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Resumo

JUNIOR, Celso Fruscalso. @~ ZONULINA COMO MARCADOR DE
PERMEABILIDADE INTESTINAL RELACIONADO AO CONSUMO DE
PRE/PROBIOTICOS: UMA REVISAO DE LITERATURA. 2024. 73 paginas
Dissertacao de Mestrado em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Parasitologia-
Programa de Pés-Graduagdo em Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

A alteracdo na composicao da microbiota denominada disbiose, tém sido associadas a
diversas doengas inflamatérias, como, distirbios metabdlicos, obesidade, resisténcia a
insulina, diabetes tipo 2, ansiedade e depressao. Estes disturbios podem levar a quebra das
Juncbes Estreitas causando Permeabilidade Intestinal e facilitando a endotoxemia. O nivel
de Zonulina pode ser um bom marcador molecular para estadiamento destas patologias, ou
para fornecer parametros na abordagem clinica com uso de probidticos. O objetivo deste
trabalho foi realizar uma revisdo narrativa da literatura a fim de analisar o uso de pré e
probidticos correlacionado com os niveis de zonulina. Foram selecionados 16 estudos,
representando uma amostra de 646 pacientes. Os niveis de zonulina foram reduzidos em 6
estudos (37,5%) que possuiam 36 espécies distintas, com especial destaque para B. lactis,
B. breve, B. bifidum, B. longum, L. plantarum, L. bulgaricus, L. acidophilus, S. thermophilus,
que representam 69,4% das cepas efetivas. A duragdo da suplementagéo nos estudos
variou, de 14 dias a 180 dias, com tempo médio de utilizacdo de 74 dias, sendo maior nos
artigos que reduziram a zonulina (112,7 dias). Nenhum prebiético ou probidtico foi capaz de
reduzir os niveis de zonulina quando administrado de maneira isolada. Os pré/probidticos
parecem afetar diretamente a integridade da barreira intestinal, especialmente em
condicbes de saude como obesidade e diabetes. Além disso, o tempo e a forma de

administracdo multi cepa ou simbiotico parecem ser fatores determinantes do resultado.

Palavras-chave: Microbiota Intestinal; Disbiose; Fibras Dietéticas; Zonulina; Fung¢ao

da Barreira Intestinal



Abstract

JUNIOR, Celso Fruscalso. ZONULIN AS A MARKER OF INTESTINAL
PERMEABILITY ASSOCIATED WITH PRE/PROBIOTICS CONSUMPTION AS AN
INTERVENTION FACTOR: A LITERATURE REVIEW. 2024. 87 paginas.
Dissertation of Master's in Biological Sciences: Microbiology and Parasitology -
Postgraduate Program in Microbiology and Parasitology, Institute of Biology,

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

Alterations in the composition of the microbiota, termed dysbiosis, have been
associated with various inflammatory diseases, such as metabolic disorders, obesity,
insulin resistance, type 2 diabetes, anxiety, and depression. These disorders can
lead to the breakdown of tight junctions, causing intestinal permeability and
facilitating endotoxemia. Zonulin levels can be a good molecular marker for staging
these pathologies or for providing parameters in the clinical approach using
probiotics. The objective of this study was to conduct a narrative review of the
literature to analyze the use of prebiotics and probiotics correlated with zonulin
levels. Sixteen studies were selected, representing a sample of 646 patients. Zonulin
levels were reduced in 6 studies (37.5%) that used 36 different species, with special
emphasis on B. lactis, B. breve, B. bifidum, B. longum, L. plantarum, L. bulgaricus, L.
acidophilus, and S. thermophilus, which represent 69.4% of the effective strains. The
duration of supplementation in the studies varied from 14 to 180 days, with an
average duration of 74 days, and was longer in the articles that reduced zonulin
(112.7 days). No single prebiotic or probiotic was able to reduce zonulin levels when
administered alone. Prebiotics/probiotics seem to directly affect the integrity of the
intestinal barrier, especially in health conditions such as obesity and diabetes.
Furthermore, the duration and the form of administration, either multi-strain or

symbiotic, seem to be determining factors for the outcome.

Keywords: Gut Microbiota; Dysbiosis; Dietary Fibers; Zonulin; Intestinal Barrier

Function;
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Introducgao

“Todas as doencas comeg¢am no intestino”.

(Hipocrates)

Esta declaracdo persistiu ao longo do tempo e provou ser em grande parte
perspicaz. Nos ultimos anos, evidéncias crescentes mostraram que a manutencgao e
equilibrio da microbiota intestinal exerce um papel critico no desenvolvimento de
inumeras doengas tais como, disturbios metabdlicos, obesidade, resisténcia a
insulina, diabetes tipo 2, ansiedade, depresséo, etc (Paiva, et al., 2020; Snelson et
al., 2021, Zhang, et al., 2020). O microbioma é influenciado também por praticas
dietéticas e a permeabilidade da mucosa, através da interagdo entre o ambiente
externo e interno, participando da progressdo de doengas inflamatorias (Sikalidis;
Maykish, 2020). A compreensédo do perfil da microbiota, do comportamento de
bactérias (Vitetta et al., 2023), e de todo eixo microbiota-intestino-cérebro (Ding, et
al., 2020) se fazem necessarios e oferecem diregao no tratamento de doengas.

Sabe-se que, juntamente com fatores epigenéticos, a dieta é reconhecida
como um fator chave na formagdo, composicdo e na fungdo do microbioma
intestinal especialmente por ser a fonte de fermentagdo e nutrigdo do microbioma
intestinal (Guarino et al., 2020). Aliados a uma dieta adequada, componentes
funcionais como prebidticos e probidticos podem auxiliar no tratamento de sintomas
e condigbes de saude adversas. Estes utilizados como ingredientes imuno ativos
possuem o potencial de exercer efeitos metabdlicos desejaveis, bem como alvos
terapéuticos na prevengao e tratamento de doencas metabdlicas (Durack; Lynch,
2019).

Os prebidticos sao definidos desde 2017 como “um substrato que é

seletivamente utilizado por microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio
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para a saude” (Gibson et al., 2017). Ja os probiodticos, sdo “microrganismos vivos
que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a
saude do hospedeiro” (Hill et al., 2014).

A zonulina, modulador de proteina de jungdes apertadas intercelulares nos
intestinos atua como um biomarcador n&o invasivo de permeabilidade intestinal e
parece ser um bom preditivo analitico de acompanhamento fisiolégico e nutricional
(Seethaler et al., 2021). Na presente revisdo narrativa, evidenciamos o estado da
arte dos efeitos no uso de pre/probidticos ou seu conjugado (simbidticos) e sua
influéncia nos niveis de zonulina em diferentes condicbes de saude.

Embora altamente promissores, os dados de estudos clinicos em seres
humanos ainda sdo escassos, e mais estudos sdo necessarios para corroborar o
potencial do uso de pre/probidticos como tratamento adjuvante na disbiose
intestinal. Essa revisao contribuira no entendimento do microambiente intestinal, o
qual é altamente individual, porém também sera capaz de impulsionar
recomendagdes quanto ao uso de pre/probidticos como uma  abordagem

terapéutica adjuvante em condigdes especificas.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo realizar uma revisao narrativa da literatura a
fim de analisar o uso de pré e probidticos correlacionando estes com os niveis de

zonulina.

1.1.2 Objetivos especificos

e Apurar dados que utilizam pre/probidticos em ensaios clinicos disponiveis na
literatura;
e Relacionar o uso de pre/pre/simbidticos e os niveis de zonulina em variadas

condi¢des de saude;
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Revisao de literatura

2.1 Microambiente intestinal e suas fungodes

O intestino humano possui um sistema nervoso proprio denominado sistema
nervoso entérico importante no controle e secregao intestinal, glandulas secretoras
que provém enzimas e muco, que auxiliam na digestdo e absorgédo de nutrientes ,
constitui-se de uma extensa camada de tecido muscular liso, uma camada de
células epiteliais e uma lamina propria formada por tecido conjuntivo que faz a
interface entre o lumen e o epitélio intestinal (figura 1) (Guyton; Hall, 1946,2017). O
intestino possui microvilosidades que funcionam como barreiras facilitando ou
freando o0 acesso de nutrientes, microrganismos e demais substancias,
estabelecendo uma relacao simbidtica e equilibrada, que fica sujeita a presenca de
mais de 2000 espécies de microrganismos em um hospedeiro (Bondy, 2022). A
parte entre as células que regula parte desse processo recebe o nhome de jungao
estreita, um complexo multiproteico apical, que regula a permeabilidade desta
barreira e a difusdo paracelular de nutrientes e microrganismos (Karl, et al. 2017).

Além das células, o plexo mioentérico, também conhecido como plexo de
Auerbach, regula a atividade contratil das camadas musculares lisas, promovendo o
avango do alimento pelo intestino. Enquanto isso, o plexo submucoso, ou plexo de
Meissner, desempenha um papel fundamental na regulagao da absorgao e secrecao
de agua. Assim, a coordenagdo entre esses dois plexos é essencial para garantir
uma digestao eficiente dos alimentos e a absor¢do adequada de agua e nutrientes
(Guyton; Hall, 2017; Farré et al., 2020).

