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Em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, surgiu o coronavirus da sindrome respiratdria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2). Esta infecao foi classificada como pandemia da doenca
coronavirus 2019. Os probidticos sao microrganismos vivos, cuja administracao em quantidades
adequadas, tem sido associada a beneficios para a saide do hospedeiro. Este estudo tem como
objetivo verificar o efeito do uso dos probidticos na evolucao na morbilidade na SARS-CoV-2. Foi
realizada uma revisao sistemadtica, tendo a pesquisa sido realizada nas bases de dados Cochrane
Library, Clinical Trials, EBSCO, Medline, Web of Science e Science Direct. Consideraram-se como
critérios de inclusao: periodo de estudo entre 2019 a 2023; idioma em Inglés ou Portugués;
estudos em ensaios clinicos; estudos em humanos com diagndstico confirmado de SARS-CoV-
2 e administracao de probidticos na SARS-CoV-2. Foram incluidos 5 estudos nesta revisao, cujo
o tamanho da amostra variou entre 23 a 300 doentes, com um periodo de estudo reduzido. Os
principias resultados sugerem a melhoria sintomatoldgica, um aumento na resposta imunitaria
humoral aos antigénios virais e uma reducao nos marcadores inflamatdrios. Todavia, estes
resultados necessitam de mais estudos para comprovar a eficacia dos probiéticos, sobretudo no

que concerne a evolu¢ao da morbilidade da SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Probidticos; SARS-CoV-2; morbilidade



Abstract

In December 2019, in the province of Wuhan, the severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2) emerged. This infection was classified as the Coronavirus Disease 2019
pandemic. Probiotics are live microorganisms, whose administration in adequate quantities has
been associated with health benefits for the host. This study aims to investigate the effect of
probiotics on morbidity outcomes in SARS-CoV-2. A systematic review was performed and the
research was conducted in the Cochrane Library, Clinical Trials, EBSCO, Medline, Web of Science,
and Science Direct databases. The inclusion criteria were: study period between 2019 and 2023;
English or Portuguese language; clinical trial studies; studies in humans with confirmed SARS-
CoV-2 diagnosis and administration of probiotics in SARS-CoV-2. Five studies were included in
this review, with sample sizes ranging from 23 to 300 patients and reduced study period. The
main results suggest symptom improvement, an increase in humoral immune response to viral
antigens, and a reduction in inflammatory markers. However, these findings require further
studies to confirm the efficacy of probiotics, particularly regarding the progression of SARS-CoV-

2 morbidity.
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1. Introducao

1.1. Origens do SARS-CoV-2

Os coronavirus (CoVs), foram descritos pela primeira vez em vez em 1966 por Tyrell e Bynoe
(Velavan & Meyer, 2020) (Muralidar et al., 2020). Os CoV's sao um grupo diversificado de virus,
alguns dos quais patogénicos para o homem e podem causar constipacdes, bronquiolites,
infecdes respiratdrias leves a graves e consequentemente a morte (Hu et al., 2021; Kirtipal et al.,
2020).

Os CoVs sao virus que, taxonomicamente, pertencem a familia Coronaviridae e subfamilia
Coronavirinae. Os CoVs constituem a subfamilia Orthocoronavirinae, na familia Coronaviridae,
ordem Nidovirales e reino Riboviria. Estes virus tém um genoma de acido ribonucleico (RNA) de
cadeia simples de sentido positivo com forma esférica, oval ou pleomadrfica. O seu diametro varia
entre 60 e 140nm. A subfamilia pode ser dividida em quatro géneros: Alpha-, Beta-, Gamma- e
Delta-coronavirus (Kadam et al., 2021). Assim, atualmente existem 39 espécies de CoVs em 27
subgéneros, 5 géneros e 2 familias que categorizam em familia Coronaviridae (Kirtipal et al.,
2020).

Apenas quatro coronavirus sao endémicos para os humanos, incluindo coronavirus humano
0C43 (HCoV-0C43), coronavirus humano HKU1 (HCoV-HKU1), coronavirus humano NL63
(HCoV-NL63) e coronavirus humano 229E (HCoV-229E) (Bakhiet & Taurin, 2021).

