inicial
de inimeras outras deméncias que podem ser precedidas pelo diagnostico de DCL (Jack et al.,
2011; Albert et al., 2011; Petersen, 2016). Atualmente, o que auxilia a diferenciacdo entre esses
diagnosticos, € a utilizacdo dos biomarcadores e exames de imagem. Uma vez que o DCL se
caracteriza por alteracdes cognitivas, as outras deméncias, incluindo DA, deméncia vascular,
deméncia fronto-temporal, deméncia por corpos de Lewy, entre outras, apresentam alteracoes
tomograficas e algumas delas com presenca de biomarcadores, como é o caso da DA (Albert et
al., 2011; Petersen et al., 2014; Petersen, 2016).

1.3 DOENCA DE ALZHEIMER

A DA é uma doenca neurodegenerativa, sendo a deméncia mais prevalente na populacéo
idosa. Ela afeta cerca de 44 milhGes de pessoas em todo mundo e estima-se que esse valor
triplique ateé 2050. Ainda, estima-se que 7 milhdes de norte-americanos vivam com a doenca
(Qiu et al., 2009; Robinson, Lee, Hane, 2017; Alzheimer 's Association, 2024). A DA é
caracterizada por sintomas clinicos de declinio cognitivo, declinio funcional na realizacdo das
atividades de vida diaria (AVDs), alteracbes comportamentais, desorientacdo visuoespacial
entre outras disfuncbes neuropsiquiatricas (Alzheimer 's Association, 2024). 1sso gera impacto
ndo somente no individuo acometido, mas também nas familias e na sociedade em ambito
psicolégico, fisico, social e econémico (Freitas, Py, 2016; Vickers et al., 2016; Alzheimer 's
Association, 2024). Conforme a idade em que 0s primeiros sintomas se iniciam, a DA pode ser
classificada como precoce, quando ocorre antes dos 65 anos, ou tardia, quando aparece a partir
dos 65 anos (Reitz, Mayeux, 2014).

A etiologia da DA ainda nédo esta totalmente elucidada, contudo, sabe-se que envolve
fatores ambientais e genéticos. Ja as caracteristicas fisiopatoldgicas contam com dois principais
marcadores: a deposicdo das placas beta-amiloide (BA) e os emaranhados neurofibrilares, do
inglés “neurofibrillary tangles” (NFT) (Blennow, Zetterberg, 2018). As placas PA ou placas
senis sdo agregados extracelulares formadas de debris e restos celulares com um nucleo central

proteico solido constituido pelo peptideo BA. A patogénese inicia com a clivagem da proteina
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precursora amil6ide (APP) por meio da via amiloidogénica (Machado, 2022; de Oliveira et al.,
2021).

Quando ha o aparecimento das caracteristicas fisiopatologicas da DA a APP, através da
via amiloidogénica, é clivada pelas enzimas p-secretase (BACE-1) e y-secretase (presenilina)
produzindo filamentos insoltveis, chamados BA (Tiwari et al., 2019; de Oliveira et al., 2021).
Os peptideos PA de 40 residuos sdo secretados fisiologicamente por diversos tipos celulares no
processamento da APP, enquanto os fragmentos de 42 residuos sdo mais hidrofobicos e mais
propensos a agregacao, por isso, sdo considerados mais neurotoxicos (Gandy, 2005; Charney,
Nestler, 2009; de Oliveira et al., 2021). Esses filamentos muitas vezes podem ser degradados
pelo cérebro, porém, evidéncias recentes sugerem que o inicio da DA envolve um desbalango
entre a producdo e a degradacao destes peptideos, levando a alteracdo da homeostase, associada
com deposicdo desses peptideos e acumulo formando as placas nas fendas sinapticas
interrompendo as sinapses e a sinalizacéo celular. Neste sentido, a via amiloidogénica encontra-
se ativa de forma exacerbada e a via ndo-amiloidogénica, que produz peptideos sollveis, ndo
toxicos, estd reduzida (Hampel et al., 2021; de Oliveira et al., 2021; Orobets, Kseniia,
Karamyshev, 2023).

A infiltra¢do resultante do depodsito das placas BA estimula a resposta da microglia,
secretando quimiocinas e citocinas pré-inflamatdrias para eliminagdo das placas, porém, no
caso da DA (de Oliveira et al., 2021), diversos fatores, como 0 excesso de placas e a mutagédo
no receptor expresso nas células mieldides 2 (TREM-2) levam a ineficacia dessa eliminacéao
(Long, Holtzman, 2019; Tiwari et al., 2019).

O peptideo BA ¢é neurotdxico quando se acumula em locais como o hipocampo, a
amigdala e cortex. Ele estimula os astrécitos e micrdglia, levando a alteragdes nos axdnios,
dendritos e perdas de sinapses, resultando em alteracdes cognitivas (Breijyeh, Karaman 2020).
Apesar do peptideo BA desencadear a cascata de eventos na DA, ele ndo necessariamente se
correlaciona com a clinica e a lesdo neuronal. Aparentemente a proteina tau possui um papel
mais importante na doenca, principalmente com a formacéo dos NFTs (Roda et al., 2022).

Os NFTs séo filamentos de proteina tau hiperfosforilada. A proteina tau organiza a
tubulina neuronal em microtabulos, estabilizando os mesmos. Os microtubulos sdo importantes
componentes do esqueleto neuronal, auxiliando no seu desenvolvimento e funcdo. A
fosforilacdo da tau € um processo fisiologico, porém, em condic¢des patologicas como na DA
h& um desequilibrio da tau-quinase levando a hiperfosforilagdo que predispde a agregacéo,
formando os NFTs (Ju, Tam, 2022). Eles estdo presentes em diversos estagios durante a

evolucédo da DA e possuem fases evolutivas ja bem descritas (Breijyeh, Karaman 2020). De
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forma concomitante a essas alteragdes, contribuindo com todas as alteracfes fisiopatoldgicas
da DA, ocorre uma resposta inflamatoria cronica, mediada principalmente por micréglias e
astrocitos, desempenhando um papel central na amplificacdo nos danos cerebrais (de Oliveira
etal., 2021).

Em consequéncia a todas essas cascatas de alteracOes, até o momento, ndo existe
tratamento farmacoldgico capaz de reverter os danos ou estagnar a DA (Bonfili et al., 2017;
Khan, Barve, Kumar, 2020). Os farmacos utilizados sdo divididos em duas categorias: (1) 0s
inibidores da colinesterase, como o donepezila, a rivastigmina e a galantamina, que inibem a
enzima acetilcolinesterase responsavel por degradar acetilcolina, deste modo levando a um
aumento dos niveis deste neurotransmissor de grande importancia no aprendizado e memoria;
e (2) o antagonista parcial do receptor N-Metil D-aspartato (NMDA), a memantina, que
bloqueia receptores NMDA de glutamato e diminui o acimulo intracelular de célcio, impedindo
assim, a morte neuronal por excitotoxicidade glutamatérgica (Akbari et al., 2016; Kobayashi et
al., 2019; Xiao et al., 2020).

1.4 NEURODEGENERACAO E NEUROINFLAMACAO

E importante citar que esses eventos centrais desencadeiam outros que,
concomitantemente com a inflamacdo, cooperam com a perda de neur6nios, de sinapses e a
neurodegeneracdo nas areas cerebrais mais envolvidas com a memoria e o aprendizado,
principalmente o hipocampo e cdrtex frontal e temporal (Reitz, Mayeux, 2014; Freitas, Py,
2016; Long, Holtzman, 2019). No envelhecimento ocorrem alteragdes significativas nos fatores
neurotroficos que sdo essenciais para a sobrevivéncia e plasticidade neuronal. Estes fatores sdo
o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), o fator de crescimento nervoso (NGF) e o
fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (Budni et al., 2015). A diminuicdo desses fatores
esta associada a uma maior susceptibilidade a alteracdes no SNC, contudo a sinalizacdo de
BDNF e a relacdo com a DA é que esta mais descrita (Arancio, Chao, 2007; Gao et al., 2022).
A diminuicdo nos niveis de BDNF ou a sua perda de funcdo, apresenta relacdo direta com a
agregacao das placas BA e hiperfosforilacdo da proteina tau (Tanqueiro et al., 2018; Wang et
al., 2019; Gao et al., 2022). Com a via de sinalizagdo de NGF estando relacionada com 0s
receptores de BDNF, a alteracdo da funcionalidade de BDNF leva, consequentemente, a
alteracé@o na funcéo e sinalizacdo de NGF (Abdolahi et al., 2022). Somado a essa cascata de

alteracOes, o GDNF se relaciona de forma mais direta com o NGF, mas a sua diminui¢do ou
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perda de fungdo é mais descrita em outras doengas neurodegenerativas, como é 0 caso da
Esclerose Multipla (Razavi et al., 2015; Abdolahi et al., 2022).

Além da diminuicdo dos fatores neurotréficos o envolvimento da neuroinflamacao no
envelhecimento vem ganhando mais enfoque nos altimos anos, porque ao longo da vida ha um
acumulo de danos, juntamente com a diminuicdo gradual na capacidade do corpo de reparo no
processo de envelhecimento (Lopez-Otin et al., 2013; Yarbro et al., 2020; Lopez-Otin et al.,
2023). Os macrofagos sdo as células que estdo intimamente relacionados com 0 processo
inflamatdrio, e sua desregulacdo com a idade correlaciona com o aumento dos processos
inflamatdrios no envelhecimento (Yarbro et al., 2020). Quando os macr6fagos estdo ativados
ocorre um aumento na secre¢do de citocinas pro-inflamatérias, incluindo interleucina-6 (IL-6),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1f), 0 que é uma resposta comum
do organismo, para o0 combate de patégenos. A ativacdo inflamatoria do sistema imunologico
pode ser desencadeada por meio da deteccdo de padrbes moleculares associados a danos
(DAMPs) ou padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS) ou receptores de
reconhecimento de padrées (PRR). Contudo, no envelhecimento, essas citocinas estdo
constantemente sendo liberadas, porque had um desbalanco no controle pré-inflamatdrio e anti-
inflamatorio. Esse desbalanco se relaciona com a senescéncia, a desregulacdo da capacidade
fagocitaria dos macrofagos e, a deficiéncia na producdo de trifosfato de adenosina (ATP) pelas
mitocdndrias, bem como um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (Murray et
al., 2014; Rea et al., 2018; Yarbro et al., 2020).

Estudos mostram que a maioria dos polimorfismos encontrados em individuos com DA
séo em genes envolvidos na imunidade inata (CR1, MS4A, CLU, ABCA7, EPHAL e HLA-
DRB5-HLA-DRB1) e em receptores microgliais, como CD33 e TREM-2 (Garcez et al., 2017;
Yang et al., 2017; Garcez et al., 2019). O aumento da inflamacéo pode ser detectado tanto no
liquido cefalorraquidiano (LCR) quanto no sangue dos individuos com DA. Individuos com
lesbes cerebrais amiloides e alteracdo cognitiva, mostram aumento de quimiocinas pro-
inflamatorias quando comparados com individuos saudaveis (Cheng et al., 2021). Além disso,
estudos tém demonstrado que o peptideo BA pode ativar os PRR e consequentemente, o sistema
imune inato (Bachstetter et al., 2011; Lin et al., 2013). A ativagdo imune gera inflamacéo
através do TREM-2, conforme citado anteriormente, e através de outros como NLR e NLRP3,
CD33, CD22 e CD68 (Stuart et al., 2019; Chen et al., 2021). Entao, o acimulo de BA leva a
fagocitose do mesmo pela microglia podendo levar a ativacdo microglial (microgliose) com
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, hiperfosforilacdo da tau, disfuncéo da sinapse, perda

de neur6nios e comprometimento cognitivo. A microglia disfuncional & menos capaz de
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fagocitar BA e de inibir o aumento das placas BA e da hiperfosforilagcdo da tau resultando em
dano neuronal (Heckmann et al., 2019; Long, Holtzman, 2019).

A microgliose envolve a formacdo do inflamassoma, um complexo proteico, entre as
quais encontra-se 0 NLRP3. Apds a fagocitose pela microglia, via receptores Toll like (TLR-2,
-4 e -6), a PA ativa o inflamassoma NLRP3 levando a ativagdo da caspase-1 e maturacdo e
liberacdo de IL-1p. O inflamassoma NLRP3 ¢ ativado em cérebros com DA e DCL, fazendo
com gue ocorra um aumento da liberacéo de IL-1p nesses individuos (de Oliveira et al., 2021).

Mesmo estando bem descrita, a inflamacéo crénica de baixo grau ou inflammaging, nos
idosos, ¢ algo recente, que s6 foi incluida no “Hallmarks of aging” de Lopez-Otin na edigdo de
2023, juntamente com outros dois novos marcos, macroautofagia e disbiose (Lopez-Otin et al.,
2023). O inflammaging e a dishiose podem ser correlacionados, uma vez que o aumento da
inflamacéo leva a um aumento da liberacdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias e
aumento da permeabilidade da mucosa intestinal (Thevaranjan et al., 2017; Kowalski, Mulak,
2019).

1.5 EIXO MICROBIOTA- INTESTINO-CEREBRO

A microbiota intestinal, também conhecida como flora intestinal, consiste em uma
variedade de espécies de microrganismos que vivem no trato gastrointestinal (TGI). A
microbiota é individual e possui caracteristicas Unicas para cada ser vivo. Cada individuo possui
um grupo particular de microrganismos 10 vezes maior que o numero de células humanas, e
esses microrganismos coletivamente contém mais de 100 vezes o nimero de genes humanos,
sendo que a microbiota do adulto chega a pesar até 1 kg, sendo que a maior parte dela se
concentra no célon (Gill et al., 2006; Handley, Dube, Miller, 2006; Bonaz et al., 2018).

As funcdes do intestino vdo além de um tubo absortivo que transporta, digere, absorve
e excreta nutrientes e fluidos, esse 6rgdo também esta associado aos sistemas imunoldgico,
endocrino e neuroldgico (Wang, 2016). O tecido linfatico da mucosa intestinal é considerado o
maior e principal érgao imunolégico, responsavel por 70-80% do sistema imunoldgico do corpo
humano (Sharon et al., 2016; Kim et al., 2018; Snigdha et al., 2022).

Em individuos adultos, na microbiota intestinal prevalece o filo Firmicutes (51%), que
inclui os grupos Clostridium cocoides e Clostridium leptum e o género Lactobacillus e o filo
Bacteriodetes (48%), que inclui os géneros Bacteroides e Prevotella. Filos menos populosos
constituem o restante da populagcdo, como: Proteobacteria, Fusobacteria, Spirochaetae,

Verrucomicrobia, Lentisphaerae e Actinobacteria, incluindo o género Bifidobacteria (Westfall
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et al., 2017). O TGI é relativamente equilibrado em quantidade e diversidade, e alteraces
nesses fatores estdo relacionadas ao desenvolvimento de multiplas doengas (Sharon et al.,
2016).

Mudancas na flora microbiana podem acontecer ao longo da vida por alguns fatores
externos como maus habitos alimentares ou uma dieta pobre em nutrientes, estresse e consumo
excessivo de antibidticos. Essas alteracbes podem ocasionar no surgimento de algumas doencas
como obesidade, cancer colorretal, doenca inflamatdria intestinal, DM do tipo 2 e até doencas
neurodegenerativas (Mayer et al., 2014; Quigley, 2017; Angelucci et al., 2019; Megur et al.,
2020). Além dos fatores ja citados que podem influenciar na microbiota intestinal, ainda tenta-
se compreender se sO o envelhecimento ndo seria suficiente para causar alteracbes na
microbiota, sem se relacionar com todos os outros fatores externos (Quigley, 2017; Angelucci
etal., 2019).

Com todas essas alteracdes o eixo intestino-cérebro tem-se mostrado cada vez mais um
alvo promissor para se compreender a sua relacdo com disturbios psicoldgicos e déficit
cognitivo (Cryan et al., 2019; Doifode et al., 2021). A alteracdo na microbiota pode influenciar
0s neurotransmissores e afetar a comunicacdo do eixo intestino-cérebro. A conexdo eixo
intestino-cérebro é complexa e bidirecional, envolvendo vias imunes, enddcrinas e neurais
(Megur et al., 2020).

A comunicacdo do intestino com o SNC acontece com auxilio do nervo vago que
conecta os neurdnios intestinais com o SNC. O nervo vago conecta-se com a medula espinhal,
do sistema nervoso autbnomo (SNA) e fibras eferentes e aferentes do tronco cerebral,
permitindo assim que o tronco cerebral controle diversas fungdes intestinais (Bonaz et al., 2018;
Megur et al., 2020; Morais, Schreiber, Mazmanian, 2021; Ahmed et al., 2022). Além do nervo
vago, substancias quimicas intestinais também conseguem atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) e conectar-se com 0 SNC, através da circulacdo sanguinea. A BHE e
a mucosa intestinal permitem a passagem de algumas moléculas como citocinas que
influenciam tanto no cérebro quanto no intestino (Collins, Surette, Bercik, 2012; Thevaranjan
etal., 2017; Bonaz et al., 2018; Megur et al., 2020; Doifode et al., 2021; Ahmed et al., 2022).

A exposicdo cronica a inflamacdo leva entdo a alteracdo dos macrofagos, e esta
disfuncéo é uma potente produtora de citocinas pro-inflamatérias, tais como IL-6, TNF-a e IL-
1B, 0 que contribui para ativacdo das células gliais, astrocitos e microglia, sendo que a microglia
apresenta maior vulnerabilidade a alteracGes da microbiota, podendo levar a sua disfungéo ou
morte. Essas alteracbes microgliais, aumentam com o envelhecimento, pois neste estado

fisioldgico ha um aumento de metabolitos toxicos intestinais (Thevaranjan et al., 2017; Teng et
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al., 2022; Huang et al., 2023; Loh et al., 2024). Estudos recentes mostram uma forte relagado
entre ativacdo microglial e astrocitaria com a neuroinflamacdo e neurodegeneracdo (Lee,
Wheeler, Quintana, 2022; Patani, Hardingham, Liddelow, 2023).