Em um cenario de normalidade fisiolégica, a integridade da barreira intestinal
impede a invasdo de patdgenos, e a entrada de substancias estranhas ao ambiente

intestinal através de mecanismos intrinsecos como: i. estreita organizagcédo adjacente
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das células (barreira fisica); ii. secrecdo de substancias antimicrobianas (barreira
quimica); iii. barreira imunolégica desempenhada pelas células do sistema imune
(Abbas, 2019; Guyton; Hall, 2017).

Figura 1 - Microambiente intestinal

Bactéria

Célula M )

%_\ Microvilosidades
= Foliculo
z Bacteria Al o {’ (®) a0
Q= Produtos et sl " —_* ._.O—
O . bacterianos . % )
Bacterans ' Células
soaall Dendriticas
Enterdcitos
)
\_/ )

céla (O

T

Lamina
prépria

Célula
T naive

Vaso sanguineo Tecido Muscular

Fonte: adaptado de Cassady-Cain et al. (2018).

O arranjo organizado do intestino permite absorgcado e digestao dos macro e
micronutrientes através de sua capacidade adaptativa ao fornecimento de
nutrientes, quando em exposigdo direta a concentragdes mais altas de gordura e
acucar por exemplo, células tronco da mucosa duodenal possuem taxas mais
elevadas de divisdo, podendo levar a hiperplasia da mucosa intestinal proximal
(Rajagopalan et al., 2022).

A microbiota intestinal que interage com este epitélio acaba influenciando o
sistema imunolégico, a modulacédo de processos inflamatérios, a extragdo de
energia de alimentos, a expressdo génica humana e até mesmo a resisténcia a
insulina. Desta forma, é fundamental que um microbioma intestinal esteja saudavel

para garantir a homeostase no intestino e na saude geral.
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2.1.1 Diversidade microbiana e seu papel no intestino

A microbiota intestinal, ambiente diversificado e dinamico, contém mais de
1.500 espécies, distribuidas em mais de 50 filos diferentes (Robles-Alonso; Guarner,
2013). Bacteroidetes e Firmicutes seguidos por Proteobacteria, Fusobacterium,
Tenericutes, Actinobacteria e Verrucomicrobia sdo os filos mais dominantes,
perfazendo até 90% da populagdo microbiana total em humanos (Jethwani; Grover
2019; Ye et al., 2022).

Além disso, estudos tém demonstrado que a perturbagdo da populagao da
microbiota intestinal tem sido relacionada com varias doencas tais como: doengas
inflamatorias intestinais (DIl) (Nishino et al., 2018), obesidade e diabetes (Snelson et
al., 2021), alergias (Bunyavanich et al., 2016), doengas autoimunes (Chu et al.,
2017) e doencas cardiovasculares (Jie et al., 2017). Atualmente, existem
abordagens para modular a composicao e funcdes da microbiota intestinal, tais
como a aplicacdo de probidticos, prebidticos e técnicas de transplante de microbiota
fecal (FMT) (Aron-Wisnewsky et al., 2019).

Em geral, a microbiota é responsavel por metabolizar os elementos dietéticos
em componentes alimentares bioativos. Essas bactérias metabolizam carboidratos
indigeriveis como celulose, hemiceluloses, amido, pectina, oligossacarideos e
lignina em acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como acidos acético, propiénico e
butirico (Lin; Zhang, 2017; Thursby; Juge, 2017). Esses produtos metabdlicos sao
produzidos principalmente por Firmicutes, Bacteroidetes e alguns microrganismos

intestinais anaerobios (Louis; Flint, 2017).

2.1.2 Dieta como fator que altera a composigao intestinal

A dieta desempenha um papel essencial na modulacdo da microbiota
intestinal, favorecendo ou prejudicando algumas espécies microbianas, bem como
ajustando os metabdlitos produzidos através do consumo de alimentos(Clark; Mach,
2016; Hills et al., 2019).

Dietas ocidentais contemporaneas, por exemplo, podem aumentar a

vulnerabilidade de um individuo a endotoxemia devido aos altos teores de agucar e


https://link.springer.com/article/10.1007/s10482-020-01474-7#ref-CR59
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gordura, aumentando a permeabilidade intestinal devido ao processo inflamatério
(Haro et al., 2016).

Além disso, devido a internacionalizacdo de padrdes alimentares
inadequados, como os alimentos ultraprocessados, os individuos estao
continuamente expostos a opgdes de baixa qualidade nutricional. Segundo Moschen
et al. (2012), uma simples alteracdo para uma dieta rica em gordura saturada e
acucar pode significar, mudangas na composicdo da microbiota, suas vias
metabdlicas e expressao genética dos microrganismos. Refeigdes ricas em gordura
e agucar podem induzir a inflamacao e estresse oxidativo também em individuos
livres de doencgas metabdlicas, apresentando aumentos nos valores pds-prandiais
de triglicerideos e glicose, 1-2 horas apés a refeicdo, cenario (Dandona et al. 2005;
Ghanim et al. 2009).

A longo prazo, foi demonstrado através de analise metagenémica e
bioquimica da microbiota intestinal de camundongos, alteragbes no potencial
metabdlico, na produgdo de energia, bem como na expressdo de receptores de
reconhecimento do lipopolissacarideo (LPS) bacteriano, sendo essas alteragbes
atreladas a obesidade e inflamagao (Turnbaugh et al. 2006). Uma dieta hipercalérica
e hiperglicémica, pode facilitar o desenvolvimento do DM2, obesidade e por
consequéncia sindrome metabdlica.

A hiperglicemia, pode ainda, modular respostas imunes, aumentando as
citocinas pro inflamatérias como fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6
(IL-6), e consequentemente alterando as fungbes do sistema imunologico, quando
em niveis superiores a 400 mg/dL, por periodos de curto prazo (<3 horas) (Mori, et
al. 2015). Além disso, pode-se presumir, que cada alteragao dietética pode ser
seguida de uma alteracdo na microbiota sendo necessario realizar adequacgdes
dietéticas (Zeevi, et al. 2015).

2.2 Zonulina

A zonulina (Zo) foi descoberta nos anos 2000 por Alessio Fasano e sua
equipe na escola de medicina da Universidade de Maryland ao isolarem uma
proteina idéntica a enterotoxina (chamada toxina zonula occluden) produzida pela

bactéria Vibrio cholerae, causadora da colera e responsavel pela diarreia profusa. A
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Zo regula reversivelmente a permeabilidade intestinal através da abertura das
juncdes apertadas da zbénula ocludente (Zot), entre as células intestinais, causando
temporariamente um intestino permeavel (Fasano et al., 2020).

A zonulina é composta por uma familia de proteinas cujo primeiro membro é
a pre-haptoglobina 2 (HP2), comumente utilizada como marcador de
Permeabilidade Intestinal (Pl) (Lin et al. 2022). Desde sua descoberta e
caracterizagdo, a zonulina tem sido relatada como modulador fisiolégico da
permeabilidade intestinal de grande valia para compreensao de diversos processos
inflamatdrios (Tripathi et al. 2009).

Devido a mutagdes no dominio catalitico, as haptoglobinas que exerciam
papel de proteases passaram a modular as junc¢des estreitas intercelulares (TJs do
inglés tight junctions) (Fasano et al. 2020). A PI regula o trafego molecular entre o
[lumen intestinal e a submucosa, quando em seu estado fisiolégico normal, TJs
possuem espagco paracelular de (10-15 A), ou seja, solutos com raio maior que 15 A
(=3,5 kDa), sdo impossibilitados de passar por essa via absortiva (Tripathi et al.
2009).

A quebra das TJs no intestino pela Zo ja foi observada na doenga celiaca,
DM1 e doencga hepatica gordurosa nao alcodlica juvenil. A Zo pode ser medida em
amostras de sangue e fecais (Seethaler et al. 2021). Os niveis de Zo se elevam, o
que significa um maior espacgo paracelular nas TJs, que pode ser associado a maior
probabilidade de endotoxemia e inflamacgado. Atualmente, alguns pre/probidticos
parecem reduzir os niveis séricos de Zo, indicando a melhoria da PI, devido a

manutencao da estrutura das TJs (Liu et al. 2013).

2.3 Definigao de probidtico

Segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentagédo e Agricultura

(FAO), os probidticos sdao microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro (Hill et al.,
2014). Além disso, existem algumas classes de probidticos, ja extensamente
estudadas, para as quais podem ser feitas alegacdes de efeitos benéficos, desde

que possuam alguns requisitos, como uma concentracdo de pelo menos 1x10°
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unidades formadoras de colénias (UFC), além de contar com cepas dos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus (Hills et al., 2019).