Nas ultimas décadas, surgiram novos CoVS mortais, provocando doencas altamente infeciosas
na sociedade humana, resultando em elevadas ameacas a saude publica e, naturalmente a
economia mundial devido ao seu surgimento imprevisto, proliferacao rapida e facil, que levaram
a consequéncias catastrdficas (Bai et al., 2021; Kirtipal et al., 2020).

A primeira infecao de coronavirus humanos (HCoVS), o coronavirus da sindrome respiratdria
aguda grave (SARS-CoV), ocorreu em novembro de 2002 em Foshan, China, com uma taxa de
letalidade de 10%. A doenca acabou por ser classificada como uma epidemia e afetou 28 paises,
com 8096 casos e 774 mortes. A segunda pandemia foi causada pelo coronavirus da sindrome
respiratdria do Médio Oriente (MERSCoV), iniciado em junho de 2012 em Jeddah, Ardbia Saudita,
com uma taxa global de mortalidade de 35% (Kirtipal et al., 2020). A terceira vaga de HCoV,
ocorreu em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, na China, causada por uma nova estirpe
altamente homdloga de SARS-CoV, classificada como coronavirus da sindrome respiratdria

aguda grave 2 (SARS-CoV-2), que designou ainfecao como pandemia de doenca por coronavirus



2019 (COVID-19). Esta patologia resultou em mais de 1,45 milhdes de mortes em todo mundo, a
data de 30 de novembro de 2020 (Kirtipal et al., 2020; Trougakos et al., 2021).

Todos os HCoVS sao de origem zoondtica, isto €, 0 seu reservatdrio natural sao animais, assim
como a grande maioria dos virus humanos (Bakhiet & Taurin, 2021; Holmes et al., 2021; Kadam
et al., 2021). Atualmente, a origem animal de SARS-CoV-2 ainda permanece desconhecida, pois
existe a duvida se foi transmitido aos humanos por meio de um hospedeiro intermediario, e, se
assim foi, quais os animais que podem atuar como hospedeiro intermedidrio (Holmes et al., 2021;
Hu et al, 2021). O SARS-CoV-2 mostra semelhancas com quatro coronavirus humanos
endémicos: HCoV-0C43, HCoV-HKU1, HCoV-229E e HCoV-NL63. Estes virus tém origens
zoondticas e as circunstancias do seu aparecimento sao ainda desconhecidas (Holmes et al.,
2021).

Os virus andlogos ao SARS-CoV-2 foram documentados em morcegos e pangolins em varias
localidades no sudeste da Asia, incluindo China, Tailandia, Camboja e Japao, com evidéncias
soroldgicas de infecao viral em pangolins por mais de uma década (Holmes et al., 2021; Hu et al,,
2021; Kadam et al., 2021; Kirtipal et al., 2020).

Os morcegos sao importantes hospedeiros naturais de alfa e betacoronavirus. 0 CoV mais
proximo ao SARS-CoV-2 foi identificado em morcegos da espécie Rhinolophus affinis, da
provincia de Yunnan, China, sendo designado por coronavirus de morcego RaTG13 (BatCoV
RaTG13), e apresentando uma sequéncia genémica completa de 96,2 % idénticaa do SARS-CoV-
2 (Hu et al,, 2021; M.-Y. Wang et al., 2020). Este virus de morcego compartilha mais de 90% de
identidade de sequéncia com SARS-CoV-2 em todos os quadros de leitura (ORFs) em todo
genoma, incluindo as varidveis S e quadro de leitura aberto 8 (ORF8) (Hu et al,, 2021). Outro virus
de morcego foi identificado na espécie Rhinolophus malayanus, em espécimes de Yunnan
(China), identificado por RmYNO2 com 93,3 % de proximidade ao SARS-CoV-2, em todo o seu
genoma. No gene 1ab longo, ele exibe 97,2% de identidade com o SARS-CoV-2, superiorizando-
se a similaridade do RaTG13. Além disso, os coronavirus de morcego ZC45 e ZXC21 detetados
em morcegos Rhinolophus pusillus do leste da China, enquadram-se na linhagem SARS-CoV-2
do subgénero Sarbecovirus (Hu et al,, 2021).