A microbiota desempenha um papel vital na regulacdo de doencas. Em um organismo
saudavel, os microrganismos regulam o pH digestivo e criam uma barreira protetora contra
agentes infecciosos. Ela estd presente no corpo humano desde o nascimento e pode variar de
acordo com a idade (Angelucci et al., 2019; Megur et al., 2020). Fatores ambientais também
podem influencia-la. Claesson et al. (2012) mostraram que idosos que vivem em instituicdes
de longa permanéncia (ILPIs), ou na comunidade, apresentaram diferencas na flora intestinal,
sendo que os residentes de ILPIs apresentaram diminuig&o na microbiota intestinal.

Os microorganismos intestinais nao envelhecem, mas as incidéncias de comorbidades,
disbiose e inflamacéo associadas a microbiota intestinal aumentam a medida que o hospedeiro
envelhece. Foi observado que em individuos com DA, a microbiota apresenta menores niveis
de bactérias e diminuicdo dos niveis de butirato, o que deixa a mucosa intestinal mais
permeavel, o que pode levar ao aumento da inflamacao cerebral e, consequentemente, a perda
cognitiva e doencas como DA (Franceschi et al., 2019; Megur et al., 2020; Gonzalez, Butler,
Barrientos, 2021). Na Fig. 1 é possivel visualizar essa comunicagdo entre o eixo microbiota-
intestino-cérebro mediada principalmente pelo nervo vago, mas também influenciada pelos

fatores que foram citados ao longo desse topico.

Figura 1 - Comunicacdo no eixo intestino-cérebro: a conexdo entre intestino e
cérebro é mediada de forma bidirecional através do nervo vago. Quando ha presenca de
disbiose, esta leva a ativacdo das células glias como astrocitos e microglias, aumentando a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-1B) influenciando na permeabilidade
intestinal e da barreira hematoencefalica, podendo levar a uma inflamacdo sistémica. A
alteracdo cerebral desencadeada pela dishiose pode estar associada com a neuroinflamacao
presente em doencas neurodegenerativas como a DA.
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A primeira correlagdo entre DA e microbiota intestinal foi dada a partir da inflamacéo.
Alteracdes na microbiota acontecem gquando hd um aumento na permeabilidade intestinal e
assim ha um aumento de citocinas pré-inflamatorias (Thevaranjan et al., 2017; Megur et al.,
2020; Morais, Schreiber, Mazmanian, 2021). Além do aumento da permeabilidade e de
citocinas pro-inflamatérias, um estudo de Cattaneo et al. (2017) mostrou que idosos com DA
possuem aumento de bactérias pro-inflamatdrias e reducdo de bactérias anti-inflamatorias
guando comparados com idosos saudaveis, corroborando com esta hipotese. Além disso,
bactérias como Escherichia coli, Salmonella enterica, Bacillus subtilis, Mycobacterium
Tuberculosis, e Staphylococcus aureus produzem fibras amildides extracelulares. Estes
peptideos amiloides sdo diferentes dos peptideos humanos em sua estrutura primaria, porém
possuem semelhancas em sua estrutura terciaria. Essa semelhanga pode ativar o sistema
imunoldgico, predispondo a formagéo de peptideos amiloides no cérebro do individuo. Estudos

mostraram uma associagdo entre a composi¢cdo da microbiota intestinal e os niveis amiloides
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no cérebro (Megur et al, 2020; Doifode et al., 2021; Dissanayaka et al., 2024). Adicionalmente,
um microbioma intestinal com maior presenca de Fusicatenibacter, Blautia e Dorea ou
Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes esta presente em individuos com DA ou DCL e
pode estar associado a pontuacdes mais baixas em testes cognitivos e a um aumento de citocinas
pré-inflamatorias, como IL-6, CXCL2, NLRP3 e IL-1B (Cattaneo et al., 2017; Forster et al.,
2019; Dissanayaka et al., 2024).

Corroborando com essas hipoteses, um estudo realizado com camundongos entre 18-22
meses de vida, germe-free, que ndo apresentavam inflamacao, demonstrou que s6 com o
envelhecimento a colonizagdo desses animais modificou e impulsionou a disbiose e um
aumento da permeabilidade intestinal, principalmente mediada por IL-6 (Thevaranjan et al.,
2017). Em adicdo a essas hipoteses, em estudo de Sun et al., (2020) os pesquisadores injetaram
BA1-42 na parede gastrica e um ano apds foi observado a marcagdo desses oligomeros fA1-42 N0
nervo vago ¢ no cérebro desses camundongos. Além da presenca de PAi142, 0S animais
apresentaram déficit cognitivo, corroborando com a hipotese da relacdo intestino-cérebro-DA.

A presenca de disbiose sugere efeitos negativos na funcdo cerebral e no comportamento
do hospedeiro, sugerindo ter papel potencial no desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, tais como DP e DA. Essa correlagdo inclui depdsito de AP,
neuroinflamacéo, estresse oxidativo e ativacao glial. Somado a isso, individuos com disbiose,
dieta pobre e estilo de vida sedentario tém risco aumentado para o desenvolvimento da DA
(Haran et al., 2019; Guo et al., 2021; Nguyen et al., 2023).

Apesar de varias hipdteses para DA, como a hip6tese amiloide, proteina tau, inflamacéo
e outras, a dishiose surgiu como um mecanismo provavel que corrobora essas hipoteses (Kesika
et al., 2021; Nguyen et al., 2023).

1.6 PROBIOTICOS

Probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a salde do hospedeiro
guando administrados em quantidades adequadas, possivelmente através de seus efeitos anti-
inflamatdrios ou antioxidantes (Wallace, Milav, 2017). Recentemente, alguns probidticos
mostraram influenciar o SNC e o comportamento através do eixo intestino-cerebro (Den et al.,
2020).

As bactérias envolvidas na microbioma intestinal sdo variaveis para cada pessoa, mas
foi demonstrado que individuos com DA tém uma prevaléncia de bactérias pro-inflamatérias,

como Bacteroidetes, e uma reducdo de bactérias anti-inflamatorias, como Bifidobacterium
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(Vogt et al., 2017; Kobayashi et al., 2019). Ainda ndo esta claro se essa mudanca na microbiota
intestinal ocorre antes ou depois do desenvolvimento da doenca. No entanto, ela influencia a
inflamacéo sistémica e do SNC, impactando na cognic¢édo do individuo, o que pode acelerar o
progresso da doenca (Megur et al., 2020).

O impacto dos probidticos no inicio dos sintomas e na progressao da DA ainda néo esta
claro. Até o0 momento, existem poucos ensaios clinicos, que foram feitos em individuos com
DA. O estudo feito por Akbari et al. (2016) mostrou que suplementacdo com probiotico
contendo Lactobacillus acidophilus, L. casei, Bifidobacterium e L. fermentum melhorou a
funcdo cognitiva e a fungdo metabdlica de individuos com DA. Da mesma forma, Agahi et al.
(2018) obtiveram resultados semelhantes, os pesquisadores notaram melhora na funcéo
cognitiva nos individuos com DA tratados com probidtico.

Para avaliar a influéncia da microbiota intestinal, alguns estudos fizeram experimentos
com pré e probidticos. A maioria dos estudos se concentra em probiéticos com bactérias do filo
Bifidobacterium e Lactobacillus, uma vez que sdo conhecidas por suas propriedades anti-
inflamatdrias (Wu et al., 2023; Zhu et al., 2023). Além disso, a partir de estudos com animais,
ndo é dificil observar que os probidticos exercem uma influéncia importante no SNC (Lee et
al., 2023; Kwon et al., 2023).

Ensaios clinicos também mostraram impactos positivos na salde do SNC apos
tratamento com probidticos. O tratamento com Bifidobacterium breve por 16 semanas
melhorou a pontuacdo total em escores cognitivos, evidenciando a influéncia do probidtico na
cognicdo humana (Xiao et al., 2020). Com a mesma bactéria, apds tratamento por 24 semanas,
os idosos apresentaram melhora nos subdominios do ADAS-Jcog e mini-exame do estado
mental (MEEM) (Asaoka et al., 2022). Outro estudo, com Bifidobacterium longum, também
demonstrou que o tratamento com o probidtico por apenas oito semanas aumentou
significativamente a pontuacdo dos idosos nos testes cognitivos (Shi et al., 2022).

Alguns desses estudos se concentraram exclusivamente em pontuacgdes cognitivas e ndo
analisaram as caracteristicas bioquimicas dos individuos, mas, outros estudos fizeram anéalises
bioguimicas e encontraram diferengas importantes. Em um estudo com populagdo taiwanesa,
idosos tomaram o probidtico com Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium bifidum, B.
animalis, B. breve e B. longum por 12 semanas, e foi observado que, embora os individuos ndo
apresentassem diferenca no desempenho cognitivo, houve aumento dos niveis do fator BDNF
e superoxido dismutase (SOD) no soro dos individuos, bem como diminuigdo dos niveis de IL-
1B, malondialdeido (MDA), cortisol e teor de carbonilagdo de proteinas (Hsu et al., 2023). De
acordo com este estudo, também foi relatado que idosos tratados com um probiotico composto
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por B. bifidum e B. longum por 12 semanas, apresentaram reducdo de bactérias pro-
inflamatdrias e aumento dos niveis séricos de BDNF (Kim et al., 2021). Para mais uma vez
afirmar a correlacdo entre a microbiota cerebral e intestinal, outro estudo encontrou aumento
dos niveis de BDNF em idosos com DCL apos tratamento probiotico por 12 semanas (Fei et
al., 2023).

Assim, na Fig. 2, explica-se os beneficios dos probidticos em idosos com DA a partir
de estudos clinicos. E evidente que o tratamento com probidticos pode exercer um efeito
positivo na saude cerebral e na funcdo cognitiva. Especialmente probioticos relacionados a
bactérias anti-inflamatdrias, como Bifidobacterium e Lactobacillus. No entanto, a partir desses
achados mais estudos sdo necessarios para compreender melhor os mecanismos especificos nos
quais as bactérias atuam para aumentar neurotrofinas, modular a liberacéo de citocinas pro- e

anti-inflamatorias, bem como melhorar o desempenho cognitivo.

Figura 2 - Mudancas na diversidade da microbiota ao longo da vida levam a uma diminuigéo
de Bifidobacterium e Lactobacillus e um aumento da permeabilidade intestinal, liberacdo de
citocinas pré-inflamatorias e um aumento de Escherichia coli e Bacteroides. A suplementacéo
de probidticos possibilita um reequilibrio na flora intestinal aumentando os Bifidobacterium e
Lactobacillus e diminuindo Escherichia coli e Bacteroides, bem como as citocinas pro-
inflamatorias.
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A partir disso, neste estudo visa-se compreender melhor a correlagéo do uso de um blend
de probioticos composto por Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum e Bifidobacterium breve, controlado pelo uso de placebo, com relacdo a cognicéo,

mediadores inflamatorios e niveis de fatores neurotréficos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de probidticos em parametros cognitivos e em niveis de mediadores
inflamatorios e fatores neurotréficos de idosos controle, com DCL e DA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Analisar o perfil sociodemografico e clinico dos individuos com DCL, DA e
controle;

b. Avaliar a cognicdo antes e ap0s o tratamento com probidticos em individuos com
DCL, DA e individuos controle;

C. Verificar os niveis das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, TGF-p, IL-4 e IL-10 antes
e apds o tratamento com probidticos no sangue periférico de individuos com DCL, DA e
controle;

d. Verificar os niveis das neurotrofinas BDNF, NGF, GDNF antes e apds o

tratamento com probidticos no sangue periférico de individuos com DCL, DA e controle.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Este estudo é um ensaio clinico randomizado, triplo cego e controlado por placebo, do
tipo longitudinal. Esta pesquisa faz parte de um projeto maior intitulado “Sinalizacdo do eixo
intestino-cérebro em individuos com DCL ou DA residentes no Sul do Brasil” que foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (parecer
n°® 7.041.292) (ANEXO A) e o seu relato foi pautado seguindo as recomendagdes do
Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) (Schulz et al., 2010). Este ensaio
clinico foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC) sob 0 nimero RBR-
9gcex5ce. Toda a pesquisa seguiu os principios éticos estabelecidos na Resolucdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude.

Antes da participagdo, todos os individuos foram informados sobre os objetivos da
pesquisa, beneficios, possiveis riscos e desconfortos que poderiam estar associados ao estudo
(Brasil, 2012). Aqueles que aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE A), recebendo uma copia do documento. Os dados da
pesquisa foram confidenciais.

A coleta de dados ocorreu em dois momentos, a primeira coleta, que também pode-se
chamar de tempo 1 (T1), foi onde foi coletado de todos os participantes os testes especificos e
material biolégico. Também foi realizada a randomizacdo dos individuos entre tratamento
placebo e probidtico. Apds 12 semanas, foi realizada a segunda coleta ou o que também pode-
se chamar de tempo 2 (T2), realizando novamente as mesmas coletas da etapa 1, para entdo

gerar uma analise comparativa de antes e depois com os individuos.

3.2 PARTICIPANTES

O estudo avaliou 69 idosos com idade igual ou superior a 60 anos, divididos em trés
grupos: individuos (1) sem diagnostico de alteragdes cognitivas (controle), (2) com DA e (3)
DCL. Os participantes foram recrutados a partir dos critérios de elegibilidade e com base no
diagnostico medico. Os idosos do grupo controle foram selecionados entre aqueles que

atendiam aos critérios de inclusdo, mas ndo apresentavam diagnostico de DA ou DCL.
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3.2.1 Local do estudo

Os participantes foram recrutados em ILPIs nos municipios de Criciuma e Sideropolis
—SC (ANEXOS B, C, D, E e F). Foram recrutados 69 idosos com DA, DCL ou controle, todos

residentes nas ILPIs participantes.

3.2.2 Critérios de inclusao

- Individuos de ambos 0s sexos, residentes de ILPIs dos municipios do Sul do Brasil;
- Individuos que aceitaram participar do estudo e assinaram o TCLE;

- Idade igual ou maior a 60 anos;

- Alimentacdo por via oral;

- Nivel cognitivo suficiente para responder os questionarios.

3.2.3 Critérios de exclusao

- Deficiéncia visual parcial ou total;

- Deficiéncia auditiva severa e profunda;

- Diagnostico de transtornos psiquiatricos gerais;

- Na&o possuir condi¢des de responder os questionarios de forma independente;
- Possuir doencgas no trato gastrointestinal,

- Diagnostico neurolégico compativel com sindromes ou malformacoes;

- Estar fazendo uso de antibidtico;

- Infeccdo viral recente.

3.3 INTERVENCAO

A intervencdo do estudo consistiu na administragdo de uma formulagdo de probioticos
em cépsulas. Essa formulagdo foi um blend de probiéticos, incluindo Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium breve, com
concentracéo de 1x10° UFC/mL. As cépsulas de intervencéo foram indistinguiveis das capsulas
de placebo, que continham apenas maltodextrina. Os probioticos utilizados foram adquiridos

de uma fonte confiavel, fornecidos pela empresa Gabbia Biotecnologia, devidamente
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autorizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que segue rigorosamente
as diretrizes de controle de qualidade estabelecidas.

As capsulas foram entregues presencialmente aos participantes em dois momentos: no
inicio do estudo, em que foram fornecidas 45 capsulas de probidtico ou placebo e, apos 45 dias
de intervengédo, em que foram entregues as restantes 45 unidades, totalizando 12 semanas de
tratamento. As céapsulas tinham aparéncia, cor, cheiro, tamanho e embalagem idénticos para
ambos 0s grupos. A Unica diferenca nos pacotes era a identificacdo externa, sendo um rotulado
como “grupo A” e o outro como “grupo B”. Durante todo o periodo do estudo, os participantes
foram orientados a manter seus habitos dietéticos e de estilo de vida, sem alteragdo no padréo

alimentar.

3.3.1 Instrumentos de avaliacdo

Questionario Sociodemografico: Instrumento elaborado pelos pesquisadores. Esse
questionario possui variaveis especificas para cada area investigada com o objetivo de coletar
informacgdes acerca das condi¢des sociais, demograficas, econémicas e de salude dos idosos
entrevistados, como por exemplo, sexo, idade, escolaridade, histérico de doengas e estado civil.
O questionario possui variaveis especificas para cada area investigada (APENDICE B).

Mini Exame do Estado Mental (MEEM): foi elaborado por Fosltein, Mchughc,
(1975) com o objetivo de substituir testes de inteligéncia muito longos para a populagéo idosa.
E considerado “mini” segundo os autores, pois possui apenas 7 questdes as quais sdo
respondidas em um intervalo de tempo de 5 a 10 min. Além disso, estudos de validacédo e
avaliacdo no Brasil, vem pesquisando a adaptando este instrumento para a populacéo brasileira,
(Brucki, et al., 2003; Bertolucci et al., 1994). Por ser um teste utilizado largamente,
principalmente em pesquisa, ele permite a avaliagdo da fungdo cognitiva e o rastreamento de
estagios demenciais, e deve ser utilizado considerando os pontos de corte: analfabetos > 20; 1
a 4 anos de estudo > 25; 5 a 8 anos de estudo > 27; 9 a 11 anos de estudo > 28; > 11 anos de
estudo, 29 pontos (Brucki et al., 2003) (ANEXO G).