No entanto, as pesquisas que envolvem probidticos ndo tem se restrito
apenas Bifidobacterium e Lactobacillus, pesquisas com probidticos de nova geragao
vem sendo desenvolvidos continuamente e alternativas utilizando leveduras como
Saccharomyces cerevisiae (Sun et al. 2023; Gaziano et al. 2020), Saccharomyces
boulardii (Kim, et al. 2023), outras bactérias como F. prausnitzii, A. muciniphila e B.
fragilis (Kazmierczak-Siedlecka et al. 2022), Christensenella minuta (Ignatyeva et al.
2024), Faecalibacterium duncaniae (Chollet et al. 2024) surgem como novas
alternativas de tratamento. Ainda assim, uma observagao é feita pela Sociedade
Internacional de Nutricdo Esportiva, que cita que apesar dos relativos beneficios a
saude, o efeito probidtico € dose e variedade dependente, sempre necessitando o

valor minimo de 1x10° para classificagdo como probidtico (Jager et al., 2019).

2.3.1 Mecanismo de agao dos probiéticos

Em geral, modulagbes na microbiota intestinal estdo relacionados a
modulagdo da composi¢gdo da microbiota, regulagdo dos metabdlitos microbianos
intestinais e a melhoria da fungdo da barreira intestinal (Li et al. 2021). Os
mecanismos pelos quais grupos bacterianos benéficos para a saude, como
Bifidobacterium e Lactobacillus, potencialmente promovem a saude e o bem-estar
do hospedeiro relaciona-se ao fato em que esses microrganismos produzem
acidos, incluindo SCFA, que diminuem o pH do cdlon e inibem o crescimento e as
atividades de grupos bacterianos patogénicos (Reddy, 1999).

O butirato é preferencialmente usado pelas células intestinais (colondcitos)
como fonte de energia, 0 que os ajuda a combater a inflamagao e a carcinogénese.
Da mesma forma, os propionatos também sao conhecidos por interferir e inibir a
producédo de colesterol pelo figado do hospedeiro (Slavin, 2013), o que ajuda a
reduzir o nivel de colesterol no plasma e reduz as chances de complicacbes de
doencas cardiovasculares.

Ainda Stene et al. (2022), destacam que o efeito dos probiéticos ndo deve ser

avaliado em meio estatico, devido a infinidade de interagcdes. Os probidticos


https://link.springer.com/article/10.1007/s10482-020-01474-7#ref-CR59
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administrados acabam adaptando a mucosa do trato gastrointestinal (TGI) a atual

microbiota de acordo com a sua variagdo momentanea (Stene et al. 2022).

2.4 Definigao de prebiético

A definicdo de prebidticos evoluiu significativamente nas ultimas duas
décadas. O conceito de prebidticos foi introduzido pela primeira vez em 1995 como
‘um ingrediente alimentar ndo digestivel que afeta beneficamente o hospedeiro,
estimulando seletivamente o crescimento e/ou a atividade de um ou um numero
limitado de bactérias no colon e, assim, melhora a saude do hospedeiro”.
Entretanto, apenas substéncias que afetam um numero limitado de bactérias no
intestino, ou seja, a de Bifidobacterium e Lactobacillus, foram consideradas nas
discussoes iniciais (Gibson; Roberfroid, 1995). Uma definigdo sutilmente diferente é
mencionada por Roberfroid (2007), que define prebidticos como “um ingrediente
fermentado seletivamente que permite alteracdes especificas, tanto na composigao
quanto na atividade da microbiota gastrointestinal, que confere beneficios ao
bem-estar e a saude do hospedeiro”.

Com avangos nos métodos moleculares e evidéncias crescentes sobre a
diversidade e densidade das comunidades bacterianas, a Associacdo Cientifica
Internacional de Probidticos e prebidticos (ISAPP), em 2010, emitiu uma declaragao
de consenso atualizando a definicdo de prebidtico dietético como “um ingrediente
fermentado seletivamente que resulta em mudangas especificas na composicao
e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo assim beneficio(s) a saude
do hospedeiro" (Gibson et al., 2010). Esta definicdo atualizada, incluiu um numero
nao especifico de espécies bacterianas expandindo ainda mais a localizagao
considerada, de apenas o célon para todo o comprimento do trato gastrointestinal.

Em 2015, Bindels e colegas propuseram que um prebiotico deve ser definido
como “um composto n&o digestivel que, através de sua metabolizagdo por
microrganismos no intestino, modula a composi¢cdo e/ou atividade da microbiota
intestinal, conferindo assim um efeito fisiolégico benéfico ao hospedeiro”. Mais
recentemente, e armado com os mais recentes desenvolvimentos cientificos e
clinicos, o ISAPP se reuniu novamente em dezembro de 2017 para expandir o
escopo do conceito de prebidtico para “um substrato que é seletivamente utilizado

por microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio para a saude”. Embora



23

mantenham os beneficios para a saude mediados pela microbiota, os prebidticos,
portanto, ndo se limitam apenas a alimentos ou substancias de carboidratos e nao
estdo mais restritos ao trato gastrointestinal sendo agora também aplicavel aos
animais (Gibson et al., 2017).

2.4.1 Mecanismo de acao dos prebioéticos

O mecanismo de agao dos prebidticos é postulado em grande parte devido a
efeitos indiretos. Isso inclui atuar como fonte de combustivel para fermentagao
seletiva por microrganismos residentes promotores da saude do trato
gastrointestinal, que sdo necessarios para proteger contra patégenos, ou para
melhorar a fungdo da barreira intestinal, orquestrar vias imunes e influenciar a
fungdes extra intestinais (Wasilewski et al., 2015).

Os AGCC sao os principais produtos finais da fermentacao seletiva. Eles
mediam os efeitos diretos dos prebidticos, fornecendo uma fonte de energia para o
epitélio intestinal. Eles também desempenham um papel na expressao génica local,
melhorando a acessibilidade aos fatores de transcricdo, aumentando a barreira
intestinal ao regular a montagem de proteinas de jungao apertada, melhorando a
motilidade intestinal, a absor¢cao de metabdlitos, a homeostase de acgucar e lipidios
e a funcdo imune. Acetato, propionato e butirato sdo os principais AGCC formados a
partir do processo de fermentacdo. Juntamente com o acido latico, eles participam
da reducao do pH do intestino para niveis que inibem o crescimento de patégenos
(Jakobsdottir; Nyman; Fak, 2014), e ainda podem aumentar a disponibilidade de
vitaminas e minerais (Paquette et al. 2023). Acredita-se também que os AGCC
aumentem a producédo de mucina que pode contribuir para uma menor incidéncia de
translocacao bacteriana através da barreira intestinal (Barcelo et al., 2000).

Atualmente os Frutooligossacarideos (FOS) e os Galactooligossacarideos
(GOS), sao os principais representantes da categoria prebidticos devido aos
inumeros estudos sobre seus efeitos benéficos e por ndo serem digeridos pelas
enzimas. O uso de prebidticos, ndo deve ser uma medida de forma isolada, mas
parte de uma abordagem ampla, envolvendo nutricdo e um estilo de vida saudavel
(Gibson et al. 2017).
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2.5 Microbiota, alimentacao e doencgas inflamatoérias no intestino

Varias condi¢des de saude podem levar a inflamacédo e aumento da PIl, como
Doenca inflamatdria intestinal (Dll), doenga de Crohn (DC) e colite ulcerativa (CU),
que necessitam de combinagdo de tratamento imunossupressor, e até cirurgico
(Scheffers et al. 2023), Diabetes Mellitus (Lee et al., 2021; Qin et al. 2012),
Obesidade (Allegretti, et al. 2020), Sindrome metabdlica (Tian, et al. 2022), as quais
podem levar a hiperglicemia, adiposidade abdominal e dislipidemias, e todos
necessitam de intervencdo dietética, além de realizar atividade fisica e
acompanhamento psicolégico sempre que necessario a fim de controlar os danos.

A colonizacdo microbiana intestinal humana pode alcangar numeros
aproximados de 100 trilhdes de bactérias, com grande variagao interindividual, a
qual é fatalmente afetada por doencas inflamatérias (Han; Lin, 2014). A diversidade
bacteriana e a rigorosa homeostase entre espécies desempenham papel vital no
metabolismo de carboidratos, através da hidrolise e fermentagdo dos
polissacarideos presentes nos alimentos. Esse processo resulta na producédo de
monossacarideos e AGCC, os quais, nao apenas influenciam o ambiente intestinal e
colonizagdo microbiana, mas também, a absor¢do de nutrientes e entrega
energética (Ye et al., 2022).

A relagao entre Bacteroidetes/Firmicutes, bem como a relagao Bacteroidetes
- prevotella/C.coccoides - E.retal, pode estar alterada e positivamente
correlacionada com a concentragdo de glicose no sangue (Qin et al. 2012). Além da
colonizagédo, o microambiente intestinal nestes individuos pode diferir de individuos
saudaveis devido as interacdes entre microbiota e o uso de medicamentos como os
hipoglicemiantes (metformina, liraglutida, acarbose e tiazolidinediona) (Lee et al.,
2021). No entanto, ndo s6 a microbiota € afetada pelo uso do medicamento, como
pode influenciar a resposta do individuo ao farmaco, alterando sua
biodisponibilidade, atividade e toxicidade (Weersma et al., 2020).