As descobertas de varios coronavirus de morcego estao correlacionadas ao SARS-CoV-2, o que
sugere que 0S morcegos sao possiveis reservatorios. Todavia, a divergéncia entre o SARS-CoV-
2 e 0s coronavirus de morcego, sugerem mais de 20 anos de evolucao da sequéncia. Admite-se,

assim, que os coronavirus de morcego possam ser considerados como precursor evolutivo de



SARS-CoV-2, mas nao como o progenitor direto do SARS-CoV-2 (Hu et al., 2021). O facto de
nenhum reservatério de morcego ou hospedeiro animal intermediario para SARS-CoV-2 ter sido
identificado até ao momento, também suporta esta teoria. Alegadamente, isto também pode
ocorrer porque certas espécies e/ou populacdes de animais ainda nao tenham sido amostradas
e/ou qualquer virus progenitor possa estar em baixa prevaléncia. A probabilidade de ndo detecao
de eventos iniciais de transmissao entre espécies é elevada. Acrescente-se que a apenas uma
fracao muito pequena de transmissao de infecdes de animais para humanos resulta em grandes
surtos (Holmes et al., 2021).

Os pangolins sao possivelmente o hospedeiro ligado ao SARS-CoV-2, pois o virus foi detetado
em tecidos de pangolins malaios que foram transportados do Sudeste Asiatico para o sul da
China, de 2017 a 2019. Estirpes de coronavirus isoladas em pangolins de Guangdong exibiram
92,4% de similaridade de sequéncia com o SARS-CoV-2 humano. O seu dominio de ligacao ao
recetor (RBD) também é altamente semelhante ao do SARS-CoV-2. Estirpes de coronavirus de
pangolins de Guangxi sao menos semelhantes ao SARS-CoV-2, com 85,5% de identidade de
sequéncia do genoma. Todavia, ao contrdrio dos morcegos, que tém o coronavirus de forma
saudavel, os pangolins infetados apresentaram sinais clinicos e alteracoes histopatoldgicas,
incluindo pneumonia intersticial e infiltracao de células inflamatdrias em diversos 6rgaos. Essas
anormalidades sugerem que é improvavel que os pangolins sejam o reservatorio desses
coronavirus, mas que provavelmente adquiriram os virus apds disseminacao dos hospedeiros
naturais (Hu et al., 2021; Kirtipal et al. 2020; M.-Y. Wang et al., 2020).

Outra tentativa de pesquisa para compreender a origem e o hospedeiro intermediario do SARS-
CoV-2 foi o alimento de sequéncia de proteinas. A enzima conversora da angiotensina 2 (ACE2)
atua como recetor para SARS-CoV-2. Ao analisar a interacao do recetor do hospedeiro com as
proteinas pico é possivelidentificar as espécies que atuam como hospedeiro. Pangolim, tartaruga
e cobras foram as espécies que também possuem e expressam recetores ACE2, sendo
propostas como hospedeiro intermedidrio para SARS-CoV-2 (Kadam et al., 2021).

Outras investigacoes analisaram a suscetibilidade de animais domésticos e de laboratério a
infecao por SARS-CoV-2. O estudo demonstrou experimentalmente, que o SARS-CoV-2 se
replica eficientemente em gatos e no trato respiratdrio de furdes, enquanto caes, porcos, galinhas
e patos nao eram suscetiveis ao SARS-CoV-2 (Hu et al., 2021; Shi et al., 2020).

Além disso, outra possivel hipétese estudada sobre a origem por SARS-CoV-2 foi a laboratorial.

Todavia, o Instituto de Virologia de Wuhan (WI1V), Laboratério Nacional de Biosseguranca de



Wuhan no Parque Cientifico de Zhengdian, verificou que nao existiram dados suficientes para
comprovar a fuga do virus SARS-CoV-2 do seu laboratdrio ou de qualquer outro laboratdrio. O
sequenciamento gendmico viral sem cultura de células realizado no WIV representou um risco
insignificante, pois os virus sao inativos durante a extracao de RNA e ainexisténcia de casos de
fuga laboratorial foram documentados apds o sequenciamento de amostras virais (Holmes et al.,
2021).