Teste do desenho do relégio (TDR): esse teste pode ser complementar para 0 MEEM
e proporcionar um avanco significativo na deteccdo e monitoramento da funcdo cognitiva
(Sunderland et al., 1989; Kato et al., 2013). Além disso, também pode ser utilizado como
rastreio clinico no auxilio do diagnostico de deméncia, bem como na avaliagdo da progresséo
da doenca, pois investiga Memoria Visual; Habilidades Visuoconstrutivas; Funces Executivas
e Pensamento Abstrato (Sunderland et al., 1989; Hamdan, 2008) (ANEXO H).
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Teste de fluéncia verbal (TFV): é um teste répido e facil, que avalia busca e
recuperacdo de dados, habilidades de organizacdo, autorregulacdo e memaria operacional,
porém, avalia apenas a fluéncia verbal (Aprahamian et al., 2019). Foi adaptado e normatizado
no Brasil por Brucki et al. (1997), sendo em sua aplicacéo solicitado ao participante que nomeie
0 maior nimero de animais em 1 minuto, sendo cronometrado o tempo. N&o possui interferéncia
da idade, sendo adequado a populacdo longeva, porém, possui interferéncia da escolaridade,
sendo necessario ajuste dos pontos de corte conforme anos de estudo (Brucki et al., 1997)
(ANEXO I).

3.3.2 Anélise bioquimicas

Andlise dos niveis séricos de citocinas e neurotrofinas: Primeiramente foi
realizada a coleta, tanto em T1 quanto em T2, de sangue total, o qual foi transferido para o tubo
sem aditivo, onde na sequéncia era realizada a centrifugacao a 3.500 rpm por 10 min. Apéds a
centrifugacdo o soro foi colocado em aliquotas de eppendorfs e armazenado em freezer -20°C
até o momento em que foram realizadas as dosagens bioquimicas. A quantificagdo das citocinas
(IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-4, IL-10 e TGF-B) foi realizada utilizando um kit de imunoensaio
enzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) da marca Invitrogen (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, EUA), e neurotrofinas BDNF, NGF e GDNF a partir da marca R&D
Systems (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) conforme as recomendacdes do fabricante.
As placas de microtitulagéo (96 pogos de fundo plano) foram incubadas durante a noite com o
anticorpo de captura em -8°C. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com tampao
fosfato de lavagem, e em seguida, foram bloqueadas com uma solugédo de tampéo fosfato com
albumina 1% durante 1 ou 2 horas, dependendo da recomendagdo do Kit, em temperatura
ambiente. Apos, foram incubadas as amostras homogeneizadas e a curva padrao, diluidas em
solucdo tampdo, e estas também ficaram incubadas em -8°C até o dia seguinte. No 3° e Gltimo
dia, as placas foram lavadas trés vezes com tampédo de lavagem, e em seguida, incubadas com
anticorpo de deteccdo por mais 1 ou 2 horas também em temperatura ambiente. Depois das
lavagens, foi incubado uma peroxidase conjugada com estreptavidina por 20 ou 30 minutos e,
apos, o substrato (perdéxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1) por mais 15 ou 20 minutos,
e a reacdo foi finalizada pela adi¢do de &cido sulfarico 2N. As leituras das placas foram
realizadas em espectrofotbmetro para microplacas, com comprimento de onda, de 450nm. Os
resultados foram expressos em pg/mL com base na curva padrdo gerada a partir dos padrdes

fornecidos pelo kit.
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3.4 DESFECHOS

3.4.1 Desfecho primario

A avaliacéo da cognicéo, avaliada pelos testes de MEEM, TFV e TDR compuseram a
variavel de desfecho primario deste estudo, sendo cada um dos testes analisados de forma

independente.

3.4.2 Desfecho secundario

O desfecho secundério foi a analise das citocinas (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-4, IL-10 e
TGF-B) e neurotrofinas (BDNF, NGF ¢ GDNF) dos individuos participantes deste ensaio
clinico. Cada um dos marcadores avaliados também foi analisado de forma independente.

3.5 RANDOMIZACAO

Os voluntérios foram randomizados para receberem probidticos ou placebo. A
randomizacéo foi realizada por um membro da equipe de pesquisa, por meio de uma tabela de
randomizacéo simples, e os grupos foram definidos com base em envelopes lacrados contendo
a designacéo do grupo de intervencdo. Os participantes foram alocados em cada um dos grupos
(probiético ou placebo) em uma proporcao de 1:1. Apds a determinacdo da elegibilidade e a
assinatura do TCLE, cada individuo recebeu um envelope contendo as capsulas com a

identificacdo do grupo de intervencao, "grupo A" ou "grupo B".

3.6 CEGAMENTO

O estudo foi realizado no formato triplo-cego, garantindo que os participantes, 0s
responsaveis pela coleta de dados e os avaliadores dos desfechos ndo tivessem conhecimento
da alocacgéo dos tratamentos. O processo de cegamento foi implementado conforme descrito a
sequir:

o Participantes: as capsulas tinham a aparéncia (cor, forma e tamanho), o cheiro e a
embalagem idénticas para os dois grupos (probidtico e placebo). A Unica diferenca nos pacotes

era a identificacdo externa, sendo um rotulado como “grupo A” e o outro como “grupo B”.
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o Responsaveis pela administracdo das cépsulas e coleta de dados: as capsulas foram
distribuidas de forma randomizada em “grupo A” e “grupo B”. Esse procedimento assegurou
que os responsaveis pela administracdo nao soubessem qual tratamento estava sendo atribuido.

o Avaliadores dos desfechos: todas as avaliagdes foram realizadas por profissionais cegos
a alocacdo dos grupos. As analises estatisticas foram conduzidas sem identificacdo dos grupos,

utilizando apenas os cddigos previamente estabelecidos (“grupo A” e “grupo B”).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria). Teste de ANOVA foi utilizado para avaliar as
diferencas entre os grupos (controle X DA X DCL) com relacdo as variaveis demograficas,
caracterizacdo de saude e analise dos desfechos quando continuas e qui-quadrado quando
categdricas. Quando significativas, analises post hoc (teste t) foram realizadas entre os grupos
(controle x DA, controle X DCL, DA x DCL). Também foram utilizados testes paramétricos
(Teste T pareado, Student T-test) para variaveis com distribuicdo normal e testes nédo
paramétricos (Wilcoxon signed-rank test) para variaveis com distribuicdo ndo normal, e
comparar as condicdes de tratamento (placebo x probidtico) com relagdo aos desfechos no T1
e no T2 (resultados em anexo).

Analises longitudinais: Analises longitudinais: primeiro, uma série de modelos lineares
mistos foi aplicada (em T1 e T2) (Gill, 2000). Os preditores (efeitos fixos) avaliados foram
grupos (probidtico e placebo), tempo (ou seja, variavel ficticia com niveis "pré-tratamento” e
"pbs-tratamento™) e interacdo tempo-tratamento. Um efeito de interceptacéo aleatdria também
foi modelado para cada participante, permitindo-nos controlar as diferencas médias individuais
na linha de base (Harrison et al., 2018). Comparac6es post hoc adicionais foram realizadas
usando testes t de Student e os tamanhos dos efeitos foram calculados pelo coeficiente de
correlacdo de Pearson (r < 0,10 tamanho do efeito pequeno; r < 0,30 tamanho do efeito médio;
r < 0,50 tamanho do efeito grande) (Cohen, 1992). Todas as variaveis significativas
consideraram um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Para entdo finalizar a apresentacéo
dos resultados deste estudo, e compreender de forma mais clara e intuitiva os achados do
presente estudo, foi realizada a anélise de particdo de variancia (APV) para investigar de que
forma a variabilidade de um conjunto de dados (testes cognitivos, citocinas e neurotrofinas), é

explicado por diferentes fontes. E possivel entdo compreender qual a porcentagem da



42

variabilidade do conjunto de variaveis pode ser explicado por fatores especificos ou
inespecificos.
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4 RESULTADOS

41  CARACTERIZACAO DA  AMOSTRA QUANTO AOS  DADOS
SOCIODEMOGRAFICOS E DE SAUDE

Foram incluidos neste estudo 69 individuos voluntarios (32 controles; 18 com DCL; e
19 com DA) entre 0s meses de agosto de 2023 a dezembro de 2023. Todos os idosos
participantes eram residentes de ILPIs. Os participantes foram alocados aleatoriamente nos
grupos placebo (16 controles; 10 com DCL; e 9 com DA) e probidticos (16 controles; 8 com
DCL; e 10 com DA) recebendo o tratamento por 12 semanas consecutivas. No grupo placebo
houve uma perda de 10 participantes do grupo controle, sendo que todos foram excluidos apos
a analise dos dados por terem apresentado um escore <20 no MEEM. Dos participantes que
receberam o blend de probidticos também 10 participantes foram descontinuados do estudo,
sendo um devido a falecimento, trés por ndo realizarem a segunda avaliagéo e seis por terem
apresentado um escore <20 no MEEM, sendo esse um valor que nao classifica diagndstico de
deméncia, mas é o ponto de corte utilizado na testagem (Brucki et al., 2003). Os pacientes
excluidos da analise final, com escore <20 no MEEM foram apenas do grupo controle, uma vez
que esses individuos deviam estar cognitivamente saudaveis. Finalizou-se assim 28
participantes no grupo placebo e 25 participantes no grupo blend de probidticos, totalizando 53

individuos avaliados.

Figura 3 - Fluxograma do progresso da amostra através das fases do estudo.

[ | nCI u SéO ] Avaliados para elegibilidade (n = 71).

Excluidos (n =2)
Idade menor que 60 anos (n =2)

Randomizados (n = 69)

Controle (n = 32)

Declinio Cognitivo Leve (n = 18)
Doenca de Alzheimer (n = 19)

'

i [ Alocacao ] l

Grupo intervengdo (n = 35) Grupo placebo (n = 34)
Controle (n = 16) Controle (n = 16)
Declinio Cognitivo Leve (n = 10) Declinio Cognitivo Leve (n = 8)

Doenga de Alzheimer (n =9) Doenga de Alzheimer (n = 10)
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[ Avaliacao ]

Perda de seguimento (n = 10)
Falecimento (n=1)

Escore <20 no MEEM (n = 6)

N&o realizou a segunda avaliagéo (n = 3)

l
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l

[ Analise ]

Analisados: (n = 25):

Controle (n =6)

Declinio Cognitivo Leve (n = 10)
Doenca de Alzheimer (n = 9)

Perda de seguimento (n = 6)
Escore <20 no MEEM (n = 6)

Analisados: (n = 28):

Controle (n = 10)

Declinio Cognitivo Leve (n = 8)
Doenca de Alzheimer (n = 10)

Fonte: Adaptado seguindo o modelo CONSORT (SCHULZ et al., 2010).

A tabela 1 apresenta os resultados das varidveis sociodemograficas avaliadas neste

trabalho. Comecando a caracterizacdo da presente amostra, a média de idade esteve mais alta

nos individuos do grupo DA, 82,2 anos, que apresentou um resultado significativo quando

comparado ao controle (p=0,003). O sexo entre 0s grupos apresentou uma divisdo homogénea,

e 100% dos idosos ja estdo aposentados. Quanto a média de anos de estudo apresentou indice

mais baixo no grupo DA sendo de 5,9 anos e mais alta no grupo controle 8,5 anos. Com relacéo

ao estado civil, houve uma diferenca significativa entre os grupos na frequéncia de divorciados

(50% no grupo controle, 14,3% no DA e 17,6% no DCL). Quando avaliada a cor de pele, a

maior parte dos participantes possui cor de pele branca, seguido por cor de pele preta, e

nenhuma outra cor de pele foi registrada.

Tabela 1 - Caracterizacdo sociodemografica.



Cont x
Controle DCLx Cont Contx DAX
Variavel Inst. DA DCL DA xDA DCL DCL
(n=16) (n=19) (n=18) P P P P
Tratamentos, freq.
(%)
10
Tratamento 1 10 (62.5) (52.6) 8(44.4) 0574 0.807 0.479 0.866
10
Tratamento 2 6(37.5) 9(47.4) (55.6) 0.574 0.807 0.479 0.866
73.75 82.21 77.28
Idade, média (SD) (5.88) (8.91) (10.05) 0.018 0.003 0.228 0.123
Sexo, freq. (%)
10
Feminino 6 (37.5) 9 (47.49) (55.6) 0.574 0.807 0.479 0.866
10
Masculino 10 (62.5) (52.6) 8(44.4) 0574 0.807 0.479 0.866
Anos de Estudo, 8.50 5.91 7.82
média (SD) (4.46) (5.19) (3.40) 0.301 0.177 0.626 0.247
Aposentado, freq. 19 18
(%) 16 (100.0) (100.0)  (100.0) - - - -
Estado Civil, freq.
(%0):
Casado 1(6.2) 2(14.3) 3(17.6) 0.606 0.903 0.639 1.000
Divorciado 8(50.0) 2(143) 3(17.6) 0.047 0.093 0.109 1.000
Vilvo 6(375 5(357) 7(412) 0950 1.000 1.000 1.000
Solteiro 1(6.2) 5(35.7) 4(235) 0139 0.120 0.369 0.729
Cor da pele, freq.
(%0):
18 16
Branca 14 (87.5)  (100.0) (88.9) 0.314 0.414 1.000 0.467
Preta 2 (12.5) 0(.00 2(11.1) 0.314 0.414 1.000 0.467
Mestica 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) - - - -
Amarela 0(0.0) 0 (0.0 0(0.0) - - - -
Pardo 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) - - - -

Fonte: Do Autor, 2025.
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Na tabela 2 estdo descritas as varidveis com relacdo ao bem-estar e saude desses

individuos. Comecando com a média dos valores do indice de massa corporal (IMC) que esteve

equiparado entre ambos 0s grupos, assim como a autoavaliacdo de saude, onde uma maior

porcentagem de idosos respondeu que considera sua saude boa. Quando avaliada a presenca de

outras doencas, a mais prevalente foi HAS, seguida por DM e cardiopatias. O uso de

medicamentos € de basicamente 100% nesta populagdo, mas a maior parte dos idosos ndo soube

relatar quais medicamentos faz uso diariamente.
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Ao avaliar os problemas de vida diéria, 0 mais queixado foi quanto a saide e nenhum
idoso se queixou de problemas econdmicos. A prética de atividade fisica é realizada por grande
parte dos idosos, sendo que uma parte possui frequéncia de uma a duas vezes na semana, outros
de trés a quatro vezes, e uma parte deles tambéem relata uma frequéncia diaria. Atualmente,
apenas um idoso relatou ser fumante, mas uma media de mais de 50% desses idosos ja fumou
em algum momento da vida, e quanto ao etilismo cinco idosos relatam fazer uso de bebida
alcoolica, porém o uso desse tipo de substancia é proibido dentro das ILPIs, entdo o consumo
é apenas esporadico quando visitam a familia. Quando questionado sobre queixas de memoria,
a maior parte dos idosos que relatam esse problema e esquecimentos séo do grupo controle, e

LT3

os idosos com DA e DCL em sua maioria relatam que o esquecimento € “nunca”.



Tabela 2 - Caracterizacdo da salde e bem-estar.

Cont x Cont
Control DCLx Contx X DA x
Variaveis e Inst. DA DCL DA DA DCL DCL
(n=16) (n=19) (n=18) P P P P
27.71 25.78 27.98
IMC, média (SD) (3.36) (3.45) (4.34) 0.238 0.158 0.860 0.132
IMC: Adequado, 10
freq. (%0) 6 (50.0) (66.7) 5(31.2) 0.143 0.630 0.539 0.107
IMC: Baixo Peso,
freq. (%) 0(0.00 1(6.7) 1(6.2 0.665 1.000 1.000 1.000
IMC: Sobrepeso, 4 10
freq. (%0) 6 (50.0) (26.7) (62.5) 0.130 0.397 0.783 0.101
Autoavaliacéo da
salde:
(>melhor, 1-5), 2.93 3.29 3.25
média (SD) (0.83) (1.12) (0.97) 0.604 0.416 0.370 0.942
1
Excelente, freq. (%) 0(0.0) (143) 2(16.7) 0.292 0.717 0.394 1.000
Muito Boa, freq. 2
(%) 3(21.4) (286) 1(8.3 0.499 1.000 0.706 0.607
2
Boa, freq. (%) 8(57.1) (28.6) 7(58.3) 0.391 0.440 1.000 0.437
2
Ruim, freq. (%) 2(14.3) (28.6) 2(16.7) 0.716 0.844  1.000 0.976
Muito Ruim, freq.
(%) 1(7.1) 0(0.00 0(0.0) 0.497 1.000 1.000 -
Doengas, freq. (%0):
4
HAS 7(50.0) (44.4) 3(27.3) 0.505 1.000 0.459 0.742
3
Diabetes 6(42.9) (30.0) 5(41.7) 0.793 0.831 1.000 0.903
2
Cardiopatias 2(13.3) (20.00 2(16.7) 0.905 1.000 1.000 1.000
6
Outras 7(53.8) (60.0) 6(50.0) 0.895 1.000 1.000 0.969
Faz uso de
medicamento, freq. 16 18 18
(%) (100.0) (94.7)  (100.0) 0.402 1.000 - 1.000
Maior problema
autorrelatado, freq.
(%)
3
Salde 7(46.7) (429) 2(22.2) 0.477 1.000 0.446 0.734
Econbmico 0(0.00 0(.0) 0(0.0 - - - -
Pessoal 1(6.77 0(0.00 0(0.0) 0.576 1.000 1.000 -
1
Familiar 3(20.00 (143) 1(11.1) 0.839 1.000 1.000 1.000
3
Nenhum 4(26.7) (42.9) 6(66.7) 0.157 0.789 0.134 0.657

Atividade Fisica,
freq. (%0):



1a2vezes
3 a4 vezes)
todos os dias,

Fumou, freq. (%)
Fuma, freq. (%)
Etilismo, freq. (%)
Dificuldades de

memodria, freq. (%0):

Sempre

Quase Sempre
Raramente

Nunca

3 (21.4)
4 (28.6)

4 (28.6)
11
(68.8)

0(0.0)
3(18.8)

7 (43.8)
3(18.8)

2 (12.5)
2 (12.5)

9 (56.2)

3
(33.3)
3
(33.3)
2
(22.2)
5
(50.0)
0(0.0)
0(0.0)
2
(33.3)
0(0.0)
2
(33.3)
0(0.0)
4
(66.7)

3(27.3)
4 (36.4)
3(27.3)

8 (53.3)
1(5.6)
2 (11.1)

5 (35.7)
2 (15.4)

3(23.1)
1(7.7)

7 (53.8)

0.817

0.916

0.942

0.561
0.371
0.160

0.862
0.529

0.520
0.641

0.867

0.882

1.000

1.000

0.588

0.171

1.000
0.657

0.612
0.940

1.000

1.000

1.000

1.000

0.609
1.000
0.887

0.940
1.000

0.798
1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000
0.978
0.443

1.000
0.832

1.000
1.000

0.979
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Fonte: Do Autor, 2025.