Nesse contexto, o0 emprego de adjuvantes pre/pro-bidticos e simbidticos pode
ser uma abordagem promissora para o tratamento destas condicbes de saude,
exercendo influéncia direta ou indireta na colonizagao intestinal.

O objetivo da suplementagao nutricional com base no uso de pre/probiodticos

consiste na promocgao do crescimento de espécies bacterianas que estabilizam a
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fungdo de barreira da mucosa disruptiva, reduza a abundancia de bactérias
patogénicas pela acidificagdo do Iumen intestinal, favorega a competicdo por

nutrientes e produza substancias antimicrobianas (Mazhar et al., 2023).

2. Justificativa

A microbiota intestinal desempenha um papel central na producédo de
metabdlitos e na regulagao fisioldgica dos individuos, assim como na metabolizagao
de macro, micronutrientes e de medicamentos. O paciente com um doencga
inflamatoria possui um ponto de partida fisiologico dispar de individuos saudaveis
quanto a estrutura de membranas, transporte, absor¢cdo de nutrientes, e
permeabilidade intestinal. Desta forma, ha uma crescente necessidade na
personalizacdo do tratamento destes pacientes quanto a disbiose intestinal. As
evidéncias sobre o uso de marcadores inflamatorios para diagnosticar a inflamacgao
crénica no curso das doencas inflamatdrias ainda sao inconclusivas. Assim, se faz
cada vez mais necessario o estreito acompanhamento apés a introdugcdo de
pre/pro/simbioticos por meio de parametros de alteragao de PI.

Nesse sentido, o presente estudo espera responder as seguintes hipoteses

cientificas:

1. A introducdo de simbidticos (prebidticos + probidticos) poderia ser eficaz na
melhora de marcadores intestinais de permeabilidade, e inflamagéao sistémica
de baixo grau em pacientes com varias condigdes de saude inflamatorias?

2. A identificacdo de biomarcadores especificos da microbiota intestinal
(zonulina) poderia auxiliar no diagndstico precoce destas doencgas e no uso

de tratamentos adjuvantes com pre/pds/simbidticos
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Materiais, métodos e resultados

Os materiais e métodos e resultados desta dissertacdo estdo apresentados
sob a forma de manuscrito, que foi submetido ao peridédico internacional Critical
Reviews in foods science and Nutrition (qualis CAPES A1 - CBIIl) (ANEXO).
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3.1 Manuscrito |

ZONULIN AS A MARKER OF INTESTINAL PERMEABILITY ASSOCIATED WITH
pre/PROBIOTICS CONSUMPTION AS AN INTERVENTION FACTOR: A LITERATURE
REVIEW

Celso Fruscalso Junior', Rodrigo Casquero Cunha', Nathieli Bianchin Bottari"

' DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA, PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA, UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PELOTAS (UFPEL), BRASIL.

Autor correspondente:

*NBB (nathieli_bb@hotmail.com)
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RESUMO

A interacdo hospedeiro/microbiota intestinal desempenha papel fundamental
na homeostase e fungdes do intestino. A disbiose intestinal esta associada a
diversas patologias inflamatdrias. Nesta revisdo, reunimos os recentes estudos
clinicos randomizados controlados utilizando pre/probiéticos ou simbioticos e seu
impacto nos niveis da zonulina, um marcador inflamatério e da permeabilidade
intestinal. Foram encontrados 16 estudos com administracdo de pre/probidticos,
sendo que 6 estudos (37,5%) obtiveram sucesso. Quanto as cepas, os estudos
efetivos possuiam 36 espécies distintas, com especial destaque para B. lactis, B.
breve, B. bifidum, B. longum, L. plantarum, L. bulgaricus, L. acidophylus, S.
thermophilus (69,4% das cepas efetivas). A duracdo média da suplementacéo foi de
74 dias, sendo maior nos artigos que reduziram a zonulina (112,7 dias). Nenhum
prebidtico ou probidtico foi capaz de reduzir os niveis de zonulina quando
administrado de maneira isolada. Os pré/probidticos parecem afetar diretamente a
integridade da barreira intestinal em doengas como obesidade e diabetes. Tempo e
a forma de administragdo multi cepa ou simbidtico parecem ser fatores

determinantes para o resultado nos niveis de zonulina.

Palavras chaves: disbiose, inflamacao, fibras dietéticas, Bifidobacterium.
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1. INTRODUGCAO

A microbiota desempenha um papel vital ndo apenas na digestao e absorgao de
nutrientes, mas também na manutengcdo homeostatica da imunidade do hospedeiro,
metabolismo, barreira intestinal e eixo cérebro-intestino (1). Evidéncias emergentes
sugerem que modificar a composicao da microbiota intestinal por meio de
suplementacado prebidtica, probidtica e simbidtica pode ser uma opcgado de
tratamento adjuvante viavel para individuos nas mais variadas doencgas (2).

Os probidticos sado microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades e proporgdes apropriadas, oferecem beneficios relacionados a saude,
dos quais 0s organismos mais proeminentes
incluem Bifidobacterium e Lactobacillus. Além disso, os probidticos possuem
inumeros beneficios para a saude humana, reduzindo a adesdo de patoégenos,
aumentando a permeabilidade intestinal, ajudando a regular a resposta imune e
garantindo niveis adequados de glicose e energia (3). Ja as, fibras dietéticas,
incluindo inulina, fructo-oligossacarideos e outros oligossacarideos tém sido
considerados os exemplos mais conhecidos de prebidticos, sendo esses
ingredientes fermentados seletivamente por bactérias que permitem mudancas
especificas, tanto na composicdo quanto na atividade do microbioma intestinal,
conferindo beneficios a saude do hospedeiro. Os probidticos ingeridos juntamente
com os prebidticos, que sao fonte de nutrientes para microbiota, sdo chamados de
simbidticos (4,5).

O papel da microbiota no contexto intestinal é significativo, pois a integridade
da barreira, e elementos que compdem a barreira garantem a homeostase intestinal.
Um dos marcadores atrelado ao bom funcionamento da permeabilidade intestinal e
a condigbes inflamatdrias locais ou sistémicas, € a zonulina, uma das proteinas
identificadas como reguladora das jungdes estreitas intestinais (6). O papel da
zonulina na manutencéo da barreira intestinal tem sido repetidamente demonstrado
em estudos (7-8). A zonulina, esta envolvida no controle de moléculas que penetram
na corrente sanguinea ou sao retidas na superficie do intestino. Niveis elevados de
zonulina indicam sinais de destruicdo nesta barreira, bem como perda de controle
sobre a passagem de particulas do lumen intestinal para a corrente sanguinea.

Assim, a avaliacdo dos niveis séricos/fecais de zonulina parecem ser um bom
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marcador para avaliar a permeabilidade intestinal. Assim, o objetivo desta revisao €
reunir os achados relacionados ao uso de pre/probidticos e niveis de zonulina a fim

de determinar se existem diferengas na permeabilidade intestinal.

2. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida seguindo as diretrizes e a declaracdo PRISMA
para relatar revisdes narrativas seguindo os seguintes critérios: populacgao,

intervencao e resultado.

2.1 Estratégias de pesquisa

Dois pesquisadores (C.F.J e N.B) rastrearam de forma independente no
banco de dados cientifico PubMed a fim de investigar o efeito do uso de
pre/pro/simbidticos e os niveis de zonulina. A pesquisa incluiu todos os estudos
publicados como artigos originais de texto completo no periodo de 2015 a abril de
2024. A pesquisa foi realizada usando os seguintes descritores “prebiotic OR
Symbiotic OR Probiotic AND Zonulin”. Nenhuma restricado foi aplicada quanto a
linguagem.

2.2 Selecao do estudo e critérios

ApoOs a segregacao de estudos que incluissem as palavras-chave no titulo
e/ou resumo, os textos completos foram revisados e aqueles que atenderam aos
critérios de elegibilidade foram incluidos. Os seguintes critérios de elegibilidade
foram aplicados: 1) utilizar o termo pre-probidtico/simbidtico como suplemento; 2)
relatar os niveis de zonulina como resultado do estudo; 3) apenas ensaios clinicos

envolvendo seres humanos; 4) artigos completos gratuitos ou na integra.



Figura 2 - Fluxograma do processo de selecao do estudo
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Fonte: Compilagéo do autor.