Para além disso, o WIV cultivou trés SARS-CoVs de morcegos-WIV1, WIV16 e Rs4874 tendo
maior afinidade com o SARS-CoV do que ao SARS-CoV-2. Em contraste, o virus de morcego
RaTG13 do WIV nuncafoiisolado ou cultivado, existindo uma sequéncia de nucleotideos montada
a partir de leituras de sequenciamento curto. Os trés virus cultivados foram isolados de amostras
fecais por meio de amplificacao em série em células Vero E6, que consiste na perda do local de
clivagem da furina SARS-CoV-2. Deste modo, é improvavel que estas técnicas resultem no
isolamento de um progenitor SARS-CoV-2 com um local de clivagem de furina intacto. Nenhum
trabalho publicado indica que outros métodos, como a geracao de sistemas de genética reversa,
tenham sido usados no WIV para propagar SARS-CoVs, com base em dados de sequéncia de
morcegos (Holmes et al., 2021). Além disso, nao existe razao experimental racional para que um
novo sistema genético seja desenvolvido usando um virus desconhecido e nao publicado, sem
evidencia ou referéncia de um virus do tipo SARS-CoV-2 em qualquer publicacao ou estudo
anterior do WIV. Assim sendo, em qualquer cenario de fuga de laboratdrio, o SARS-CoV-2 teria
de estar presente em laboratdrio antes da pandemia de COVID-19, ndao existindo quaisquer

evidéncias que o comprovem, até ao momento (Holmes et al., 2021).

1.2. Carateristicas estruturais do SARS-CoV-2

0 tamanho do genoma do SARS-CoV-2 é significativo e equivale a 29,99 kilobases (kb),
contendo 14 ORFs e codifica 29 proteinas virais (Gusev et al, 2022; Yang & Rao, 2021).
Aproximadamente, dois tercos da extremidade 5'A do genoma codificam duas poliproteinas
sobrepostas: ppla e pplabl12. Estas sao digeridas por duas protéases virais em 16 proteinas nao
estruturais (NSPs), desempenhando fungdes essenciais para a replicacdo e transcricao viral.
Quatro ORFs no terminal 3' do genoma viral codificam um conjunto candnico de proteinas
estruturais que incluem o nucleocapsideo (N), proteina spike (S), proteina de membrana (M) e a
proteina de envelope (E), que sao responsaveis pela montagem do virido e pela supressao da

respostaimune do hospedeiro (Gusev et al., 2022; Yang & Rao, 2021; X. Zhao et al., 2020).



1.2.1. Proteina spike

A entrada do CoV nas células hospedeiras é mediada pela glicoproteina S. As glicoproteinas de
pico transmembranar formam homotrimeros, que se projetam na superficie viral como uma
coroa (M.-Y.Wang et al,, 2020; Yang & Rao, 2021). Esta é uma proteina de membrana tipo i com
66 glicanos N-ligados por trimero de proteina S19. Tamhém pertence as proteinas de fusao viral
de classe |, exemplificadas pela proteina hemaglutinina do virus influenza (Jackson et al., 2022).
A proteina S é composta por duas subunidades funcionais, a subunidade 1(S1) e subunidade 2
(S2). 0 dominio S1atua como um antigénio de superficie principal, contendo o dominio N-terminal
(NTD) e o dominio C-terminal (CTD). A S1-CTD atua como RBD, que interage com os 18 residuos
da ACE-2 (Kadam et al., 2021; Yang & Rao, 2021). 0 RBD tem dois subdominios, uma estrutura
central formada porumafolha 3 antiparalela de cinco cadeias coberta com « -hélices curtas de
conexao em ambos os lados e uma alca estendida, denominada “motivo de ligacao ao recetor”,
que envolve uma borda do nticleo estrutura e faz todos os contatos com a ACE2 (Jackson et al,,
2022; Yang & Rao, 2021). 0 RBD pode adotar dois estados conformacionais distintos: o estado
fechado e o estado aberto (M.-Y. Wang et al., 2020; Yang & Rao, 2021). No estado fechado, os
angulos RBD estao prdximos da cavidade central do trimero para proteger as regides de ligacao
ao recetor. E no estado aberto, o RBD sofre movimento conformacional tipo dobradica, expondo
as suas regioes determinantes para reconhecer o recetor humano da ACE2 na membrana celular
do hospedeiro, sendo menos estavel do que no estado fechado (Yang & Rao, 2021). O NTD é
formado por 4 folhas 3 acumuladas e umnimero de loops flexiveis de conexao, contendo vdrios
glicanos N-ligados (Jackson et al., 2022). 0 NTD pode reconhecer por¢des de aclicar na ligagcao
inicial e desempenhar um papel significativo na transicao da conformacao da proteina S (Yang &
Rao, 2021). 0 NTD do SARS-CoV-2 é alvo de alguns anticorpos neutralizantes, sugerindo que
pode ser funcionalmente importante ou localizado nas proximidades de outras regides
funcionalmente criticas, como o RBD (Jackson et al., 2022). As variantes recém-emergidas
geralmente tém mutacoes e delecoes no NTD, tornando-as resistentes a esses anticorpos
neutralizantes (Jackson et al., 2022).