Na tabela 3 estdo caracterizados todos os desfechos na fase inicial do estudo. Quando

compara-se 0s escores dos 3 testes cognitivos MEEM, TFV e TDR é possivel observar em todos

uma diferenca significativa quando comparados ao grupo controle, que apresenta os melhores

escores, com o grupo DCL e DA. Na avaliacdo das citocinas e neurotrofinas ndo é possivel

observar diferencas significativas entre 0s grupos.

Tabela 3 - Caracterizacdo dos testes cognitivos, citocinas e neurotrofinas.



Cont x
Control DCLx Contx Contx DA x
Variaveis e Inst. DA DCL DA DA DCL DCL
(n=16) (n=19) (n=18) P P P P
MEEM, média 24.62 11.21 10.56
(SD) (2.55) (5.75) (6.58) <0.001 <0.001 <0.001 0.749
9.69 4.42 6.00
FV, média (SD) (3.11) (2.46) (4.65) <0.001 <0.001 0.012 0.202
RELOGIO, 3.62 0.95 0.78
média (SD) (3.01) (1.27) (1.06) <0.001 0.001 0.001 0.663
TNF-a, média 133.11 135.05 139.12
(SD) (5.79) (10.23) (15.10) 0.282 0.505 0.144 0.341
IL-1p, média 6.53 6.92 6.40
(SD) (2.09) (3.19) (1.58) 0.801 0.679 0.845 0.551
80.38 188.89 251.91
IL-6, média (SD) (50.78) (302.16) (254.29) 0.115 0.166 0.013 0.510
2.27 2.68 2.86
IL-4, média (SD) (0.79) (1.15) (1.42) 0.330 0.234 0.153 0.676
IL-10, média 6.86 8.99 13.19
(SD) (4.06) (6.17) (19.40) 0.304 0.246 0.210 0.376
BDNF, média 668.75 707.99 756.28
(SD) (124.16) (295.36) (200.74) 0.533 0.624 0.145 0.575
GDNF, média 0.71 0.60 0.35
(SD) (1.54) (1.04) (0.24) 0.611 0.801 0.348 0.343
NGF, média 131.07 215.13 35.57
(SD) (328.83) (570.70) (57.05) 0.398 0.609 0.247 0.206
TGF-B, média 1029.93  990.02 985.04
(SD) (286.54) (362.04) (279.59) 0.904 0.724 0.652 0.964

Fonte: Do Autor, 2025
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Nas proximas tabelas 4, 5 e 6, os resultados apresentados comparam todos os desfechos

avaliados no tempo 1 (T1) e no tempo 2 (T2). A frequéncia na tabela corresponde ao niumero

de individuos incluidos em cada anlise. As Unicas diferencas significativas identificadas nestas

analises foram os niveis de NGF no tempo 1 para individuos com DCL, e de TGFp, também no

tempo 1, mas para individuos com DA. Esses achados sugerem que, apesar da eletrizacdo dos

grupos para as condigOes experimentais, a distribuicdo resultante ndo gerou amostras

completamente equivalentes. Isso reforga a importancia de utilizar modelos estatisticos capazes

de lidar com essas diferencas, como os modelos lineares mistos, que permitem considerar a
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variabilidade entre e intergrupos ao longo do tempo. Na tabela 4 quando comparados todos 0s
desfechos em T2 nos individuos do grupo controle é observada uma diferenga significativa
(p<0,033) para os niveis de TNF-a, sendo que foi um aumento desta citocina no grupo
probidtico. J& na tabela 5 no grupo DCL houve uma diferenca nos niveis de NGF, sendo que o
aumento apresentado também foi no grupo probiotico (p<0,012). Na tabela 6 onde apresenta o0s
resultados do grupo DA nenhuma diferenca significativa foi encontrada (ANEXOS J, Ke L).

4.2 EFEITOS LONGITUDINAIS DO TRATAMENTO EM CADA GRUPO: RESULTADOS
DE MODELOS LINEARES MISTOS

A partir daqui os resultados serdo expressos por graficos realizados a partir das analises
de modelos lineares mistos (também conhecidos como modelos de efeitos mistos, modelos
multiniveis ou de coeficientes aleatorios). Essas analises avaliaram de forma independente os
efeitos das variaveis tempo (T1 e T2) e tratamento (placebo ou probiético) em cada desfecho
para cada grupo, bem como suas interacdes. O modelo incluiu interceptos aleatorios para cada
participante, permitindo controlar diferencas individuais medias no inicio do estudo, e
considerou o tratamento como uma variavel fixa. Quando identificadas intera¢Oes significativas
entre tempo e tratamento, testes de comparacdes post hoc foram realizados para determinar
quais condicOes especificas apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Para
facilitar a interpretacdo visual, as diferencas significativas foram representadas nos graficos
utilizando barras de diferentes cores e formatos. Quando a diferenca foi em relacéo ao tempo,
comparacao dos individuos de cada grupo entre T1 e T2, independente do tratamento, utilizou-
se barras pretas para indicar essa mudanga ao longo do tempo. Quando a diferenca foi em
decorréncia ao tratamento, utilizou-se barras azuis para o placebo e barras rosas para o
probiético, seguindo as cores do grafico, e registrando que a diferenca entre os grupos foi com
relacdo ao tratamento que os individuos utilizaram. Por ultimo utilizou-se uma chave
matematica para mostrar a presenca de diferenca significativa quando comparada a variavel
Tempo: tratamento, quando esse valor de p<0,05 o teste de pos-hoc foi aplicado, e entdo a chave
indica o valor de p apés o teste de pos-hoc e em quais grupos a diferenca ou a tendéncia de
diferenca estatistica foi observada.

Figura 4 apresenta o resultado do primeiro teste cognitivo avaliado no MEEM, onde é
possivel observar que ha uma diferenga significativa sobre o efeito tempo no grupo controle

(p<0,044), sugerindo que 0s escores do MEEM tendem a diminuir em todos os participantes
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independente do tratamento. J4 no DCL (p<0,010) ¢ evidenciado um resultado oposto, onde o

escore desses individuos melhorou ao longo do tempo independente do tratamento.

Figura 4 - Comparacéo conforme Teste Cognitivo MEEM.

MEEM

Cont. Instituigio | [ DCL 1 DA

28 *

24

22 1
20
18 T

16 :[ Grupo
14 1 Placebo

Probidtico
12

Desfecho

o N b~ O ®

Pré Pos Pré Pos Pré Pos

Fonte; Do Autor, 2025.
Legenda: * p < 0,05: ** p < 0,01; *** p < 0,001. Os gréaficos apresentam o erro padrdo das médias

(barras de erro) para cada condicdo experimental.

Figura 5 representa o resultado do teste cognitivo TFV, onde é possivel observar que ha
uma diferenga significativa sobre o efeito de tratamento no grupo DA (p<0,024) independente
do tempo. Esse resultado sugere que o tratamento placebo possui maiores escores no teste TFV
quando comparado ao tratamento probidtico em todos os momentos do estudo (pré- e pos-

tratamento ou T1 e T2 como mencionado anteriormente).

Figura 5 - Comparacdo conforme Teste Cognitivo TFV.
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Legenda: * p <0,05: ** p <0,01; *** p <0,001. Os gréficos apresentam o erro padréo das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Pré

Pas

Figura 6 pode-se observar o resultado do teste cognitivo do desenho do relégio, onde

ndo houve nenhuma diferenca significativa quanto as variaveis avaliadas nos 3 grupos

apresentados.

Figura 6 - Comparacdo conforme Teste Cognitivo TDR.
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Legenda: * p <0,05: ** p < 0,01; *** p < 0,001. Os gréficos apresentam o erro padrdo das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.
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A partir da figura 7 até a figura 9 apresentar-se-ao os resultados dos niveis de citocinas
pro-inflamatorias. Com relacdo ao TNF-a, as analises revelaram uma interacao significativa
entre tempo e tratamento (p=0,002) para o grupo controle, sugerindo que 0 grupo exposto ao
tratamento probiodtico aumentou os niveis do marcador ao longo do tempo enquanto o grupo
exposto ao tratamento placebo manteve niveis similares ao longo do tempo. Esse achado foi
confirmado em analises post hoc, as quais indicaram que 0 grupo exposto ao probidtico
apresentou um aumento significativo nesse marcador em comparagao com 0 grupo nao exposto
(p=0,015) e em relacdo aos mesmos individuos no T1 (pré-tratamento) (p=0,023). No entanto,
esses achados perderam significancia apo6s a aplicacdo da corregdo de FDR para multiplas
comparacOes. Cabe ressaltar que apenas trés individuos compuseram 0 grupo exposto ao
tratamento com probioticos no T2 e, sendo que dois deles haviam tomado vacina para hepatite
ha poucos dias antes da coleta, 0 que pode ter contribuido para esse resultado. No grupo DCL
é possivel observar que ha um efeito significativo do tempo (p<0,050), sugerindo que ao longo

do tempo houve uma diminui¢do desta citocina em ambos os tratamentos.

Figura 7 - Comparacgdo conforme TNF-a.
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Fonte; Do Autor, 2025.
Legenda: * p<0,05: ** p <0,01; *** p <0,001. Os gréaficos apresentam o erro padrdo das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Os niveis de IL-1p apresentados na figura 8 permitem observar que em todos 0s grupos
houve um aumento significativo do marcador ao longo do tempo (controle p=0,001, DCL
p=0,037 e DA p=0,002) independente do tratamento.



Figura 8 - Comparagéo conforme IL-1p.
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Legenda: * p <0,05: ** p <0,01; *** p <0,001. Os gréficos apresentam o erro padréo das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Os niveis de 1L-6 séo indicados na figura 9 e mostram que o Unico efeito significativo

também foi com relacdo a variavel tempo, mas esteve presente apenas no grupo DA p=0,034,

onde também é evidenciado um aumento desta citocina no grupo DA, nos dois grupos de

tratamento, levando em conta a variavel tempo.

Figura 9 - Comparacgdo conforme IL-6.
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Legenda: * p<0,05: ** p < 0,01; *** p < 0,001. Os gréaficos apresentam o erro padrao das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Os resultados referentes aos niveis das citocinas anti-inflamatdrias com relagdo ao
tratamento ao longo do tempo para cada grupo sdo apresentados da figura 10 até a figura 12.
Com relacdo ao TGF-B observa-se em todos os grupos um efeito significativo com relacdo a
variavel tempo (controle p=0,001, DCL p=0,004 e DA p=0,001), sugerindo que houve aumento

dessa citocina ao longo do tempo, independente do grupo de tratamento.

Figura 10 - Comparacdo da TGF-PB com relagdo ao tratamento.
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Fonte; Do Autor, 2025.
Legenda: * p<0,05: ** p < 0,01; *** p <0,001. Os gréaficos apresentam o erro padrao das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Assim como na figura 10, a figura 11 que exemplifica os niveis de 1L-4 é observado
também que em todos os grupos houve um efeito significativo com relacdo a variavel tempo,
nesse caso uma diminuicdo de IL-4 € evidenciada ao longo do tempo em ambos os grupos do
estudo. Grupo controle p=0,001, DCL p=0,001 e DA p=0,001.

Figura 11 - Comparacdo da IL-4 com relagéo ao tratamento.
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Legenda: * p <0,05: ** p <0,01; *** p <0,001. Os gréficos apresentam o erro padrdo das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Na ultima citocina anti-inflamatoria, apresentada na figura 12 que representa os niveis

de IL-10 ¢é observado quase o mesmo resultado que nas Gltimas duas citocinas (TGF- e IL-4),

em que houve uma diferenca significativa com relacdo a variavel tempo em todos 0s grupos,

mas na IL-10 a diferenca n&o foi observada no grupo DA. No caso da IL-10, assim como em

IL-4 é exposta uma diminuicdo desta citocina ao longo do tempo, no grupo controle p=0,001 e
grupo DCL p=0,001.

Figura 12 - Comparacdo da IL-10 com relagéo ao tratamento.
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Fonte; Do Autor, 2025.
Legenda: * p <0,05: ** p <0,01; *** p < 0,001. Os graficos apresentam o erro padrdo das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Da figura 13 em diante serdo apresentados os marcadores neurotroficos avaliados neste
estudo. Com relacdo aos niveis de BDNF, pode-se observar que no grupo DCL e DA houve
uma diminuicéo significativa ao longo do tempo nos individuos destes dois grupos. Grupo DCL
p=0,002 e DA p=0,003.

Figura 13 - Comparacéo conforme BDNF.
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Legenda: * p <0,05: ** p < 0,01; *** p < 0,001. Os gréaficos apresentam o erro padrao das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Com relacdo aos niveis de GDNF foi observado um efeito significativo da interacdo
entre tempo e tratamento (p=0,029) no grupo controle, sugerindo que as pessoas expostas ao
tratamento com probioticos aumentaram os niveis de GDNF, enquanto 0 grupo exposto ao
tratamento placebo manteve os niveis. Contudo, analises post hoc ndo revelaram um efeito
significativo quando ambos os tratamentos sdo comparados no pos-tratamento (p=0,090). No
grupo DCL ¢ possivel observar que hd um efeito significativo no tratamento (p<0,020), sendo
gue no grupo placebo, no pds-tratamento, foram observados niveis menores de GDNF quando
comparados ao grupo placebo no pré-tratamento. Nenhuma diferenca estatistica foi observada
no grupo DA.



Figura 14 - Comparacao conforme GDNF.
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Legenda: * p <0,05: ** p <0,01; *** p <0,001. Os gréficos apresentam o erro padréo das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

A ultima figura, que apresenta as andlises de neurotrofinas, destaca os dados de NGF,

onde foi identificado um efeito de interacdo significativo entre tratamento e tempo no grupo

DCL (p=0,005). Esses resultados sugerem que o grupo tratado com probidticos apresentou um

aumento nos niveis de NGF ao longo do tempo, enquanto o grupo tratado com placebo mostrou

uma reducdo. No entanto, analises post hoc subsequentes ndo identificaram diferencas

significativas quando todas as condi¢fes foram comparadas entre si.

Figura 15 - Comparacdo conforme NGF.
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Fonte; Do Autor, 2025.
Legenda: * p <0,05: ** p < 0,01; *** p < 0,001. Os gréaficos apresentam o erro padrdo das médias (barras de erro)

para cada condicdo experimental.

Para entdo finalizar a apresentacdo dos resultados deste estudo, e compreender de forma
mais clara e intuitiva os achados do presente estudo, foi realizada a analise de particdo de
variancia (APV) para investigar de que forma as variagdes de um conjunto de dados (testes
cognitivos, citocinas e neurotrofinas) sdo distribuidas entre diferentes fontes, ou seja, quanto a
variacdo de uma variavel pode ser atribuida a variacdo de outra variavel. E possivel entdo
compreender qual a porcentagem da variabilidade do conjunto de variaveis explicado por
fatores especificos.

Na figura 16 o primeiro grafico APV elucida os resultados da comparacdo de algumas
variaveis com os desfechos de cognicédo juntos. Ter um declinio cognitivo explica 6% de toda
variabilidade dos dados da cognicéo, idade explica 3%, diagndstico de DA 2%, ser do sexo
feminino ou o uso de probidticos explicam apenas 0,2%. O que mais influéncia na variabilidade
da cognicdo sdo os residuos (87%), ou seja, aquilo que ndo mede-se e ndo investiga-se no
presente modelo como diferencas individuais, aspectos socioecondmicos, exposi¢do a eventos

de vida adversos, vacinas e intercorréncias médicas recentes etc.
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Figura 16 - Comparacdo de algumas variaveis com os desfechos de cognicdo juntos.
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Na figura 17 o gréfico APV apresenta os resultados das neurotrofinas, mostrando que

4% da variabilidade das neurotrofinas pode ser explicado pela DA, 1% pelo uso dos probi6ticos,

3% pela idade, 1% pelo sexo, 3% por DCL, e novamente o que predomina sao os residuos, que
influenciam em 85%.

Figura 17 - Resultados das neurotrofinas.
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Por fim, com relacdo aos biomarcadores inflamatorios, as citocinas, identifica-se que
3% da variabilidade pode ser explicada pela DA, 4% por DCL, 2% pelo uso dos probidticos,

0,04% pela idade, 0,08% pelo sexo, e os residuos, que influenciam em 88%. As mudancas nas

citocinas também apresentam uma relacdo maior com aspectos individuais.