2.3 Extracdo dos dados

31

As caracteristicas dos estudos incluindo, ano de publicagao, pais e grupo de

estudo, condi¢cao clinica dos pacientes, objetivo, design do estudo (tamanho da

amostra, composicdo do suplemento prebidtico/probidtico/simbidtico, tempo de

administragdo), microorganismos administrados, niveis de zonulina basais e pos

tratamento foram tabelados.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristica dos estudos

A pesquisa eletronica inicial utilizando as seguintes palavras-chave: “prebiotic
OR Symbiotic OR Probiotic AND Zonulin” no periodo dos ultimos 10 anos
(2015-2024) resultou no levantamento de 21 publicagbes no PubMed. Apds a
selecdo dos artigos que continham no titulo ou palavras chave os descritores, dois
revisores independentes aplicaram os critérios de inclusdo e exclusdo. Foram
excluidos 5 artigos, 1 por apresentar apenas o protocolo de estudo, 1 por ter sido
realizado com modelos animais, 1 por ndo possuir livre acesso, 2 artigos foram
excluidos por utilizarem probidticos na forma de bebida ou alimento, o que pode nao
garantir o aporte minimo de microorganismos de 1x10° UFC. Ao final, da
elegibilidade da pesquisa foram incluidas 16 publicagdes que envolveram estudos
clinicos com seres humanos. A selecao das publicacbes estdo apresentadas na
tabela 1.

Os artigos 16 artigos foram produzidos nas seguintes localidades, 3 nos
Estados Unidos, 2 na Austria, 2 Polénia, 1 artigo produzido em colaboracéo
multicéntrica entre Emirados Arabes e Paquistdo outros 8 paises foram
representados com 1 artigo cada, Finlandia, Australia, Taiwan, lItalia, Bélgica,
Espanha, China e Holanda. Os estudos incluiram pacientes adultos saudaveis (5),
Sobrepeso e Obesidade (2), Diabesidade (2), Depressao (2), Sindrome do Intestino
Irritavel (1), Insuficiéncia Cardiaca Crbnica (1), HIV (1), Metastase Hepatica
Colorretal (1), Doenga Celiaca (1).

Dentre os probidticos mais utilizados estdo os géneros Bifidobacterium (18) e
Lactobacillus (31), além destes, encontramos Streptococcus (3), Lactococcus (2),
Bacillus (1), e leveduras representadas pela Saccharomyces boulardii (2), dentre os
prebidticos houve uma maior ocorréncia de inulina (3), Frutooligossacarideos (FOS)
(3) e Galactooligossacarideos (GOS) (1), além de ultrapolidextrose (1). As espécies
mais frequentes foram Bifidobacterium lactis (6), Bifidobacterium bifidum (5),
Lactobacillus plantarum (6) e Lactobacillus acidophilus (5), além de outros

microrganismos apresentados na figura 2.
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Figura 2 - Frequéncia das cepas encontradas na triagem dos artigos.

Frequéncia de utilizacdo geral de uma cepa nos 16 estudos encontrados.

6

Fonte: Autor (2025).

O total de pacientes envolvidos nos 16 estudos foi de 646. O tempo de
utilizagao dos prebidticos/probidticos variou de 14 dias a 180 dias, com tempo médio
de utilizacio de 74 dias.

Ademais, 9/16 estudos verificaram que apdés o uso de pre/probidticos nao
ocorrram alteragdo nos niveis de zonulina, 6/16 observaram uma redugao nos niveis
de zonulina, e apenas 1/16 ocorreu um aumento nos niveis de zonulina, mesmo
com a utilizacdo dos pre/probidticos. Ao estratificar em condigcbes de saude os
niveis de zonulina foram reduzidos em condicdes de diabesidade (associacao de
sobrepeso e diabetes) (2), sobrepeso ou obesidade (1), insuficiéncia cardiaca
cronica (1), metastase hepatica (1), adultos saudaveis (1). Os microrganismos
presentes nos estudos que observaram redugdes significativas nos niveis de
zonulina e a condicdo de saude destes estd representado na figura 3. Os
microrganismos predominantes nos estudos em que houve redu¢do nos niveis de

zonulina s&do mostrados na figura 4.
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Figura 3 - Estratificacdo dos estudos nas diferentes condigdes de saude e na

reducao dos niveis de zonulina.

Estratificagao por condi¢ado de satide com queda nos niveis de zonulina

Metastase hepatica
25,3%

Sobrepeso e Obesidade

37,9%
Adultos saudaveis
4.4%
Innsuficiéncia Cardiaca
15,5%
Diabesidade
17.0%

Fonte: Autor (2025).

A representatividade de cada género de microrganismo apos estratificagao foi
de 44,4% de Lactobacillus, 38,9% de Bifidobacterium, 8,3% de Streptococcus, 5,6%
de Lactococcus e 2,8% de leveduras.
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Figura 4 - Frequéncia absoluta de microrganismos encontrados nos estudos

capazes de reduzir os niveis de zonulina.

Frequéncia de microorganismos nos estudos com reducao nos niveis de zonulina.
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Tabela 1 — Citagcbes de estudos com pre/probidticos e seus efeitos sobre os niveis de zonulina

Pai Condici Zonulina (ng/dL) Principais Referé
Ano ais oncigao Objetivo (t) (n) Microorganismo resultados eteren
(Estudo) clinica cia
Base TTO
2020  Austria Avaliar o efeito do 28 61 B. bifidum, B. lactis, B. 46.80 50.16 Sem alteragdes nos
Depressao tratamento  probidtico dias pacientes  lactis, L. acidophilus, L. + 1596 +15.90 niveis de zonulina
em individuos casei, L. paracasei, L. 9)
deprimidos plantarum, L. salivarius,
L. lactis
2016  Finlandia Sobrepeso e | Investigar os efeitos 6 225 B. lactis e fibra alimentar 64,6 63,4 | Niveis séricos (10)
Obesidade  do B.lactis e da fibra meses pacientes = Ultrapolidextrose (LU) +14,2 +13,0 )
dietética Ultra zonulina (grupo LU +
polydextrose (LU) na B420), associado a
massa gorda e outros o
parametros niveis de gordura do
relacionados a tronco
obesidade.
2020 @ Australia Diabesidade ' Investigar o efeito de 12 60 L. plantarum, L. 203.6 166.7 (11)
um probidtico = semanas pacientes = bulgaricus, L. gasseri, B. = +£171.9 +112.6*
multicepa na glicemia, breve, B. lactis, B. | Niveis séricos
inflamacao e bifidum, S. thermophilus, )
permeabilidade em S. boulardii zonulina no grupo
adultos com pre e DM2 probictico
e avaliar se houve
aumento no efeito da
metformina.
2021  Taiwan Transtorno Investigar os efeitos do 8 11 L. plantarum 0.94 0.92 Sem alteracdes nos (12)
depressivo L. plantarum na semanas pacientes (0.48) (0.54)
maior (TDM) | psicofisiologia em niveis de zonulina

pacientes com TDM
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2024 Italia Sindrome do  Identificar pacientes 12 16 L. paracasei 34,8 + 36,0 + (13)
Intestino com Sl ndo semanas pacientes 8,6 8,8
PROBE-IB | Irritavel (Sll) = constipados (NC) que Sem alteragdes nos
S/2 podem apresentar .o .
o X niveis de zonulina
melhoras clinicas apés
o tratamento com a
cepa probiética
Examinar as
propriedades Sem alteragdes nos
Adultos imunomoduladoras da 4 46 .
2021 EUA o » . B. subtilis - oo . (14)
saudaveis cepa de B. subtilis em @ semanas pacientes niveis de zonulina
uma populagéo
humana saudavel
Avaliar a viabilidade do
protocolo de desenho
cruzado, a Sem alteragado nos
2021 EUA  Adultos conformidade ~ dos = __ 1O 12 nulina (prebistico) ; o . (15)
saudaveis s semanas pacientes niveis de zonulina
participantes e
tolerabilidade das
intervengdes
Testar se a ingestao de
inulina influencia
metabdlitos e
marcadores derivados 24 Sem alteragdes nos
2021 Bélgica Obesidade de micrébios fecais 3 meses : Inulina (prebidtico) - . . (16)
. N pacientes niveis de zonulina
relacionados a
integridade intestinal e
inflamacao em
pacientes obesos
Investigar os efeitos de
um probidtico
EUA e Insuficiéncia multicepa em B. longum, B. breve, L. | Niveis séricos
2022 Paquistao Cardiaca biomarcadores de 12 92 delbrueckii subsp. 2,82 2,51 17)
FOOD4G Croni sinalizagdo e suas semanas pacientes @ bulgaricus, S. +0,35 +0,33* zonulina
rénica T ;
uT associagoes com thermophilus
sarcopenia e

capacidade funcional
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Adultos

2022 S
saudaveis

Polbnia

avaliar o impacto da
suplementagéo
probidtica  multi-cepa
na capacidade fisica e
indicadores de saude
relacionados a
capacidade de
exercicio, como
composi¢do corporal,
marcadores de
permeabilidade
intestinal, marcadores
pré e anti-inflamatérios
e potencial
anti/pré-oxidante.