A subunidade S2 contém um peptideo de fusdo, uma repeticao heptada 1 (HR1), uma hélice
central, um dominio conetor, uma repeticao heptada 2 (HR2), um dominio transmembranar e uma
cauda citoplasmatica (Kadam et al., 2021; M.-Y. Wang et al., 2020). A regido HR1 constitui a

principal haste helicoidal de S2, enquanto a regiao HR2 é temporariamente flexivel no estado de



pré-fusao. O peptideo de fusao forma um seguimento hidrofdbico curto (Yang & Rao, 2021). A
funcao da Se é fundir as membranas dos virus e das células hospedeiras. O local de clivagem na
fronteira entre as subunidades S1 e S2 é designado de local de clivagem da protéase S1/S2. As
protéases do hospedeiro clivam a glicoproteina no local de clivagem S2 para ativar as proteinas
que sao criticas para fundir as membranas dos virus das células hospedeiras por meio de
alteracdes conformacionais irreversiveis. Os glicanos ligados a N sao fundamentais para o
dobramento adequado, neutralizando os anticorpos e fixando os trimeros de proteina de pico (M.-
Y.Wangetal,, 2020).

A proteina S tem duas formas de estrutura, nomeadamente o estado fechado e o aberto. No
estado fechado os trés motivos de reconhecimento nao se projetam da interface formada por
trés protdmeros de proteina S. O estado aberto é necessario para a fusao do SARS-CoV-2 e das
membranas das células hospedeiras, facilitando assim a entrada do SARS-CoV-2 nas células
(M.-Y.Wang et al., 2020).

Deste modo, a proteina S é responsadvel pelo reconhecimento do recetor e fusao da membrana
celular, cuja estrutura permite interacao com muitos recetores nas células hospedeiras (Gusev et

al., 2022).
1.2.2. Proteina de Envelope

A proteina E é um pequeno polipeptideo com 8,4 a 12 kilodalton (kDa), que requla a lise viral e a
libertacdo do genoma viral (Kadam et al., 2021; Yang & Rao, 2021). Esta possui 0 dominio
transmembranar hidrofdbico e a cauda citoplasmadtica carregada (Kadam et al., 2021). Também
estd envolvida namontagem e génese viral, localizando-se no reticulo endoplasmatico (RE) e nas
membranas do complexo de Golgi. Além disso, participa na ativacao do inflamassoma do
hospedeiro (Yang & Rao, 2021).

A proteina E é a proteina mais estdvel entre os CoVs estudados, apresentando carateristicas e
funcées comuns. Por exemplo, a proteina SARS-CoV-E é idéntica a SARS-CoV-2, contendo
apenas quatro variacoes. Assim, acredita-se que as caracteristicas mostradas pela proteina
SARS-CoV-E, incluindo a atividade do canal idnico, também sejam exibidas pela proteina SARS-
CoV-2. A proteina E de CoV é responsdvel pela “oligomerizacao” resultando na formacao de
viroporina (Kadam et al., 2021).

As viroporinas tém a capacidade de transportar seletivamente ides como calcio e participam na

aglomeracao e libertacao de particulas virais de células hospedeiras. A proteina CoV E é



reconhecida por contribuir na patogénese da doenca. Participa no aumento de carga de
dobramento de proteinas no RE, resultando num dobramento incorreto de proteinas emergindo
uma condicao conhecida como resposta de proteina desdobrada. Para além disso, a proteina E
participa na formacao da estrutura especializada do compartimento intermediario do RE do
complexo Golgi, facilitando a libertacao de virus amadurecidos (Kadam et al., 2021).

A proteina E auxilia na secrecao de virioes maduros das células hospedeiras e na atividade do
canal iénico, inibindo a resposta ao stress da célula hospedeira e consequentemente na
patogénese (Kirtipal et al., 2020).