Figura 18 - Relagdo aos biomarcadores inflamatdrios.
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5 DISCUSSAO

O aumento do envelhecimento populacional, bem como do diagndstico de deméncias
acende um alerta e uma necessidade de um olhar atento a esta nova realidade social. Além disso,
os tratamentos ditos como curativos ou preventivos, tanto no processo de envelhecimento
senescente, quanto na senilidade, s&o escassos, uma vez que esses S0 processos complexos e
heterogéneos. A partir disso, o presente estudo teve como objetivo tentar compreender a relacéo
entre 0 uso de um blend de probidticos, controlado por placebo, em idosos controles (auséncia
de diagndstico), e com diagndstico de DCL ou DA e compreender melhor seu efeito na
cognicao, e influéncia sobre fatores neurotréficos e inflamatérios.

O blend de probidticos (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum e Bifidobacterium breve 1x10° UFC/mL) deste estudo foi selecionado a partir de outros
estudos ja publicados na literatura, que apresentavam beneficios relacionados a memoria e
inflamacéo (Wolf et al., 2012; Bonfili et al., 2017; Kobayashi et al., 2017; Azm et al., 2018;
Abraham et al., 2019; Rezaeiasl et al., 2019; Rezaei et al., 2019; Bonfili et al., 2019; Kaur et
al., 2020; Tégléas et al., 2020; Naomi et al., 2021). O tempo de tratamento também foi baseado
em outros estudos, sendo 12 semanas um tempo importante para que haja a colonizagao e
alteracdo da microbiota presente, aléem de possibilitar a visualizacdo das demais alteracdes,
sendo efeitos positivos ou adversos. Com isso, o periodo de 12 semanas € considerado suficiente
para observar mudancas relevantes sem ultrapassar a tolerancia pratica dos participantes
(Aljumaah et al., 2022; Sakurai et al., 2022; Azuma et al., 2023).

Ao todo foram avaliados neste estudo 53 idosos, residentes de ILPIs, sendo divididos
em: 16 idosos no grupo controle (6 receberam probidticos e 10 placebo), 18 idosos no grupo
DCL (10 receberam probidticos e 8 placebos), e 19 idosos no grupo DA (9 receberam
probidticos e 10 placebo). As instituicbes escolhidas para esse estudo possuem estruturas
completas, alimentacdo balanceada, acompanhamento 24h de profissionais da saude, e esses
fatores associados reduzem a interferéncia trazida por diferentes ambientes e dietas, que juntos
podem prejudicar a execucao de ensaios clinicos.

Comecando a definir e discutir a amostra, pode-se citar a média de idade dos individuos
com DA que foi significativamente maior do que a media do grupo controle (82,21). Sendo a
idade o maior fator de risco para DA, o presente achado vai ao encontro da literatura, quanto
mais idoso for o individuo maior a chance de apresentar as caracteristicas de diagndsticos da
doenga (Alzheimer’s Association et al., 2024). Quanto ao sexo dos participantes, a presente

amostra foi homogénea, diferente do que é relatado no envelhecimento populacional e
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caracteriza-se em outros estudos, onde a populacdo do sexo feminino tende a ser a maioria,
visto que a expectativa de vida das mulheres também € maior (Senger et al., 2019; Campos et
al., 2024). Contudo, é importante ressaltar que alguns estudos que analisaram 0s motivos que
levam a institucionalizacdo, foi observado que o género masculino tende a ser mais
institucionalizado (Luppa et al., 2010; Del Duca et al., 2012).

A média de anos de estudo foi menor nos idosos com DA, 5,91, e maior nos idosos do
grupo controle, 8,50 anos. Essa ndo foi uma diferenca significativa entre 0s grupos, mas € um
dado interessante de se discutir, uma vez que os anos de estudo sdo avaliados para facilitar a
compreensdo de quantos anos aquele individuo teve contato com a educagdo, uma vez que a
educacdo esta associada como fatores de risco modificaveis para DA. Quanto mais baixo o nivel
de escolaridade, maior o risco de desenvolver deméncia (Alzheimer’s Association et al., 2024;
Nianogo et al., 2022). Um estudo conduzido por Da Ros et al. (2025) relatou que especialmente
no Brasil, a educagdo surgiu como o principal fator de risco que impactou os resultados
cognitivos, divergindo de outros paises latino-americanos (Da Ros et al., 2025).

Quanto ao estado civil, os predominantes foram divorciados (p=0,047), e a maior parte
desses individuos esta concentrada no grupo controle (50% no grupo controle, 14,3% no DA e
17,6% no DCL), seguido por vilvos e solteiros. Visto que a populagdo do presente estudo é de
idosos institucionalizados é importante ressaltar que a auséncia de um cénjuge em alguns casos
é 0 que acaba propiciando a institucionalizacdo (Del Duca et al., 2012).

A cor de pele dos participantes é predominantemente branca, 49 individuos declaram
sua cor de pele como branca, seguido por 4 individuos de cor de pele preta. A maioria da
populagéo foi da cor branca, similar ao perfil populacional esperado na regido, que segundo o
IBGE, € de 80% de cor autodeclarada branca, sendo proveniente da imigracdo europeia. Estes
dados demonstram que a populacdo do estudo atual representa bem o perfil populacional da
regido avaliada (Campos et al., 2024).

Quando se inicia a descricdo dos dados relacionados ao bem-estar e salde (tabela 2),
ndo ha nenhuma diferenca significativa entre os dados explanados, porém alguns deles sédo de
grande importancia, uma vez que vem ao encontro com os dados ja descritos na literatura. A
HAS foi a comorbidade mais relatada nessa populacédo, e essa € a doenca que mais cresce e
acomete a populacdo de idosos no mundo, sendo a doenca crénica ndo transmissivel mais
prevalente entre eles, podendo ser considerada um problema de satde publica (Oliveira et al.,
2019; Santiago et al., 2019). Seguido da HAS, a DM foi a segunda patologia mais presente, e
esta também é uma das comorbidades que mais acomete e leva a complica¢des na populacéo
idosa (Rodriguez-Queralto et al., 2020).
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O uso de medicamentos foi registrado em quase 100% da amostra, e esse dado também
vai ao encontro da literatura, uma vez que a populacéo idosa costuma fazer uso mais frequente
de medicamentos, e principalmente esta relacionado com uma pratica comum e que pode levar
ao agravamento dos problemas geriatricos que € a polifarméacia (Kim, Parish, 2017; Pazan,
Wehling, 2021). Contudo, idosos de instituicdo de longa permanéncia tendem a fazer mais uso
de medicamentos, relacionado ao fato de que nas instituicdes ha um controle maior relacionado
com saude e doenca. Ja a pratica de automedicacgéo é nula nesse ambiente, e esta pratica por sua
vez agrava os problemas relacionados a medicacdo, uma vez que para melhorar sintomas
diferentes que surgem no dia a dia, os idosos optam por fazer uso de medicacGes de forma
independente que ndo precisam de receita médica para manter sua qualidade de vida (Pazan,
Wehling, 2021).

Relacionando com as questfes de saude e bem-estar, foi questionado aos idosos, de
forma autorrelatada sobre sua autoavaliacdo de saude, e a maior parcela deles auto-relata sua
saude como “boa”. Um estudo de Lowsky et al. (2014) evidenciou que idosos mais jovens
tendem a considerar mais sua saude como “excelente” ou “muito boa”, mas, conforme a idade
vai aumentando e consequentemente as limitacbes também, essa proporcéo tende a diminuir,
pois as limitagGes tendem a aumentar (Lowsky et al., 2014). Mesmo o idoso relatando a satde
como boa, quando questionado sobre qual o0 maior problema de vida diério a maioria dos idosos
relatou que o problema “saude” ¢ o que mais impacta no dia a dia. Visto que 2/3 deles possuem
diagnostico de DCL ou DA, ou possuem algum outro tipo de comorbidade como HAS, DM,
entre outros, e fazem uso diario de medicacdo, essa queixa é completamente compreendida.

A pratica de exercicio fisico esta presente na rotina de mais da metade dos idosos
avaliados. Este € um dado muito importante e relevante, pois a pratica auxilia na capacidade de
manter a independéncia e qualidade de vida ao longo do processo de envelhecimento (Eckstrom
et al., 2020; An et al., 2020)

Um dado interessante, mas dificil de ser compreendido, que se relaciona com o
diagndstico de deméncia, é quanto a queixas de esquecimento de memoria. Os individuos com
diagnostico de DCL ou DA relatam menos esquecimento, do que aqueles do grupo controle.
Isso, pois possivelmente os individuos com deméncia esquecem sem saber que esqueceram,
enquanto os do grupo controle lembram de tudo que esquecem. Este fator também pode ser
denominado anosognosia, que nada mais é caracterizado pela incapacidade de uma pessoa ter
consciéncia da sua deméncia (Wilson et al., 2016).

As testagens cognitivas foram as Unicas diferencas significativas presentes na primeira

analise de comparacao realizada com a amostra do presente estudo no T1. Todos 0s idosos com
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diagndstico de deméncia apresentaram escores significativamente mais baixos nos testes
cognitivos MEEM, TFV e TDR quando comparado aos idosos do grupo controle. Esse ja era
um resultado esperado, mas que € importante ser confirmado, visto que o principal
comprometimento do DCL e DA é a memoria, e os individuos com esses diagndsticos
apresentaram essas limitag0es nas testagens cognitivas aplicadas (Davis et al., 2018).

Além da caracterizagdo dos individuos do presente estudo, como objetivo principal,
precisa-se entender o efeito dos probidticos suplementados durante 12 semanas nestes
individuos, controle, DCL e DA. Assim, os resultados foram tratados com analises de modelos
lineares mistos, onde cada um dos desfechos foi avaliado de forma independente
correlacionando de forma independente com o objetivo do presente estudo que € compreender
a influéncia do tratamento (probidtico ou placebo) ou mesmo do tempo, e evidenciar melhor o
efeito sobre a cognicdo e marcadores bioldgicos como citocinas e neurotrofinas. E importante
destacar que estes achados, embora relevantes, devem ser interpretados com cautela. Eles
complementam ou divergem da literatura atual, mas ndo podem ser considerados conclusivos.
Isso se deve ao fato de o presente estudo contar com um numero reduzido de participantes,
podendo ser caracterizado como um estudo piloto.

O gréfico que apresenta os resultados dos escores do teste do MEEM apresentou
diferenca significativa em dois grupos, sendo eles grupo controle e grupo DCL. Essa diferenca
é em decorréncia ao tempo, ou seja, 0 intervalo de 12 semanas, entre uma avaliagdo e outra. No
grupo controle os idosos apresentaram uma piora cognitiva com o passar do tempo. Essa piora
pode estar relacionada com a idade, pois, nos processos de envelhecimento, ha uma tendéncia
das fungbes cognitivas irem diminuindo com o passar do tempo (Salthouse, 2012; Gomez-
GoOmez, Zapico, 2019).

Indo contra estas perspectivas, o grupo DCL apresentou uma melhora nos escores
cognitivos ao longo do tempo, o que ndo é fisiologicamente esperado, visto que esse grupo ja
apresenta uma alteracdo cognitiva. Esse dado pode ser justificado pelo efeito placebo, que ja é
evidenciado como um acontecimento em ensaios clinicos (Pozgain et al., 2014; Girac et al.,
2019). Tendo um olhar mais subjetivo, existem pesquisas que correlacionam o cuidado e a
empatia com melhoras inesperadas dos individuos em relacdo ao seu quadro patologico
(Mufato, Gaiva, 2019). Todos esses individuos foram assistidos de forma igual ao longo das 12
semanas, mas eles podem ter respondido de forma diferente a esses cuidados.

No TFV, a diferenca significativa pode ser observada no grupo DA, porém ndo esta
relacionada com o tempo, mas sim com o tratamento. O grupo placebo manteve 0s mesmos

escores entre T1 e T2, no entanto 0 grupo que recebeu probidtico apresenta um escore menor,
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indicando um declinio nessa habilidade, o que pode ser esperado em decorréncia ao diagndstico
cognitivo, mas ndo com o uso de probio6ticos, visto que alguns ensaios clinicos que utilizaram
cepas semelhantes a do presente estudo foi observado uma melhora nos escores das funcées
cognitivas (Akbari et al., 2016; Agahi et al., 2018; Asaoka et al., 2022; Shi et al., 2022). No
entanto, o que pode justificar essa diferenca é a presenca da deméncia ja estabelecida nos idosos
do presente estudo. No TDR, ndo foi observado nenhuma diferenca significativa entre os
parametros avaliados.

Quando avaliados os niveis das citocinas pro-inflamatorias, o que prevaleceu entre 0s
resultados foi a diferenca ao longo do tempo, independente do tratamento. No entanto, nos
niveis de TNF-a foi observado uma diferenca significativa entre a interacdo tempo e
tratamento. Esses achados indicam que 0 grupo exposto ao probidético apresentou um aumento
significativo nesse marcador em comparagdo com o grupo placebo e em relagdo aos mesmos
individuos no T1. TNF-a é uma das principais citocinas pré-inflamatorias ja estudadas e tem
seu aumento relacionado com o envelhecimento, inflammaging, bem como uma maior
susceptibilidade a neurodegeneracdo (Clark, Atwood, 2011; Ren et al., 2020). O uso de
probidticos estd relacionado a uma diminuicdo dos niveis de TNF-a em diversos estudos
clinicos prévios com idosos, seja controlado por placebo ou ndo (Finamore et al., 2019; Ton et
al., 2020; Vincenzi, Goettert, de Souza, 2021; Kim, et al., 2023; Zali et al., 2024).

Como os resultados apresentados neste estudo sdo contrarios a estes, e esta amostra
sendo uma amostra pequena, optou-se por investigar de forma mais precisa cada um dos idosos
que apresentou aumento de TNF-a no T2 que fez o uso de probidticos. No T2 dos seis
individuos tratados com probioticos, s6 de trés foi possivel realizar as analises desta citocina,
mesmo que ndo seja possivel afirmar que o probidtico aumenta os niveis dela, é preciso entender
com quais fatores esse aumento pode estar relacionado. Investigando cada um desses
participantes durante as 12 semanas de tratamento, foi constatado de que dois deles,
coincidentemente 0s mesmos que apresentaram os niveis mais altos de TNF-a fizeram a
atualizacdo do calendario vacinal, realizando a vacina da hepatite B. A vacinas exacerbam a
resposta do sistema imunologico, uma vez que estimulam a producéo de anticorpos, o que pode
envolver uma resposta inflamatoria aguda e a liberacéo de citocinas, como 0 TNF-a (Trépo,
Chan, Lok, 2014).

Outro achado observado na avaliagdo dos niveis desta citocina, foi uma diminuigéo dela
nos participantes em T2 quando comparado a T1. Por ser apenas relagdo com a variavel tempo,
ndo e esperado essa diminuicdo, pois com a senescéncia, TNF-a, IL-1p e IL-6 tendem a

aumentar. E foi o que se observou tanto em IL-6, quanto em IL-1. Esse aumento das citocinas
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pro-inflamatorias ndo pode ser visto exclusivamente como algo maléfico, mas sim como uma
resposta importante do sistema imunologico, uma vez que a inflamacéo de baixo grau pode
auxiliar no processo adaptativo do organismo ao envelhecimento (Santoro, Bientinesi, Monti,
2021). Um ensaio clinico, ndo controlado por placebo, realizado por Ton et al. (2020) ofereceu
uma formulacéo simbidtica aos idosos com DA ou DCL por 90 dias, e ao analisar os niveis de
IL-6 e IL-1P eles ndo obtiveram diferencas significativas entre T1 e T2. Outro estudo que
avaliou os niveis de IL-6 também ndo observou diferencas entre inicio e fim de tratamento
(Finamore et al., 2019). No caso, esses resultados se assemelham aos do presente estudo, uma
vez que ndo foram obtidas diferencas significativas quando avaliada a variavel tratamento. A
diferenca esté relacionada com o tempo.

TGF-p ¢ a primeira citocina anti-inflamatoria que se avaliou no presente estudo. Assim
como IL-6 e IL-1pB, os niveis desta citocina também aumentaram quando comparados pré- e
pos-tratamento relacionando com a variavel tempo. No entanto, o aumento de TGF-f se mostra
como um resultado importante, uma vez que esta € uma citocina que estimula diversas respostas
celulares, e que vem ao longo dos Ultimos anos apresentando uma correlacdo importante com
os fatores de envelhecimento, bem como atividades neuroprotetoras (Tominaga, Suzuki, 2019;
Deng et al., 2024). Esta € uma citocina ainda pouco avaliada em ensaios clinicos, e ainda
existem muitas davidas quanto ao seu real funcionamento e relagdes no processo de salde e
doenca (Tominaga, Suzuki, 2019). Contudo, as demais citocinas anti-inflamatorias 1L-4 e IL-
10 apresentaram uma diminuicdo significativa também relacionada com a variavel tempo. A
diminuicdo dos niveis de IL-4 e IL-10 podem ser correlacionadas com o aumento dos niveis de
IL-6 e IL-1pB, sendo que esses sdo resultados esperados no processo de envelhecimento,
aumento de citocinas pré-inflamatdrias e diminui¢do das anti-inflamatorias, caracterizando a
perda da integridade da BHE, da mucosa intestinal e o aumento da susceptibilidade do
envelhecimento (Lépez-Otin et al., 2013; Freitas, Py, 2016; Lopez-Otin et al., 2023). Ton et al.
(2020) evidenciou que os niveis de IL-10 ndo mostraram alteracbes apds 90 dias de
suplementacéo probidtica.