4 meses

26
pacientes

L. plantarum, L. casei, L.
rhamnosus, B. breve, L.
acidophilus, B. longum,
B. bifidum, B. infantis, L.
helveticus, L.
fermentum, L.
bulgaricus, Lactococcus
lactis e Streptococcus
thermophilus

| Niveis séricos

81,2 25,21 (18)

zonulina

2022  Espanha HIV

avaliar o impacto
potencial na
inflamacao cronica,
translocagéo
microbiana e
imunoativacédo de uma
suplementacao
nutricional que vise
modular a disbiose de
criangas infectadas
pelo HIV
perinatalmente.

4

semanas pacientes  frutooligossacari

24

S boulardi,
ideos,
galactooligossacarideos

Sem alteragbes nos

niveis de zonulina (19)

Adultos

2019 EUA P
saudaveis

Avaliar a eficacia de
uma cepa probidtica,
na permeabilidade Gl
induzida por exercicio
em humanos
saudaveis

4
semanas

7
pacientes

L. salivarius

Sem alteragbes nos

niveis de zonulina (20)
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Investigar os efeitos da
administragédo

perioperatoria de
probidticos nos niveis

séricos de zonulina, | Niveis séricos
Metastase permeabilidade ) )
2015  China hepatica hepatica e o impacto 16 dias | 120 L. plantarum, L. 136 042 zonulinaeendotoxina  (21)
colorretal subsequente nas pacientes = acidophilus e B. longum | 0,50 +0,36 | "
asmatica
complicacdes P
hepaticas
pos-operatorias em
pacientes submetidos
a CLM
Avaliar o efeito de B. bifidum. L
Adultos dmsoten . a 2 20 caraonsei. 1. plantarim (114 561 (113624—1 Sem alteragbes nos
2016 | Holanda oS permeabilidade , paracasel, L. p im, ’ ’ - . (22)
saudaveis intestinal sob = Semanas pacientes L. salivarius e L. lactis, 7,1) 7,2) niveis de zonulina
condigdes  basais e frutooligossacarideos ng/ml ng/ml
estressadas. (FOS)
testar os efeitos de um
simbidtico multicepa no
metabolismo da
glicose, microbiota
intestinal B. bifidum, B. lactis, B. L
- . - P 2,45 2,45 | Niveis séricos
2019  Austria Diabesidade | Permeabilidade 6 meses 41 lactis, L. acidophilus, L. 5 4.5 04. . (23)
intestinal, funcdo de pacientes casei, L. brevis, L. 2.85) 2,86) zonulina
neutrofilos e qualidade salivarius, Lc. lactis ’ ’
de vida em pacientes
com diabesidade com
experiéncia em
tratamento
2020 @ Polonia Doencga Avaliar o efeito da 12 34 10 g de inulina 28,66 36,26
Celiaca suplementagao de uma semanas pacientes enriquecida com (2,77-3  (10,12—-
dieta sem gluten (GFD) oligofrutose 8,64) 44.17) 1 Niveis de zonulina
com inulina independente do (24)
enriquecida com grupo

oligofrutose prebidtica
(10 g por dia) na
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permeabilidade
intestinal em criangas
com DC tratadas com
uma GFD

Fonte: Compilagdo do autor. Dados (Ano; Pais (Estudo); Condigao clinica; Objetivo; Tempo de intervengéo; Tamanho da amostra;
Microrganismos; Niveis de zonulina; Agao sobre os niveis de zonulina; referéncia), extraidos dos artigos sobre a utilizagdo de
prebidticos e probidticos no controle dos niveis de Zonulina.
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4. DEBATE GERAL

Nesta revisdo, observamos a utilizacdo de pre/préo e simbidticos em 16
estudos, em 13 paises diferentes, representando uma amostra de 646 pacientes.
Em 9 estudos (56,25%) n&o foi observada alteragdo nos niveis de zonulina, em
outros 6 estudos (37,5%) os niveis de zonulina foram reduzidos, e em 1 estudo
(6,25%) os niveis de zonulina subiram.

Em um revisdo similar®), foi observado efeito positivo de probioticos e
simbidticos na redugdao da zonulina sérica, associado a um alto nivel de
heterogeneidade entre os estudos (P < 0,001). Zheng et al. (2023)?®, realizaram
uma meta-analise com 26 ensaios clinicos onde os probidticos melhoraram
significativamente a barreira intestinal segundo os niveis de zonulina sérica (P =
0,0007).

Foram observadas 9 condigbes de saude diferentes, adultos saudaveis (5),
sobrepeso e obesidade (2), diabesidade (2), depressao (2), sindrome do intestino
irritavel (1), doenga celiaca (1), metastase hepatica colorretal (1), insuficiéncia
cardiaca crénica (1), HIV (1), quando estratificados para artigos onde os niveis de
zonulina foram reduzidos restaram 5 condi¢gdes de saude, com destaque para
condicbes com sobrepeso ou obesidade, de maneira individual ou associada ao
diabetes tipo Il em 3 destes artigos.

Um grande numero de doengas tém sido descritas como resultantes de
potenciais alteragbes na PIl, especialmente a Obesidade e o Diabetes tipo II. O
paciente diabético possui uma microbiota prépria, Larsen et al. (2010) observaram
reducdo significativa nas proporgdes do filo Firmicutes e da classe Clostridia em

diabéticos quando comparado a nao diabéticos, concomitante a uma classe
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Betaproteobacteria altamente enriquecida, correlacionando-se positivamente com a
glicose plasmatica®”.

Além disso, atreladas ao aumento da glicose no sangue e redugédo da
tolerancia a glicose, esta a presenca aumentada de Betaproteobacteria e
Lactobacillus, confirmando a ligagdo entre pacientes diabéticos e disbiose
intestinal®. Jayashree, B. et al. (2014)?®® também demonstraram que o aumento
nos niveis de zonulina e LPS tém sido associados ao DM2. Ja Wang et al. (2024)3,
encontraram em sua revisdo efeitos positivos no controle glicémico de pacientes
diabéticos com a utilizagdo de probidticos de curto e longo prazo, melhorando
parametros de HbA1c e HOMA-IR.

O mesmo ocorre na Obesidade, 93% dos obesos, 15% dos individuos com
sobrepeso e apenas 3% dos individuos com peso normal apresentaram aumento de
Pl ao serem submetidos a um teste de Lactulose/Manitol, o que sugere forte
associagdo entre IMC e PI®". No paciente obeso e/ou diabético a introdugdo de
pre/probiodticos exrce fungbes além da redugdo da PI. Hibbert et al. (2019)®2,
relataram o consumo de um simbidtico negativamente correlacionado com a relagao
cintura-quadril, ingestdo de energia na linha de base, massa de gordura corporal e
area de cintura apos 6 meses de tratamento com B. lactis associado a polidextrose.

O mesmo efeito positivo foi observado em mulheres obesas, apds 12
semanas utilizando B. lactis experimentaram redu¢do na gordura corporal, IMC e
nivel de obesidade® O género Bifidobacterium diminui significativamente em
individuos com aumento do tecido adiposo visceral, o que sugere uma relacéo
negativa®®:

Em relacdo a escolha dos microorganismos, observamos a utilizagao
predominante dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, juntos representaram
86% dos microrganismos utilizados, sendo que nos artigos com redugéo da zonulina
83,3% dos microrganismos eram compostos por estes 2 géneros. O género
Lactobacillus foi utilizado em 31 oportunidades como probiético de escolha, seja em
produtos multi cepas ou de maneira isolada, sendo o L. plantarum, com 6
utilizagbes, sua espécie mais presente. Ja o género Bifidobacterium é utilizado em
18 oportunidades, com maior frequéncia de utilizagao do B. lactis com 6 utilizagdes.

Foi observada uma frequente utilizagdo multi cepa, os artigos mencionam 1,
8, 4, 13, 3, 7 cepas diferentes na composi¢cao de seu probidtico. Apenas um artigo

com utilizacdo isolada de microrganismo apresentou reducdo nos niveis de
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zonulina, no entanto, este estava associado a um prebidtico, especificamente a ultra
polidextrose. Apenas a Ultrapolidextrose esteve presente nos artigos com redugao
dos niveis de zonulina. Os artigos que utilizaram FOS, GOS ou inulina nao
apresentaram redugao nos niveis de zonulina, sendo que em dois destes artigos a
inulina foi utilizada de maneira isolada e também nao foi efetiva.

Os pre/probidticos que reduziram os niveis de zonulina possuem 36 espécies
distintas, com especial destaque para B. lactis, B. breve, B. bifidum, B. longum, L.
plantarum, L. bulgaricus, L. acidophilus, S. thermophilus, que juntos representam
69,4% das cepas efetivas. E necessario mencionar que B. lactis foi a Unica cepa
que isoladamente obteve resultado positivo em relagdo a reducédo da PI, outras 4
cepas foram administradas isoladamente sem resultados efetivos.