Poucos ensaios clinicos realizados com o uso de suplementagéo probidtica analisou 0s
niveis de marcadores pro-inflamatorios (IL-6, IL-1B, 1L-12, IL-8, TNF-a) e estes costumam
evidenciar que essa suplementacéo reduz a inflamacéo, mesmo que em alguns casos seja apenas
por manter os niveis do pre- e pds-tratamento (Finamore et al., 2019; Ton et al., 2020). Além
disso, esses estudos tendem a focar nos marcadores pro-inflamatorios e quando analisaram
marcadores anti-inflamatérios foram apresentados dados apenas de IL-10. Auséncia de dados

de IL-4 pode assim ser evidenciada.
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As neurotrofinas avaliadas neste trabalho foram BDNF, GDNF e NGF que compdem
juntas as neurotrofinas mais importantes estudadas e que possuem forte correlagdo com o
envelhecimento, bem como o surgimento das doencas neurodegenerativas (Budni et al., 2015).
BDNF é um mediador de transmissao sinaptica, plasticidade e proliferacdo neuronal, aumenta
significativamente a viabilidade e diferenciacdo dos neurénios colinérgicos. A reducdo do
BDNF pode levar a danos significativos ao aprendizado e a memdria (Budni et al., 2015; Gao
et al., 2022). J4 o NGF esta envolvido, de forma mais especifica, nas populacdes neuronais,
incluindo neurénios colinérgicos, e ha manutencdo da homeostase do sistema imunoldgico e
neuroenddcrino (Cirulli, Alleva, 2009). Seu papel na cognigdo € significativo, e qualquer
reducdo em seus niveis pode estar associada ao envelhecimento, contribuindo potencialmente
para um declinio dependente da idade na funcéo cognitiva (Larkfors et al., 1987; Hasendhrl et
al., 1997). E por fim, o GDNF é um fator neurotréfico expresso em todo o cérebro, induz a
captacdo de dopamina e a sobrevivéncia celular (Schaar et al., 1993; Veenakumari et al., 2022).
Adicionalmente, niveis reduzidos de GDNF podem estar associados a neurodegeneracdo
(Farrand et al., 2015).

Os primeiros resultados apresentados sdo dos niveis de BDNF onde € possivel observar
que os niveis desta neurotrofina diminuiram no grupo DCL e DA em relacdo ao pré- e pos-
tratamento estando relacionado com o tempo. Assim como 0 aumento das citocinas pro-
inflamatorias e a diminuigdo das citocinas anti-inflamatorias, uma diminuigdo das neurotrofinas
é esperada em decorréncia do envelhecimento (LOpez-Otin et al., 2013; Freitas, Py, 2016;
Lopez-Otin et al., 2023). Os niveis de BDNF também podem ser relacionados com a microbiota
intestinal, um melhor funcionamento e homeostase dessa flora contribui para melhorar a funcéo
neural e imunoldgica (Muller et al., 2020; Wang et al., 2022). Contudo, mesmo que o BDNF
ja apresente uma correlacdo entre microbiota e seu melhor funcionamento, em um estudo
realizado por Azuma et al. (2023) também n&do conseguiu observar diferenca significativa com
0 uso de probidticos por 12 semanas quando comparado antes e depois, placebo e probidtico.

Os resultados exibidos sobre os niveis de GDNF mostram outros achados. O primeiro
deles € uma mudanca entre a interacdo tempo e tratamento apresentado no grupo controle, que
quando aplicado o post hoc perdeu a significancia. Essa interacdo havia sugerido um aumento
nos niveis dessa neurotrofina em individuos expostos ao tratamento com probidticos. Além
disso, o grupo DCL também apresentou diferencas significativas, sendo estas com relacdo ao
tratamento, no grupo que recebeu placebo, e é possivel observar uma diminuicéo desses niveis,
e no probidtico um sutil aumento. Um estudo em modelo animal apresentou evidéncias que

fatores neurotroficos foram significativamente melhores, sugerindo assim a regulagdo positiva



70

de fatores neurotréficos fornecidos pelo uso de probidticos (Srivastav et al., 2019). Contudo,
ensaios clinicos dosando esta neurotrofina ndo foram encontrados para realizagdo de uma
comparacdo mais fidedigna.

Os dados de NGF apresentam evidéncias diferentes das outras duas neurotrofinas. O
resultado significativo estd presente no grupo DCL e sugere que o grupo tratado com
probioticos apresentou um aumento nos niveis de NGF ao longo do tempo, enquanto o grupo
tratado com placebo mostrou uma reducdo. No entanto, quando aplicado post hoc essa diferenca
é perdida. Um ensaio clinico realizado por Rahimlou et al. (2022) em individuos com Esclerose
Mudltipla, também néo foi capaz de observar diferencas significativas com o uso de probidticos
nos niveis desta neurotrofina apds um periodo de seis meses de tratamento.

O numero de individuos analisados neste ensaio clinico é relativamente pequeno, mas
muito importante considerando o cenario de estudos atuais, somado aos demais estudos da
literatura ele permitiu testar a viabilidade das cepas probidticas, confirmar ou refutar hip6teses
preliminares sobre o tema e assim auxiliar em estudos maiores que poderdo ser realizados
posteriormente (Eldridge et al., 2016). Somado aos achados deste estudo, visto que em alguns
casos 0s resultados obtidos se opdem aos da literatura, contudo em outros casos corroboram,
mesmo assim é importante discutir a analises de particdo de variancia, que auxiliam a validar e
compreender resultados do presente estudo.

Os 3 gréaficos apresentando os resultados das APV evidenciam que o0s residuos
apresentam maior influéncia sobre cognicdo, neurotrofinas e inflamacao. Os residuos refletem
a parte da variabilidade que nao foi explicada pelos fatores incluidos no estudo, ou seja, fatores
individuais. Soylu, Ozekes, (2023) realizaram um estudo avaliando o modelo biopsicossocial
no processo de envelhecimento. Eles conseguiram observar como os fatores sociais, de rede de
contato, incluindo possuir amigos e familia proximos bem como a satisfacdo social desse
individuo, quando positivos fazem que individuos visualizem o tempo futuro de uma forma
mais aberta e conseguem viver o tempo presente com mais qualidade de vida. Uma reviséo
conduzida por Sanchez-1zquierdo e Fernandez-Ballesteros (2021) relatou que nos estudos mais
importantes, buscando padroes de longo prazo de estabilidade e mudanca de medidas cognitivas
ao longo de uma vida e na fase idosa, mostraram uma grande variedade de variabilidade
interindividual em mudancas de funcionamento cognitivo atribuidas a idade.

Essas pesquisas e perspectivas sdo especialmente relevantes no presente estudo, pois 0s
dados obtidos refletem essa complexidade, com residuos sendo as variaveis que mais
influenciaram nas evidéncias finais. Além disso, a variavel tempo foi a que mais apresentou

relagdo com os dados do presente estudo, e mesmo sendo algo comum ser alteracfes no
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processo de envelhecimento, ela € uma variavel que também pode ser facilmente influenciada
por inumeros fatores inespecificos.

O presente apresentou algumas limitacdes, que devem ser consideradas. A ingesta
alimentar dos pacientes ndo foi controlada, e ela pode estar diretamente correlacionada com o
uso de probidticos, uma vez que os probioticos se nutrem da ingesta alimentar desses
individuos. Sendo este um estudo realizado em ILPIs, a populagdo de estudo € normalmente
mais vulneravel em questBes socioafetivas e mentais. Além disso, ainda ndo foi realizada
analise fecal para avaliar a colonizacdo intestinal, o que podera fornecer informacdes adicionais
sobre os efeitos dos probidticos na microbiota.

Embora o estudo apresente limitacOes, € importante destacar que ele € um dos
primeiros a investigar o uso de probidticos em diferentes grupos de idosos, com diferentes
condicgdes cognitivas, como DCL e DA. Porém, é importante destacar que os efeitos dos
probidticos sdo especificos para cada cepa, portanto, os resultados deste estudo aplicam-se
exclusivamente as cepas utilizadas (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium breve, 1x10° UFC/mL).

Como perspectivas futuras, recomenda-se a realizacao de pesquisas adicionais, com
diferentes cepas probidticas, bem como incluindo analises complementares, além de um n

amostral mais conciso.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho é possivel concluir que o uso de probioticos ndo apresentou tantos
efeitos generalizados. No entanto, foi evidenciada uma melhora nos niveis de GDNF e NGF,
neurotrofinas essenciais para a saude neuronal. As demais diferencas observadas se relacionam
com os efeitos do tempo, e varidveis individuais e especificas de cada idoso, evidenciando mais
uma vez os efeitos heterogéneos do envelhecimento. Os resultados obtidos neste estudo
contribuem para uma melhor compreensdo da complexa relagdo entre a microbiota intestinal,
SNC e o processo de envelhecimento, abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas. E importante que mais estudos com uma populagdo maior sejam
realizados para elucidar de uma forma mais clara qual o real papel dos probioticos e sua

influéncia no eixo intestino-cérebro.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

¥ CEP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DE SERES HUMANOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Titulo da Pesquisa: SINALIZACAO DO EIXO INTESTINO-CEREBRO EM INDIVIDUOS COM
DECLINIO COGNITIVO LEVE E DOENCA DE ALZHEIMER RESIDENTES NO SUL DO BRASIL
Objetivo: Avaliar o eixo intestino-cérebro em individuos com DLC e DA tratados com probidticos
residentes no sul do Brasil

Periodo da coleta de dados: 01/08/2023 a 01/08/2024

Tempo estimado para cada coleta: 60 minutos

Local da coleta: Municipios do Sul do Brasil, Universidade do Extremo Sul Catarinense e
Instituicdes de longa permanéncia.

Pesquisador/Orientador: Josiane Budni Telefone: (48) 99991-9132
Pesquisador/Académico: Eduarda Behenck Medeiros,

Mariana Cardoso Lumertz, Isadora de Oliveira Monteiro, .
Vanessa Moraes de Andrade e Gabriela Serafim Keller Telefone: (51) 99750-8003

Programa de pés-graduagao em Ciéncias da Salde da UNESC

Como convidado(a) para participar voluntariamente da pesquisa acima intitulada e aceitando
participar do estudo, declaro que:

Poderei desistir a qualquer momento, bastando informar minha decisdo diretamente ao
pesquisador responsavel ou a pessoa que esta efetuando a pesquisa.

Por ser uma participacdo voluntaria e sem interesse financeiro, ndo havera nenhuma
remuneracao, bem como ndo terei despesas para com a mesma. No entanto, fui orientado(a) da
garantia de ressarcimento de gastos relacionados ao estudo. Como prevé o item |1V.3.g da Resolucéo
CNS 466/2012, foi garantido a mim (participante de pesquisa) e ao meu acompanhante (quando
necessario) o ressarcimento de despesas decorrentes da participagao no estudo, tais como transporte,
alimentacéo e hospedagem (quando necessario) nos dias em que for necessaria minha presenca para
consultas ou exames.

Foi expresso de modo claro e afirmativo o direito de assisténcia integral gratuita devido a
danos diretos/ indiretos e imediatos/ tardios pelo tempo que for necessario a mim (participante da
pesquisa), garantido pelo(a) pesquisador(a) responsavel (ltens 11.3.1 e 11.3.2, da Resolugdo CNS n°
466 de 2012).

Estou ciente da garantia ao direito a indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa (ltem 1V.3.h, da Resolugao CNS n° 466 de 2012).

Os dados referentes a mim serao sigilosos e privados, preceitos estes assegurados pela
Resolucéo n°® 466/2012 do CNS - Conselho Nacional de Saude - podendo eu solicitar informacdes
durante todas as fases da pesquisa, inclusive apds a publicacdo dos dados obtidos a partir desta.

Para tanto, fui esclarecido(a) também sobre os procedimentos, riscos e beneficios, a saber:

TCLE CEP/UNESC - versao 2018 | Pagina 1de 3

Av. Universitaria, 1.105 — Bairro Universitario — CEP: 88.806-000 — Criciima / SC
Bloco R1 — Sala 109 | Fone (48) 3431 2606 | cep@unesc.net | www.unesc.net/cep
Horério de funcionamento do CEP: Segunda-feira das 13h as 17h, terga-feira do 12h30 as 16h30, quarta-feira das 14h
as 18h, quinta-feira das 17h30 as 21h30 e sexta-feira das 8h as 12h

89



¥ CEP @&

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DE SERES HUMANOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

DETALHES DOS PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS NA PESQUISA

Estamos convidando vossa senhoria para participar do presente estudo que tem como
objetivo avaliar os efeitos sobre a saude mental e fisica, de um blend de probiéticos em individuos
com idade igual ou superior a 60 anos. Caso vossa senhoria aceite participar da pesquisa, ira
receber o blend de probidticos (ou o placebo), diariamente, por um periodo de trés meses.

Os probiodticos utilizados neste estudo ja sdo comercializados no Brasil, e serdo adquiridos
de uma fonte confiavel, fornecidos por uma empresa devidamente autorizada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O blend de probidticos consistira de capsulas contendo
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium breve
(1%x10° UFC/mL). O placebo consistira de capsulas de maltodextrina, que é o excipiente das
capsulas probidticas, mas sem conter os probidticos. Tanto as capsulas de probidticos quanto as de
placebo serdo idénticas em cor, tamanho, forma e cheiro, para garantir o carater triplo cego do
estudo, ou seja, vossa senhoria ndo podera saber se estara recebendo o probiético ou o placebo.
Somente apds o termino do estudo, sera possivel saber se as capsulas recebidas foram de
probidticos ou placebo. Se os parametros utilizados demonstrarem estatisticamente efeito positivo
e vossa senhoria recebeu o placebo, garantimos a oferta das capsulas de probiédticos pelo tempo
equivalente da pesquisa (trés meses).

Caso aceite participar do estudo e assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), como parte da metodologia, vossa senhoria sera convidado a responder alguns
questionarios e realizar testes fisicos e psicométricos, ou seja, que analisam sua condi¢ao de saude,
memoria, ansiedade, depressao, qualidade de vida e estado nutricional, além da Seguranca da
Degluticéo (ingestdo de alimentos e bebidas), conforme explicacao fornecida ao apresentar este
termo.

Apos essa etapa, sera realizada a coleta de sangue e fezes. A coleta de sangue e fezes sera
realizada por profissional capacitado (Farmacéutico, Biomédico, Médico ou Enfermeiro), em
condicdes adequadas para estes procedimentos, em um local apropriado, em ambiente privado,
com condigdes adequadas de higiene, Todo o procedimento sera supervisionado para garantir a
seguranga dos participantes e minimizar qualquer desconforto. Ressaltamos que os probioticos
utilizados nesta pesquisa ja sdo de uso corrente, mas garantimos o acompanhamento médico
durante e apds o estudo, pelo tempo necessario, e qualquer desconforto, durante a coleta de sangue
ou devido ao uso do probidtico, solicitamos entrar em contato com a pesquisadora coordenadora do
projeto, conforme informagdes no final deste termo. Vossa senhoria tem total liberdade para
interromper sua participacdo a qualquer momento

Por ser um estudo em fase piloto, ndo é possivel avaliar de forma concreta os beneficios dos
probidticos sobre a populacdo estudada, nos parametros utilizados. Os dados coletados serao
tratados de forma anénima e confidencial, conforme os protocolos de pesquisa vigentes. Este estudo
segue todas as normas éticas exigidas e busca minimizar riscos, assegurando o bem-estar dos
participantes em todas as etapas.

Todos os dados de saude gerados serdo compartilhados com vossa senhoria apds o estudo.
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RISCOS

Os riscos iminentes da aplicagao do questionario e coleta de material biolégico serdo reduzidos
por meio de protocolos rigorosos de seguranga e medidas de cuidado. Isso inclui a assinatura de um
Termo de Confidencialidade pelos pesquisadores, a anonimizacao dos dados, a realizagao de coletas
em ambientes apropriados por profissionais qualificados, e o acompanhamento médico adequado
para tratar qualquer desconforto ou intercorréncia. A coleta de material bioldgico, como fezes e
sangue, sera realizada em ambientes apropriados e privados para garantir a seguranca dos
participantes. A coleta de fezes incluira instrugdes claras e assisténcia pratica, se necessario,
especialmente por se tratar de pacientes idosos. A coleta de sangue, que pode causar dor ou
hematomas, sera realizada por profissionais capacitados e experientes em coleta de sangue de
idosos, com medidas imediatas para tratar qualquer desconforto. Os profissionais serdo treinados
para atuar rapidamente em casos de emergéncia, interrompendo a coleta e aplicando as medidas
necessarias para evitar riscos ao paciente. Além disso, sera oferecido acompanhamento médico
durante e apos a coleta, por todo tempo necessario.

Os participantes poderao interromper sua participacdo na pesquisa a qualquer momento, sem
qualquer prejuizo.

Em caso de algum mais estar decorrente do consumo do probidtico, como gases e desconforto
intestinal, havera acompanhamento médico e nutricional e o protocolo sera encerrado para o
participante.

BENEFICIOS

Este estudo tem como beneficio o aumento da base de dados a respeito da prevaléncia da disfagia
também a analise da microbiota, inflamacao, danos ao DNA e sinalizacdo do eixo intestino-cérebro
na doenca de Alzheimer, e declinio cognitivo leve, buscando formas de tratamento e reabilitacdo
nesses idosos colaborando com uma melhora na longevidade e qualidade de vida. Além disso,
visa-se, sensibilizagdo dos profissionais para os cuidados e riscos na alimentacdo do paciente e a
aplicacé@o de instrumentos para avaliagdo da memodria, da ansiedade, da depressao, da qualidade
de vida e do estado nutricional.

Declaro ainda, que tive tempo adequado para poder refletir sobre minha participacdo na
pesquisa, consultando, se necessario, meus familiares ou outras pessoas que possam me ajudar na

tomada de decisdo livre e esclarecida, conforme a resolugdo CNS 466/2012 item IV.1.C.

Diante de tudo o que até agora fora demonstrado, declaro que todos os procedimentos
metodoldgicos e os possiveis riscos, detalhados acima, bem como as minhas duvidas, foram
devidamente esclarecidos, sendo que, para tanto, firmo ao final a presente declaragéo, em duas vias
de igual teor e forma, ficando na posse de uma e outra sido entregue ao(a) pesquisador(a) responsavel
(o presente documento sera obrigatoriamente assinado na ultima pagina e rubricado em todas as
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paginas pelo(a) pesquisador(a) responsavel/pessoa por ele(a) delegada e pelo(a)
participante/responsavel legal).

Em caso de duvidas, sugestdes e/ou emergéncias relacionadas a pesquisa, favor entrar
emcontato com o(a) pesquisador(a) Josiane Budni pelo telefone (48) 9 9991 9132 e/ou pelo e-mail
josiane.budni@unesc.net ou com médica responsavel pelo estudo, Geriatra Gabriela Serafim Keller
pelo telefone (48) 9 9840 4832 e/ou pelo e-mail gabiskeller@yahoo.com.br.

Em caso de dentincias, favor entrar em contato com o Comité de Etica — CEP/UNESC
(enderegono rodapé da pagina).

Em caso de denuncias, favor entrar em contato com o Comité de Etica — CEP/UNESC
(endereco no rodapé da pagina).

O Comité de Etica em Pesquisa em Humanos (CEP) da Unesc pronuncia-se, no aspecto ético,
sobre todos os trabalhos de pesquisa realizados, envolvendo seres humanos. Para que a ética se faca
presente, o CEP/UNESC revisa todos os protocolos de pesquisa envolvendo seres humanos. Cabe
ao CEP/UNESC a responsabilidade primaria pelas decisbes sobre a ética da pesquisa a ser
desenvolvida na Instituicdo, de modo a garantir e resguardar a integridade e os direitos dos voluntarios
participantes nas referidas pesquisas. Tem também papel consultivo e educativo, de forma a fomentar
a reflexdo em torno da ética na ciéncia, bem como a atribuicdo de receber denuncias e requerer a sua
apuragao.

ASSINATURAS
Voluntario(a)/Participante Pesquisador(a) Responsavel

W&m

Assinatura

Assinatura

Nome:
CPF: : 8 -

Nome: Josiane Budni
CPF: 040.857.239-60

Criciuma (SC), 20 de junho de 2023
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APENDICE B - QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO E DE SAUDE

Numero do Questionario:

Data da Entrevista: / /

Entrevistador:

Grupo: (1) Controle (2) Declinio Cognitivo Leve (3) Doenca de Alzheimer
Tratamento: (1) Grupo A (2) Grupo B
Identificacédo do Idoso

Nome:

Endereco:

Telefone para contato: 1 - () 2-()

e Demogréaficas
Sexo (1) Masculino (2) Feminino

Data de nascimento:

Idade:
Naturalidade: Estado: Pais:
Numero total de filhos vivos: (0) Nenhum filhos

e Sociais e econdémicas

Profissdo: (1) Aposentado (2) Outra: Especifique

93

Escolaridade: (0) Analfabeto/sem escolaridade (1) Primario Incompleto (2) Priméario completo

(3) Ensino médio incompleto (4) Ensino médio completo (5) Superior incompleto (6) Superior

completo (7) Outro: Especifique em anos
Estado Civil: (1) Solteiro(a) (2) Viavo(a) (3) Divorciado(a) (4) Casado(a)
Religido: (1) Sim (2) N&o. Qual:

O idoso reside: (0) Sozinho (1) Conjuge (2) Familiar (filhos) (3) Familiar (irméos) (4) Amigos

(5) Cuidador externo (6) Institucionalizado

Renda total dos idosos: (1) até 1 salario minimo (2) de 1 a 2 salarios (3) de 3 a 4 salarios (4)

de 5 a 6 salarios (5) de 7 a 8 salarios (6) de 9 a 10 salarios (7) mais de 10 salarios

e Em sua opinido qual o problema que mais o atinge na sua vida diaria:
0) Nenhum (1) Saude (2) Econémico (3) Pessoal (4) Familiar

e Etnicos
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Cor da pele declarada: (1) Branca (2) Preto (3) Mestica (4) Amarela (5) Pardo
FeicOes étnicas (pesquisador): (1) Caucasiana (2) Indigena (3) Afrodescendente (4) Oriental
(5) Néo sabe

e Dados Clinicos
Em sua opinido vocé diria que sua saude é:
(1) Excelente
(2) Muito Boa
(3) Boa
(4) Ruim
(5) Muito Ruim

o Comorbidades Clinicas:
Hipertensdo Arterial Sistémica (1) Sim (2) Nao
Diabetes (1) Sim (2) Néao
Cardiopatias (1) Sim (2) Néo
Outras (1) Sim (2) Nao

Se sim, qual?

e Medicacdes:

Faz uso de algum medicamento: (1) Sim (2) Néao
Vitaminas e suplementos (1) Sim (2) Nao
Anti-hipertensivo: (1) Sim (2) Nao
Anti-inflamatérios: (1) Sim (2) Néao
Anti-diabéticos: (1) Sim (2) Nao

Antibioticos: (1) Sim (2) Néo

Faz uso de laxantes: (1) Sim (2) Néao

Omeprazol: (ou similares): (1) Sim (2) Nao
Calmantes: (1) Sim (2) Néo

Vitaminas: (1) Sim (2) Néo

Clonazepam (benzodiazepinicos): (1) Sim (2) Néao
Zolpidem (hipnoticos / ndo benzodiazepinicos): (1) Sim (2) N&o
Relaxantes musculares: (1) Sim (2) Néo;

Outros (1) Sim (2) Nao



Se sim, qual?
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e Atividade fisica
Prética algum tipo de atividade fisica: (1) Sim (2) N&o

Se sim, qual
(1) 1 a 2 vezes
(2) 3 a 4 vezes

(3) todos os dias

e Fumante:

Vocé ja fumou? (1) Sim (2) N&o (obs.: se ndo va para questdo etilismo)

Vocé ainda fuma: (1) Sim (2) Néao

Quantos cigarros (dia):

na

na

frequéncia:
semana

Semana

até 2 maco (1) Sim (2) Nao; de %2 a 1 maco (1) Sim (2) N&o; de 1 a 2 magos (1) Sim (2) Néo;

mais que 2 macos (1) Sim (2) N&o

Vocé fuma cigarro de palha (1) Sim (2) Néo

e Etilismo:

Vocé faz uso de bebida alcodlica?
(1) Sim (2) Néo

Tipo: Destilado (1) Sim (2) Néo; Fermentado (1) Sim (2) Néo
Dose diéria (copos):

(1) Esporéadico (1dia do final de semana)

(2) Aos finais de semana

(3) 2 a 3 dias por semana

(4) 4 a 5 dias por semana

(5) todos os dias

Duracédo/anos: (ha quanto tempo consome essa quantidade):

e Sono:

1. Quantas horas, em média, vocé dorme numa

noite habitual de sono?

2. Quantas horas vocé gostaria de dormir para se sentir recuperado(a)?
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3. Se sente frequentemente cansado(a), fatigado(a) ou sonolento(a) durante o dia?
(1) Sim (2) Néo
4. Ronca alto (o bastante para ser ouvido(a) mesmo com a porta fechada)? (1) Sim (2) N&o

(3) Nao, porque faz tratamento para o ronco ou apneia

5. Alguém jé& observou vocé parar de respirar durante o sono? (1) Sim (2) Nao
6. Com que frequéncia nas dltimas trinta noites teve dificuldade em pegar no sono?
(1) Nunca

(2) Raramente
(3) As vezes
(4) Quase sempre
(5) Sempre
7. Com que frequéncia nas ultimas trinta noites, acordou durante o sono e teve dificuldade para
dormir de novo?
(1) Nunca
(2) Raramente
(3) As vezes
(4) Quase sempre
(5) Sempre
8. Com que frequéncia nas Ultimas trinta noites, vocé acordou antes da hora desejada e ndo
conseguiu adormecer novamente?
(1) Nunca
(2)  Raramente
(3) As vezes
(4)  Quase sempre

(5)  Sempre

o Memoria
Vocé percebe certa dificuldade em lembrar-se das coisas, pessoas ou situacoes.
(1) Sim
(2) Néo
e Em sua opinido essa perda de memoria ocorre:
(1) Sempre
(2) Quase sempre
(3) Raramente
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(4) Nunca

e Historia familiar positiva para:

Doenca cardiovascular prematura (Infarto Agudo do Miocardio ou morte subita antes dos 55
anos no pai ou parentes de 1° grau do sexo masculino, ou antes dos 65 anos na mée ou parentes
de 1° grau do sexo feminino) (1) Sim (2) Nao

Hipertensdo arterial sistémica (1) Sim (2) Nao

Diabetes mellitus tipo 11 (1) Sim (2) Nao

Doenca tireoidiana (1) Sim (2) Néo

Cancer de colon (1) Sim (2) Néao

Céancer de mama (1) Sim (2) Nao (3) Né&o se aplica

Cancer de prostata (1) Sim (2) N&o (3) Nao se aplica

Depresséo (1) Sim (2) Néao

Demeéncia (1) Sim (2) Néo

e Coleta Nutricional:
Vai aos peés todos os dias (1) Sim (2) N&o
Usa fralda (1) Sim (2) N&o

Percebe distensdo abdominal (1) Sim (2) Néo
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ANEXO A — APROVACAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

¥ CEP @&

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DE SERES HUMANOS

RESOLUCAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UNESC, reconhecido pela Comisso
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/ Ministério da Satide analisou o projeto
abaixo:

Parecern.: 7.041.292 CAAE: 67360923.1.0000.0119
Pesquisador(a) Responsavel: Josiane Budni

Pesquisador(a):

Eduarda Behenck Medeiros, Mariana Cardoso
Lumertz, Isadora de Oliveira Monteiro e Vanessa
Moraes de Andrade

Titulo: SINALIZACAO DO EIXO INTESTINO-CEREBRO EM INDIVIDUOS
COM DECLINIO COGNITIVO LEVE E DOENCA DEALZHEIMER
RESIDENTES NO SUL DO BRASIL

Este projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, de
acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais. Todas e
quaisquer alteragcao do Projeto devera ser comunicada ao CEP. Os membros do
CEP nao participaram do processo de avaliagcdo dos projetos onde constam
como pesquisadores.

Criciuma, 25 de setembro 2024.

Marco Anto&io(d‘a\s\lva

Coordenador do GEP
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Horario de funcionamento do CEP: Segunda-feira das 13h as 17h, terca-feira do 12h30 as
16h30, quarta-feira das 14h as 18h, quinta-feira das 17h30 as 21h30 e sexta-feira das 8h as
12h



100

ANEXO B — CARTA DE ACEITE RESIDENCIAL SAO VICENTE

Conferéncia “Sdo José"da Sociedade de “Sdo
AS”O fv & [b"
Sdo Vicente icente de Pau
de Paulo MANTENEDORA DO “SAO VICENTE DE PAULO”

CNPJ: 83.666.214/0001/29
Considerado de Utilidade Piblica pelas: - Lei Municipal n® 32 de 25/11/49
Lei Estadual n® 7685 de 14/07/89 - Decreto de 14/01/2000 publicado no Didrio Oficial de 17/01/2000.

CARTA DE ACEITE

Declaramos, para os devidos fins que se fizerem necessarios, que
concordamos em disponibilizar os idosos residentes dessa Instituicdo de longa
permanéncia que aceitarem participar da pesquisa a estar fazendo parte deste
estudo da Instituicdo Asilo Sdo Vicente de Paulo, localizada na R. Afonso Pena,
368 - Michel, Cricitma - SC, 88803-060, para o desenvolvimento da pesquisa
intitulada “SINALIZAGCAO DO EIXO INTESTINO-CEREBRO EM INDIVIDUOS COM
DECLINIO COGNITIVO LEVE E DOENCA DE ALZHEIMER RESIDENTES NO
SUL DO BRASIL" sob a responsabilidade do professor(a) responsavel Josiane
Budni e pesquisador(s) Eduarda Behenck Medeiros, Mariana Cardoso Lumertz e
Gabriela Serafim Keller do Curso Programa de Pdés-graduagdo em Ciéncias da
Salde da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, pelo periodo de
execugao previsto no referido projeto.

;,'!,/,(/ o 0. -y (AU,

L Nome do Responsévei pela instituicdo/empresa

Cargo do Responsavel

(83 666 214/0001-29"

CONFERENCIA SAO JOSE DA
SOCIEDADE DE SAO VICENTE DE PAULO

RUA AFONSO PENA, 368
B.MICHEL - CEP 88803-060

' cmcioma - sc _]
Rua Afonso Pena, 368 — Fone (48) 3433-2272
CEP 88.803-060 CRICIUMA Santa Catarina



ANEXO C - CARTA DE ACEITE RESIDENCIAL PRIMAVERA

9

e
s

)
Responsével Técnico
Dr. Mancel Carlos Cardoso | CRM 893

A
623159
v ) 148) 99608-1779

2

RESIDENCIAL GERIATRICO

CARTA DE ACEITE

Declaramos, para os devidos fins que se fizerem necessarios, que
concordamos em disponibilizar os idosos residentes deste residencial geriatrico que
aceitarem participar da pesquisa a estar fazendo parte deste estudo da Instituicao
Residencial Geriatrico Primavera, localizada na R. Elaine Cristine Milanese, 120 - Mina
Brasil, Cricitma - SC, 88811-218, para o desenvolvimento da pesquisa intitulada
“SINALIZACAO DO EIXO INTESTINO-CEREBRO EM INDIVIDUOS COM DECLINIO
COGNITIVO LEVE E DOENGA DE ALZHEIMER RESIDENTES NO SUL DO BRASIL" sob
a responsabilidade do professor(a) responsavel Josiane Budni e pesquisador(s) Eduarda
Behenck Medeiros, Mariana Cardoso Lumertz e Gabriela Serafim Keller do Curso
Programa de Pés-graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo Sul

Catarinense — UNESC, pelo periodo de execugao previsto no referido projeto.

i i ‘

“ \ ‘
4 nhy 5 L 0 9. /] s
T 1 T * 7
| Andricélio da\Cryz Luiz
Administrador

*41 829 639/0001-61"

RESIDENCIAL GERIATRICO
PRIMAVERA LTDA.
R. ELAINE CRISTINE MILANESE, 120
MINABRASIL - CEP 88811-218
L cricioma - sc _|

@primaveraresidencialgeriatrico

Rua Elaine Cristine Milanese, Mina Brasil,
Criciuma/SC - CEP 88811-042
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ANEXO D - CARTA DE ACEITE RESIDENCIAL NOVA BELLUNO

BERO

CARTA DE ACEITE

Declaramos, para os devidos fins que se fizerem necessarios, que
concordamos em disponibilizar os idosos residentes dessa Instituicdo de longa
permanéncia que aceitarem participar da pesquisa a estar fazendo parte deste estudo da
Instituicdo Nova Belluno Residencial Geriatrico, localizada na R. José Salvaro, 716 -
Patrimonio, Siderdpolis - SC, 88860-000, para o desenvolvimento da pesquisa intitulada
“SINALIZAGAO DO EIXO INTESTINO-CEREBRO EM INDIVIDUOS COM DECLINIO
COGNITIVO LEVE E DOENGA DE ALZHEIMER RESIDENTES NO SUL DO BRASIL" sob
a responsabilidade do professor(a) responsavel Josiane Budni e pesquisador(s) Eduarda
Behenck Medeiros, Mariana Cardoso Lumertz e Gabriela Serafim Keller do Curso
Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo Sul
Catarinense — UNESC, pelo periodo de execugao previsto no referido projeto.

Shrar e MZW\
mara Marting

- 8-St e -GS pmniihs

Nome do Responsavel pela instituigéo/en/presa

Cargo do Responsdvel

Rua José Salvaro, 716 - Bairro Patriménio, Siderépolis/SC
contato@novabelluno.com.br / (48) 3433-1171
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ANEXO E — CARTA DE ACEITE DO PROGRAMA DE ATENCAO
MULTIDISCIPLINAR A SAUDE DO IDOSO

L 4

Universsdade
80 Exitemo CARTA DE ACEITE

Sul Catarinense

Declaramos, para os devidos fins que se fizerem necessdrios, que
concordamos em disponibilizar os idosos participantes do projeto de extensao de idosos
da Universidade do Extremo Sul Calarinense — UNESC, Programa de Atencédo
Multidisciplinar a Saide do Idoso (PAMSI), localizada na Av. Universitaria, 1105 -
Universitario, Cricidma - SC, 88806-000, para o desenvolvimento da pesquisa intitulada
"SINALIZAGAO DO EIXO INTESTINO-CEREBRO EM INDIVIDUOS COM DECLINIO
COGNITIVO LEVE E DOENGA DE ALZHEIMER RESIDENTES NO SUL DO BRASIL™ sob
a responsabilidade do professor(a) responsavel Josiane Budni e pesquisador(s) Eduarda
Behenck Medeiros, Mariana Cardoso Lumertz, Isadora de Oliveira Monteiro e Gabriela
Serafim Keller do Curso Programa de Pés-graduacdoc em Ciéncias da Salde da
Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, pelo periodo de execugdo previsto
no referido projeto.

ol(/ll;(a Camevtn /'9/

gCau/empresa

ATENCAO: A canta de aceite deve ser impressa em papel timbrado da
Instituicdo/Empresa onde sera realizada a pesquisa. E imprescindivel a assinatura e
carimbo do responsavel.