Cepas como B. lactis administradas em camundongos selvagens exerceram
efeitos anti sindrome metabdlica, nos receptores de AGCC acoplado a proteina
G43, suprimindo acumulo de gordura corporal e melhorando a tolerancia a
glicose®. A administragdo isolada de probidticos exerce um papel maior em relagao
a ecologia intestinal devido as interagcbes com membros da microbiota residente do
que na contengdo da endotoxemia bacteriana®®.

Além das cepas encontradas nestes estudos, € possivel encontrar na
literatura outras espécies com potencial modulador sobre diabetes e obesidade,
com potencial para regulacdo de jungdes estreitas (Akkermansia muciniphila) ou
aumentando a sensibilidade a insulina (Faecalibacterium prausnitzii e
Bifidobacterium Adolescentis)®”). Outras espécies podem ser direcionadas para
reducdo da ruptura de barreira por meio da regulagcado positiva das proteinas das
juncdes estreitas, como L. acidophilus e L. plantarum aumentam a expressao da
proteina ocludina em modelos in vivo e in vitro, respectivamente, L. rhamnosus que
aumenta a expressdo da proteina claudina-3©9.

Segundo FDA, para ser considerado probiotico e ser comercializado este
deve seguir alguns quesitos, entre eles a descricao expressa e clara da quantidade
de microrganismos vivos disponiveis, demonstradas em UFC®. Todos os estudos
aqui avaliados atingiram a quantidade minima de 1x10° (UFC).

A duracdo da suplementagao nos estudos também variou, de 14 dias a 180
dias, com tempo médio de utilizagdo de 74 dias, 0 que expressa grande
heterogeneidade. Foi observado que a média de dias (112,7) de intervengdo nos

estudos com melhores resultados foi maior, e apenas um estudo com menor tempo
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de administracdo dos probidticos obteve resultado positivo, sendo que 0 mesmo
buscava uma reducdo aguda nos niveis de zonulina, em preparagdo para o
processo cirurgico.

Existe associagdo significativa entre duragdo do estudo e efeito do
probiotico/simbidtico nos niveis de zonulina sérica (P = 0,048)?°, no entanto a
mesma relacdo nao foi observada quando avaliada qualidade do estudo,
cegamento, tipo do suplemento, idade dos participantes e a condigdo de saude.

O unico estudo com baixo tempo de uso dos probidticos com efeitos positivos
na reducdo dos niveis de zonulina foi em pacientes com metastase hepatica
colorretal que reduziram os niveis de zonulina com administragdo de um probidtico
multi cepa™. Em condi¢gbes de salde como estas, a quebra da integridade da
barreira aumenta a exposicdo dos colondcitos a toxinas do meio colbnico,
aumentando os processos inflamatoérios e a liberacao de Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS)“Y. Portanto reduzir os niveis de zonulina através do uso de
probidticos e simbidticos pode significar tanto prevengdo como tratamento de
sintomas gastrointestinais durante o tratamento de metastases.

No entanto, é preciso lembrar que o0 uso dos probiéticos pode ter uma
indicagdo muito dispar, mais longa em doencgas inflamatérias cronicas, e mais curta
no tratamento de condi¢des agudas, como a diarreia infecciosa, onde L. rhamnosus
é utilizado de maneira preventiva por dois dias antes de uma viagem“", ou L. casei
duas vezes ao dia, durante 5 dias durante episddios com muitas evacuagdes“?.
Cepas de L. bulgaris e S. thermophilus, sao utilizadas iniciando em 48 horas, por 7
dias apds antibidticos para tratar a diarreia associada a Clostridium difficile®®. E até
para tratar doengcas com maior potencial imunorreativo, como doencgas celiacas e
Sindrome do Intestino Irritavel, que pode ser tratada com a utilizacao de B. infantis
por 4 semanas ou B. bifidum por 4 semanas®.

Os Dbeneficios intestinais do uso de pre/probiéticos reduziram a
permeabilidade da barreira epitelial intestinal e as agdes pro-inflamatérias no
intestino predominantemente em pacientes com sobrepeso ou obesidade, ou
sobrepeso e obesidade associada ao Diabetes Mellitus tipo 2.

Apenas um artigo efetivo na reducdo da zonulina sérica cntava com
prebidticos. A ultrapolidextrose foi utilizada para compor um simbidtico com B.
lactis. Polidextrose é um prebidtico capaz de aumentar o volume fecal, amolecer as

fezes e ocasionar um maior nimero de evacuagdes“.
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Apesar dos resultados pouco conclusivos acerca do uso dos prebidticos, a
suplementagcdo com polissacarideos nao digeriveis de origem vegetal, como a
inulina, parece ser importante para o enriquecimento da microbiota intestinal
associada a espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium, que fermentam &acidos
graxos poliinsaturados®“®.

Liu et al., (2013)“", propuseram que um novo conceito de via regulatéria
clinica seria possivel, ao identificar marcadores uteis como a zonulina, evidenciando
a correlagao entre Pl, administragcéo de probioticos e variaveis pos-operatorias. Este
estudo visa contribuir com este conceito, de modo geral, os dados aqui levantados
sugerem que os pre/probidticos poderiam melhorar a fungdo da barreira intestinal
em pacientes com doengas com altos niveis de adiposidade, hiperglicemia e
inflamacao de baixo grau como é o caso do sobrepeso e Diabetes Mellitus que
representaram 54,9% do numero total de pacientes com redugédo nos niveis de
zonulina. A predominéancia dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, o tempo de
administragao suficiente e a escolha de probidticos multi cepa, parecem ser pontos

relevantes para possiveis intervengdes clinicas.

5. CONCLUSAO

Os beneficios intestinais do uso de pre/probidticos parecem afetar
diretamente a integridade da barreira intestinal, mas apenas em condi¢des de saude
especificas com niveis cronicos de inflamagao de baixo grau ou adiposidade
elevada. Além disso, o tempo de administracdo, a formacédo de simbidticos e a
utilizacdo multi cepa parecem ser fatores determinantes. O conjunto dos nossos
dados, fornecem uma base para futuros estudos intervencionistas para como o

aprimoramento da dieta e uma modificagdo da microbiota intestinal.
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Discussao geral da dissertacao

O microambiente intestinal humano possui um sistema de reconhecimento
celular altamente elaborado. Este controle, é garantido pela plena fungao
desempenhada pela barreira da mucosa intestinal e pelas interacbes das
comunidades bacterianas locais. A intima interagdo entre a microbiota, os
metabdlitos e receptores de sinalizacdo sdo fundamentais para a digestéo,

transporte e metabolizagdo de nutrientes (Fu et al., 2022).

Além disso, o equilibrio da microbiota garante uma defesa imunoldgica
adequada através dos microrganismos residentes que inibem o crescimento de
bactérias patogénicas, utilizando mecanismos como acidificagado do lumen intestinal,
competicdo por nutrientes e producao de produtos antimicrobianos, além da adesao
a mucosa impedindo a endotoxemia (Alokail et al., 2013). Isso significa que, a
resposta imune geral do hospedeiro € garantida ndo sO pela dieta; isto €
disponibilidade de nutrientes e energia, mas também pelos produtos antimicrobianos
ali secretados (Alokail et al., 2013).

No entanto, quando se trata de individuos com condigdes metabdlicas
especificas, como é o caso de pacientes com Obesidade ou DM2, o microambiente
intestinal pode apresentar alteragdes morfofuncionais na proporcionalidade dos
microrganismos, permeabilidade intestinal, hiperplasia intestinal, dificuldade na

absorcao de nutrientes dentre outros desequilibrios inflamatérios (Koepsell, 2020).

Dominguez et al. (2016), observaram hiperplasia e aumento da mucosa do

intestino delgado em camundongos diabéticos a partir dos 3 meses de idade. A
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hiperplasia intestinal de ratos foi atrelada por Thulesen et al. (1999) ao horménio
GLP-2 em resposta a presencga de nutrientes no lumen intestinal. E, posteriormente,
reafirmada por outros autores que associaram além do GLP-2 a uma maior
dificuldade de acado enzimatica intestinal em completar a digestdo total dos
alimentos resultando em uma compensagao proliferativa das células do intestino

para absorver mais glicose (Otto; Dworzecki, 2004; Palsson et al., 2024).

Sabe-se que a microbiota de individuos saudaveis tem filos predominantes
na microbiota intestinal como Firmicutes e Bacteroides (Parekh et al., 2014). Neyrinc
et al. (2021) observaram aumento substancial de Bifidobacterium detectado apds
suplementacao com frutanos do tipo inulina. Além disso, a calprotectina fecal, um
marcador de inflamacéao intestinal, foi reduzida apds o tratamento com os frutanos
do tipo inulina (Neyrinck et al., 2021). Quando bem recomendados, os prebidticos
também podem induzir saciedade, melhorar a resposta glicémica a uma carga de
glicose, contribuindo para manutengcdo ou perda de peso e saude metabdlica
(Stenman et al., 2016).