ANEXO F - CARTA DE ACEITE DAS CLINICAS INTEGRADAS

L 4

ereiae Carta de Aceite
Sul Catarinense

Declaramos, para fins de pesquisa académica, que concordamos em
disponibilizar os espagos fisicos do Servico de Medicina das Clinicas
Integradas para aplicagdo de um questionario com os pacientes atendidos em
geriatria, bem como o acesso de dados dos prontuarios, na Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC), localizada na Avenida Universitaria, n°
1105, bairro Universitario, Cricitma-SC, CEP 88806-000, para a pesquisa
intitulada “Avaliagéo da disfagia e sinalizagdo do eixo intestino-cérebro em
individuos com doenca de Alzheimer residentes no municipio de
Criciima”, sob responsabilidade do professor orientador Josiane Budny,
telefone (48) 99991-9132 e pesquisadora Mariana Cardoso Lumertz, telefone
(48) 99626-4022, do Programa Pés Graduagdo em Ciéncias da Saude
(PPGCS) da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, pelo periodo
de execugdo previsto no referido projeto. Outrossim, informamos que a
pesquisa somente podera ser iniciada apos comprovada a aprovagdo do
projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNESC, apresentacao do TCLE
ou TALE ao participante da pesquisa, e que os prontudrios fisicos nao poderao
ser retirados das dependéncias das Clinicas Integradas. Além disso,
informarﬁos que procedimentos invasivos nao sao autorizados no Servigo de
Medicina, em obediéncia a normas do Conselho Federal de Medicina.

Criciima, 14 de fevereiro de 2023.

0s_Servicos de Medicina

FUCRI - FUNDACAO EDUCACIONAL DE CRICIUMA (MANTENEDORA)

Avenida Universitdria, 1105 - Bairro Universitdrio - Cx. Postal 3167 - Fone: (0*+48) 3431-2500 - Fax: (0**48) 3431-2750 - CEP 88806000 - CRICIGMA - SC.
152 http://www.unesc.net

104



ANEXO G -MINI EXAME DO ESTADO MENTAL (MEEM)

MINI EXAME DO ESTADO MENTAL (MEEM)

ORIENTACAQ

* Qual é o (ano) (estagdo) (dia/semana) (diaimés) e (més).

* Onde estamos (pais) (estado) (cidade) (rua ou local?) (andar).

REGISTRO

* Dizer trés palavras: PENTE RUA AZUL. Pedir para
prestar atengdio pois tera que repetir mais tarde. Pergunte
pelas frés palavras apos té-las nomeado. Repetir até que
evoque mrrei;amente e anotar nimero de vezes:

ATENCAO E CALCULO

* Subfrair: 100-7 (5 tentativas: 93 — 86 — 79 - 72 - 65)
Alternativo™: série de 7 digitos (582694 1)

EVOCACAOD

* Perguntar pelas 3 palavras anteriores (pente-rua-azul)

LINGUAGEM

*|dentificar lapis e relogio de pulso

* Repetir: “Nem aqui, nem ali, nem la".

* Seguir o comando de frés estagios: “Pegue o papel com a
mao direita, dobre ao meio e ponha no chéao™

* Ler ‘em voz baixa' e executar: FECHE OS5 OLHOS

* Escrever uma frase (um pensamento, idéia completa)

* Copiar o desenha:

TOTAL: I:I I:I

en |en

el ] e S B I ) ]
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ANEXO H -TESTE DO DESENHO DO RELOGIO

Diga-lhe: “Desenhe um reloégio com todos os ntimeros. Coloque os ponteiros marcando

2h45min”.
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ANEXO | - TESTE DE FLUENCIA VERBAL (ANIMAIS)

“Fale todos os animais que conseguir lembrar. Vale qualquer tipo de bicho".

. Um minuto ¢ contado a partir do final do comando e o escore corresponde ao
numero de animais lembrados nesse periodo.

. Quando sao lembrados animais cuja denominagdo de género ¢ semelhante (p. ex.
gato e gata), um deles ndo ¢ pontuado, mas quando a denominagdo ¢ diferente (p. ex. cavalo e
égua), ambos sao pontuados.

. E pontuada a denominagdo genérica de subcategorias de animais (p. ex. peixe ou
passaro), mas, apenas quando ndo seguida por exemplos da classe, quando ndo ¢ considerada a

denominacao de classe e sdo contados os exemplos.

. Ex.: A sequéncia "gato, cavalo, peixe, vaca" receberia 4 pontos, ¢ a sequéncia

"gato, gata, peixe, tubardo, baleia" receberia 3 pontos.
1 ponto por animal.

Animais:

Total de pontos:



ANEXO J -
Tabela 4. CONTROLE INSTITUICAO
Variavel Geral Placebo Probiotico Efeito Distribuicao
Principal
(n=16) (n=10) (n=6) P
MEEM: T1 24.62 (2.55) 24.70 (2.41) 24.50 (3.02) 0.885
MEEM: T2 22.31(4.27) 22.78(2.82) 21.25(7.04) 0.574
FV:T1 9.69 (3.11) 10.20(3.55)  8.83(2.23) 0.414
FV: T2 9.31(1.84) 9.67 (1.41) 8.50 (2.65) 0.312
RELOGIO: 3.00 2.50 (1.25, 5.50 0.227 nonnorm
Tl (1.75,7.00) 3.75) (2.25,8.00)
RELOGIO: 3.00 (2.00, 3.00 (2.00, 4.00 (1.50, 0.937 nonnorm
T2 6.00) 3.00) 6.75)
TNFa: T1, 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -
freq. (%)
TNFa:T1 133.11(5.79) 134.30(5.48) 131.12 (6.24) 0.304
TNFa: T2, 12 (75.0) 9 (90.0) 3(50.0) 0.233
freq. (%)
TNFa:T2 134.75 131.25 142.50 0.064 nonnorm
(131.00, (130.25, (138.62,
138.44] 136.50] 174.00]
IL1b: T1, 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -
freq. (%)
IL1b: T1 6.20 [5.80, 6.69 [5.79, 6.06 [5.89, 0.480 nonnorm
7.52] 7.74] 6.87]
IL1b: T2, 12 (75.0) 9 (90.0) 3(50.0) 0.233
freq. (%)
IL1b: T2 8.89 (1.50) 8.71 (1.52) 9.42 (1.61) 0.509
IL6: T1, freq. 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -
(%)
IL6: T1 80.38 (50.78) 84.35(51.77) 73.75(53.18) 0.701
IL6: T2, freq. 12 (75.0) 9 (90.0) 3(50.0) 0.233
(%)
IL6: T2 85.38 (54.16) 99.61(50.95) 42.67 (45.83) 0.118
IL4:T1, freq. 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -
(%)
IL4:T1 2.42 [2.05, 2.41[1.95, 2.42 [2.18, 0.588 nonnorm
2.56] 2.53] 2.69]
IL4:T2, freq. 12 (75.0) 9(90.0) 3(50.0) 0.233
(%)
IL4:T2 0.08 [0.00, 0.35[0.03, -0.04[-0.08, 0.064 nonnorm
0.55] 0.89] -0.01]
IL10: T1, 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -
freq. (%)
IL10: T1 6.86 (4.06) 7.89 (3.64) 5.15 (4.48) 0.201
IL10: T2, 12 (75.0) 9(90.0) 3(50.0) 0.233
freq. (%)
IL10: T2 3.51 (3.59) 3.38 (2.09) 3.89 (7.30) 0.841
BDNF: T1, 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -

freq. (%)
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BDNF: T1 668.75 680.34 649.44 0.646
(124.16) (108.49) (156.02)
BDNF: T2, 12 (75.0) 9 (90.0) 3(50.0) 0.233
freq. (%)
BDNF:T2 625.08 671.99 484.35 0.109
(174.64) (113.20) (277.28)
GDNF: T1, 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -
freq. (%)
GDNF:T1 0.29 [0.24, 0.32 [0.25, 0.28 [0.24, 0.914 nonnorm
0.46] 0.43] 0.56]
GDNF: T2, 12 (75.0) 9 (90.0) 3(50.0) 0.233
freq. (%)
GDNF:T2 0.24 [0.20, 0.23[0.22, 0.34 [0.24, 0.405 nonnorm
0.35] 0.26] 0.91]
NGF: T1, 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -
freq. (%)
NGF: T1 20.31[14.12, 20.31[15.31, 17.54[12.58, 0.278 nonnorm
32.62] 34.94] 30.06]
NGF: T2, 12 (75.0) 9 (90.0) 3(50.0) 0.233
freq. (%)
NG F: T2 14.23[12.29, 15.54[13.62, 12.46[12.12, 0.165 nonnorm
18.40] 21.00] 12.54]
TGFb: T1, 16 (100.0) 10 (100.0) 6 (100.0) -
freq. (%)
TGFb:T1 1029.93 1043.64 1007.07 0.814
(286.54) (276.38) (328.36)
TGFb: T2, 12 (75.0) 9 (90.0) 3(50.0) 0.233
freq. (%)
TGFb: T2 1367.15 1387.40 1306.43 0.791
(427.33) (415.58) (553.29)

Fonte: Do Autor, 2025.
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ANEXO K —
Tabela 5. DCL
Variavel Geral Placebo Probidtico Efeito Distribuicao
Principal
(n=18) (n=8) (n=10) P
MEEM: T1 10.56 (6.58)  9.50 (7.73) 11.40 (5.80) 0.559
MEEM: T2 15.29 (5.41) 16.00 (5.66) 14.75(5.55) 0.686
FV:T1 6.00 (4.65) 6.12 (4.70) 5.90 (4.86) 0.922
FV: T2 5.64 (3.59) 5.50 (2.59) 5.75 (4.37) 0.903
RELOGIO: 0.00 [0.00, 0.00 [0.00, 1.00 [0.00, 0.918 nonnorm
T1 2.00] 2.00] 1.750]
RELOGIO: 2.00 [0.00, 1.00 [0.00, 2.00 [1.50, 0.270 nonnorm
T2 2.00] 2.00] 2.00]
TNFa: T1, 18 (100.0) 8 (100.0) 10 (100.0) NA
freq. (%)
TNFa: T1 134.75 141.25 132.00 0.182 nonnorm
[129.50, [132.94, [129.50,
145.44] 156.19] 134.94]
TNFa: T2, 15 (83.3) 7 (87.5) 8 (80.0) 1.000
freq. (%)
TNFa: T2 131.55(8.34) 132.61(8.47) 130.62 (8.68) 0.663
IL1b: T1, 17 (94.4) 8 (100.0) 9 (90.0) 1.000
freq. (%)
IL1b: T1 5.76 [5.42, 6.13 [5.70, 5.65 [5.31, 0.178 nonnorm
6.58] 7.25] 6.34]
IL1b: T2, 15 (83.3) 7 (87.5) 8 (80.0) 1.000
freq. (%)
IL1b: T2 7.20 (1.72) 7.80 (1.66) 6.68 (1.71) 0.222
IL6: T1, freq. 17 (94.4) 8 (100.0) 9 (90.0) 1.000
(%)
IL6: T1 142.50 50.75[31.12, 303.00 0,068 nonnorm
[33.50, 150.25] [142.50,
359.50] 642.50]
IL6: T2, freq. 16 (88.9) 7 (87.5) 9 (90.0) 1.000
(%)
IL6: T2 161.75 121.00 222.50 0.560 nonnorm
[100.12, [112.25, [78.00,
422.50] 310.00] 462.00]
IL4: T1, freq. 17 (94.4) 8 (100.0) 9 (90.0) 1.000
(%)
IL4: T1 2.64 [2.35, 2.35[2.14, 2.84 [2.50, 0.083 nonnorm
2.97] 2.66] 3.31]
IL4: T2, freq. 15 (83.3) 7 (87.5) 8 (80.0) 1.000
(%)
IL4: T2 1.26 (1.07)  1.02(1.13)  1.46 (1.04) 0.447
IL10: T1, 17 (94.4) 8 (100.0) 9 (90.0) 1.000
freq. (%)
IL10: T1 7.77[6.42,  7.31[6.14,  7.92[6.42, 0.335 nonnorm
9.35] 9.06] 11.08]
IL10: T2, 15 (83.3) 7 (87.5) 8(80.0) 1.000
freq. (%)
IL10: T2 4.49 (2.26) 3.99 (1.67) 4.93 (2.71) 0.443
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BDNF: T1, 17 (94.4) 8 (100.0) 9 (90.0) 1.000
freq. (%)
BDNF: T1 756.20 822.18 697.69 0.212
(200.74) (159.28) (224.04)
BDNF: T2, 15 (83.3) 7 (87.5) 8 (80.0) 1.000
freq. (%)
BDNF: T2 565.18 578.70 553.34 0.825
(209.02) (216.84) (216.19)
GDNF: T1, 17 (94.4) 8 (100.0) 9 (90.0) 1.000
freq. (%)
GDNF: T1 0.31[0.22, 0.44 10.28, 0.25[0.22, 0.083 nonnorm
0.37] 0.61] 0.31]
GDNF: T2, 15 (83.3) 7 (87.5) 8 (80.0) 1.000
freq. (%)
GDNF: T2 0.31(0.11) 0.34 (0.10) 0.29 (0.13) 0.422
NGF: T1, 17 (94.4) 8 (100.0) 9 (90.0) 1.000
freq. (%)
NGF: T1 17.77 [13.85, 23.15[17.50, 13.85[13.15, 0.030 nonnorm
26.31] 48.27] 18.08]
NGF: T2, 15 (83.3) 7 (87.5) 8 (80.0) 1.000
freq. (%)
NGF: T2 22.00[14.73, 15.92[13.65, 28.88[15.27, 0.246 nonnorm
35.69] 28.92] 47.50]
TGFb: T1, 17 (94.4) 8 (100.0) 9 (90.0) 1.000
freq. (%)
TGFb: T1 985.04 884.96 1074.00 0.171
(279.59) (151.70) (342.47)
TGFb: T2, 15 (83.3) 7 (87.5) 8 (80.0) 1.000
freq. (%)
TGFb: T2 1627.99 1251.69 1957.25 0.151
(935.17) (1093.07) (677.84)

Fonte: Do Autor, 2025.
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ANEXO L -
Tabela 6. DA
Variavel Geral Placebo Probidtico Efeito Distribuicao
Principal
(n=19) (n=10) (n=9) P
MEEM: T1 11.21 (5.75) 11.20(5.96) 11.22(5.87) 0,994
MEEM: T2 10.16 (7.43) 11.40(7.79) 8.78 (7.21) 0,458
FV:T1 4.42 (2.46) 5.20 (2.53) 3.56 (2.19) 0,150
FV: T2 3.00 [2.00, 4.50 [2.50, 2.00 [2.00, 0,063 nonnorm
4.50] 7.50] 3.00]
RELOGIO: 0.00 [0.00, 0.00 [0.00, 1.00 [0.00, 0,408 nonnorm
Tl 2.00] 1.50] 2.00]
RELOGIO: 1.00 [0.00, 0.50 [0.00, 1.00 [1.00, 0,456 nonnorm
T2 2.00] 2.00] 2.00]
TNFa: T1, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
TNFa: T1 135.05 131.72 138.75 (7.02) 0,139
(10.23) (11.81)
TNFa: T2, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
TNFa: T2 135.53 135.45 135.61 0,980
(13.09) (15.41) (10.89)
IL1b: T1, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
IL1b: T1 7.07 [5.73, 6.80 [5.04, 7.10 [6.08, 0,220 nonnorm
7.64] 7.25] 8.14]
IL1b: T2, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
IL1b: T2 7.66(1.33)  7.52(0.85)  7.83(1.77) 0.629
IL6: T1, freq. 18 (94.7) 9 (90.0) 9 (100.0) 1.000
(%)
IL6: T1 126.61 103.00 150.22 0.275
(89.36) (87.75) (89.51)
IL6: T2, freq. 18 (94.7) 10 (100.0) 8 (88.9) 0.957
(%)
IL6: T2 120.25 101.50 191.75 0,328 nonnorm
[86.88, [62.88, [102.50,
298.00] 278.50] 278.75]
IL4: T1, freq. 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
(%)
IL4: T1 2.58 [2.35, 2.60 [2.31, 2.58 [2.47, 0,683 nonnorm
3.00] 3.18] 2.97]
IL4: T2, freq. 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
(%)
IL4: T2 0.77 [0.04, 1.54 [0.059, 0.03[0.01, 0,060 nonnorm
2.26] 2.31] 2.16]
IL10: T1, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
IL10: T1 8.28 (4.45) 8.49 (4.79) 8.06 (4.31) 0,839
IL10: T2, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
IL10: T2 4.29 [2.61, 4.98 [3.68, 3.29[1.73, 0,653 nonnorm
7.22] 6.44] 8.03]
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BDNF: T1, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
BDNF: T1 707.99 659.39 761.99 0,465
(295.36) (342.70) (240.68)
BDNF: T2, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
BDNF: T2 579.24 608.12 547.15 0.544
(210.76) (175.38) (251.28)
GDNF: T1, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
GDNF: T1 0.35(0.18) 0.35(0.22) 0.34 (0.14) 0,836
GDNF: T2, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
GDNF: T2 0.22 [0.15, 0.26 [0.14, 0.21[0.17, 0,624 nonnorm
0.35] 0.35] 0.28]
NGF: T1, 18 (94.7) 9 (90.0) 9 (100.0) 1.000
freq. (%)
NGF: T1 15.08 [11.19, 14.85[11.00, 15.31[11.54, 0.895 nonnorm
34.29] 17.85] 38.69]
NGF: T2, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
NGF: T2 15.00 [12.42, 16.08 [12.27, 14.62[12.54, 0.683 nonnorm
17.62] 17.88] 16.15]
TGFb: T1, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
TGFb: T1 974.86 768.31 1204.37 0.001
(324.06) (212.13) (270.33)
TGFb: T2, 19 (100.0) 10 (100.0) 9 (100.0) -
freq. (%)
TGFb: T2 1782.26 1773.16 1792.38 0.959
(783.26) (631.15) (965.41)

Fonte: Do Autor, 2025.
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