Outro ponto é quanto a capacidade que os prebidticos poderiam ter para
atenuar a geragao de toxinas urémicas derivadas de microrganismos, e assim,
aumentar a disponibilidade de carboidratos a serem fermentados pela microbiota.
Ramos et al. (2019) apds suplementar FOS durante 3 meses observaram uma

diminui¢gao n&o significativa das toxinas urémicas séricas e livres.

Ao realizar a introdugéo de probidticos, geralmente com a intengéo de tratar,
utilizamos produtos constituidos de Bifidobacterium, Lactobacillus, Saccharomyces,
Streptococcus e Enterococcus (Parekh et al. 2014). Stenman et al. (2014),
suplementou ratos obesos e diabéticos com Bifidobacterium animalis lactis 420, e
obtiveram além de uma redugdo no ganho de peso, que culminou em melhora na
tolerancia a glicose, reducdo nos niveis plasmaticos de lipopolissacarideos. No
estudo de Kantah et al. (2017), trés intervengdes diferentes com probidticos foram
capazes de aumentar significativamente a relagdo Bacteriodetes/Firmicutes e
provocar modificagdo significativa da eubiose na microbiota intestinal (Kantah et al.,
2017).

Em um estudo com suplementacéo de simbidticos durante 4 meses Alisi et al.
(2014), observaram uma elevacao significativa dos niveis circulantes de GLP-1, que

€ dependente de nutrientes no lumen intestinal e um de seus efeitos € o0 aumento do
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catabolismo através da secrecdo de insulina e supressao do glucagon. Em uma
revisdo realizada por Paquette, et al. (2023), 15 dos 18 estudos investigados
demonstraram melhora em pelo menos um parametro glicémico em pacientes com
DM2 apds mais de 3 meses de administracao de probidticos usando cepas de
Lactobacillus e Bifidobacterium. Mas o efeito mais interessante do estudo foi a
coadministracdo positiva entre metformina, um dos tratamentos de escolha para
DM2 e probidticos, apresentando aprimoramento do controle glicémico e reducéo

dos efeitos adversos (Paquette et al., 2023).

Scheithauer et al. (2020), investigaram a a¢gdo da microbiota obesogénica no
DM2, e destacam um enriquecimento de bactérias pré-inflamatérias em detrimento
de uma microbiota anti-inflamatéria. Uma das metas da administragcao de probiéticos
€ realizar o controle do muco da parede intestinal, reduzindo sua permeabilidade
(Palacios et al., 2020). Janczy et al. (2020), aliaram a prescricdo de um plano
alimentar associado ao uso de simbi6tico em pacientes com sobrepeso, apds 3
meses, ocorreu um aumento na variedade de bactérias intestinais, e uma redugao

na concentracdo de zonulina nas amostras fecais no grupo simbidtico.

Os niveis de zonulina também foram reduzidos por Praznikar et al. (2020),
através da suplementacao de Kefir, rica em Lactobacillus kefiranofaciens, embora
nao teve eficiéncia na melhoria dos niveis séricos de glicose (Praznikar et al. 2020).
Stenman et al. (2016), também mantiveram os niveis de zonulina baixos ao longo de
todo estudo nos grupos suplementados com simbidtico, prebidticos (fibra alimentar
Litesse® Ultra polidextrose (LU)) e probidticos (Bifidobacterium animalis ssp. lactis
420) (Stenman et al., 2016). A reducdo de zonulina também foi observada por

Kantah et al. (2017), onde uma mistura probidtica, foi administrada durante 1 més.

De modo geral, a melhoria da Pl parece ser um achado predominante em
doengas cronicas inflamatérias como Obesidade e Diabetes, mas ndo uma regra. A
grande maioria dos trabalhos disponiveis na literatura cientifica sugerem a
suplementacao dietéticas com base no uso de probidticos sem considerar nenhum
marcador clinico. Sugerimos fortemente a quantificagcédo de zonulina sérica ou fecal
como um bom indicativo clinico de observacao da funcionalidade intestinal antes e

durante o uso de pre/probidticos.

Alguns mecanismos foram investigados para neutralizar a inflamagao destas

condicdes de saude. Por exemplo, Vaghef-Mehrabani et al. (2023) suplementaram
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45 mulheres com 10g/dia do prebidtico inulina durante 8 semanas, onde nao foram
observadas alteragbes nos padrdes de biomarcadores séricos de inflamagao (TNF-
a, IL-10, proteina quimioatraente de mondcitos-1). Similarmente, Kendel Jovanovi¢
et al. (2020) realizaram uma intervengdo com dois modelos de dieta, uma dieta
antiinflamatoria (DAI) (restricao energética, baixo indice glicémico, produtos
integrais, legumes, vegetais e frutas coloridas, nozes, sementes, peixes marinhos,
azeite, chas, especiarias e ervas) e uma dieta controle (DC) isocalérica para
reducédo do peso corporal (65-60% de carboidratos, 25-30% de gordura, 15-20%
de proteina), os biomarcadores de inflamagao foram reduzidos em ambos os grupos
(IL-6 e TNF-a). Esses dados sugerem, que a modulacdo de determinados padrbes

dietéticos podem reduzir o microambiente intestinal inflamatério de baixo grau.

A coadministragdo com prebioticos e alimentos funcionais aos
medicamentos, parece aumentar a atividade metabdlica do microbioma intestinal,
reduzindo efeitos adversos. Dois estudos com prebidticos e sulfonilureias ou
metformina relataram melhorias nos parametros clinicos associados relatados por
pacientes (Zhang; Hu, 2020).

4. Implicagoes para a pratica clinica

A conversao de informagdes sobre um problema € denominada julgamento, e
pode ser de natureza analitica ou intuitiva. O tipo de julgamento escolhido, &
determinado pela complexidade do problema, e tem uma tomada de decisdo com
maior incerteza quando existem poucos dados e muitos resultados possiveis
disponiveis na literatura cientifica (Artese, 2020). Assim, parece ser a conduta no
que diz respeito a utilizacado de pre/probidticos, através da suplementacao, aliada ao

tratamento das doencas inflamatérias

A abordagem clinica da microbiota € uma tomada de decisdo que envolve
muitos fatores, em especial, quando essa abordagem esta inserida dentro de um
cenario onde o paciente possui outra patologia que carrega multiplos desfechos
possiveis. Desta forma, conhecer os fatores que possam potencializar ou reduzir a

eficacia do tratamento clinico é essencial.
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Na presente revisdo, alguns pontos de observacdo sao considerados
necessarios para um desfecho clinico positivo, dentre eles destaca-se: a. entender
as repercussdes da hiperglicemia no microambiente intestinal; b. os beneficios das
abordagens nutricionais  utilizando  pre/probidticos; acompanhamento do
estadiamento da condigdo de saude. Os destaques desta revisao foram sintetizados

e estdo apresentados na figura 5.

Figura 6 - Pontos chaves de abordagem na indicagdo clinica quanto ao uso de pre/probidticos na
pratica clinica.
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Fonte: Compilagéo do autor.

*UFC: Unidades formadoras de coldnias; pH: potencial de hidrogénio.

A melhoria continua do conhecimento relevante para as vias inflamatérias
que interagem com as bactérias elucidara ainda mais os fatores que sustentam as
diferentes apresentacbes da mesma doenca e as variadas respostas relatadas ao
mesmo tratamento em diferentes individuos. Sugere-se uma avaliagdo cautelosa
com bases nos elementos aqui levantados para uma boa indicagcao nutricional com

utilizacao e pre/probioticos adjuvante ao tratamento (figura 5). O autor sugere o uso
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de medidas de permeabilidade de barreira de células epiteliais intestinais como uma
ferramenta para prever o estadiamento, em especial das doengas crbnicas como
Diabetes e Obesidade com plausibilidade biolégica antes e durante o uso de
adjuvantes nutricionais. Nenhum dado aqui apresentado é garantia de tratamento.
Cada individuo é um ser unico e deve ser criteriosamente avaliado e acompanhado

por profissionais médicos especialistas e nutricionistas.
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Conclusoes

Ao final desta revisao foi possivel:

e Estudos clinicos em seres humanos que utilizaram pre/pro/simbidticos e
relacionem os niveis de zonulina em condicbes inflamatérias estdo
disponiveis na literatura, essa associagao foi pouco efetiva em estudos com
humanos saudaveis, ou probidticos e prebidticos administrados de maneira
isolada.

e Estudos clinicos com seres humanos utilizaram pre/probiéticos variando o
tempo de administracdo e associagao simbidtica, assim como a condicado de
saude que desejavam reduzir a permeabilidade, foram mais efetivos em
estudos com maior tempo de administragdo, associagdes multi cepas ou
associado a prebidticos especialmente em doencas inflamatoérias crbnicas
como Obesidade e Diabetes.

e Relacionou-se o0 uso de pre/pro/simbidticos aos niveis de zonulina em
doengas inflamatérias e essa pode ser um marcador de permeabilidade em
condicbes como Diabetes e Obesidade, mas ndo € um bom marcador em

adultos saudaveis.
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