Em sintese, a proteina E promove amontagem e libertagao do virus, adultera as propriedades dos
canais de membrana, nomeadamente através da viroporina, contribuindo para os danos da
barreira epitelial, e, em tltima instancia, para a patogénese e gravidade do COVID-19. A funcao do
canal idnico alterada estd associada a ativacao de inflamassomas e de hiperinflamagao nos
pulmdes. Assim, a proteina E tem potencial para despoletar a “tempestade de citocinas” e o
desenvolvimento de um andlogo experimental de sindrome do desconforto respiratorio agudo

(SDRA) (Gusev et al., 2022).
1.2.3. Proteina de Membrana

A proteina M é a proteina de membrana mais abundante dos CoVs. Esta apresenta trés dominios
transmembranares: o CTD, NTD e a regiao anfipatica. Esta regiao anfipatica é altamente
conservada entre os membros Coronaviridae. Assim, a proteina M interage com a S e E,
resultando na forma caracteristica do envelope do virido (Kadam et al., 2021).

A sequéncia da proteina M do SARS-CoV-2 foi comparada com a do morcego CoV RaTG13 e do
pangolim malaio CoV MP7889. Verificaram-se muta¢des no dominio transmembranar N-terminal
que podem contribuir para a transferéncia entre espécies do SARS-CoV-2 (Kadam et al., 2021).
Através das interacoes proteina-proteina, a proteina M é responsavel pela construcao viral e pela
homeostase interna. As proteinas CoV M podem interagir com RNAs, que codificam os sinais de
empacotamento do genoma. Assim, existe a possibilidade da proteina M regular a replicacao e
empacotamento de RNA em particulas de virus maturados (Kadam et al.,, 2021).

Por fim, a proteina M do SARS-CoV interage com o fator nuclear B (NF-Kb) da célula hospedeira,
diminuindo a expressao genética da cicloxigenase 2 (Cox2). Além disso, a proteina M influencia a
patogénese ao sequestrar a resposta inflamatdria do hospedeiro mediada por NF-Kb e Cox-2
(Kadam et al., 2021).



Em suma, a proteina M tem a capacidade de ligar a outras proteinas estruturais, como S e E, e
determina a forma do envelope viral. Esta participa no empacotamento do genoma na particula
viral; estrutura a particula viral; inibe a fosforilacao de transdutor de sinais e ativador de

transcricao 1(Gusev et al., 2022).
1.2.4. Proteina Nucleocapsideo

A proteina N varia de 43 a 50 kDa com ligacao ao RNA gendmico (Kadam et al., 2021). Esta
proteina estrutural localizada dentro do viriao desempenha um papel crucial na protecao no
genoma do RNA viral, e no acondicionamento no complexo de ribonucleoprotreina (Yang & Rao,
2021).

A proteina N é responsavel pelo antagonismo face a resposta imune do hospedeiro e combate as
atividades antivirais mediadas por RNA interferéncia celular, através de sua ligacao com 'strings'
de RNA de cadeia dupla, sendo considerado um supressor viral de inativacao de RNA (Yang &
Rao, 2021).

A proteina N tem dois dominios estruturais conservados, o NTD (N-NTD) e o CTD (N-CTD). Nas
estruturas cristalinas da proteina N, o N-NTD é classificado com um mondmero, enquanto o N-
CTD, como dimero (Yang & Rao, 2021). 0 N-NTD possui uma forma de um punho destro e é
constituida porumafolha 3 antiparalela de quatro cadeias. As cadeias que se projetam para fora
do nticleo sdo carregadas positivamente, para permitir aligacao do RNA (Kadam et al., 2021; Yang
& Rao, 2021). 0 N-CTD medeia a dimerizacao da proteina N por auto-associacao e contém um
sinal de localizagao nuclear. Além disso, tem papel importante na oligomerizacao da proteina do
nucleocapsideo e nas interacdes proteina N- proteina M. Para além disso, a proteina N
desempenha funcées na replicacao e transcricao de RNA viral, pela formacao e manutencao do
complexo ribonucleoproteina, pelas interacdes virus-hospedeiro, e pela multiplicacao e

disseminacao do virus (Kadam et al., 2021).

1.3. Ciclo de vida SARS-CoV-2

O ciclo de vida de SARS-CoV-2 inicia com aligacao da glicoproteina S ao recetor celular ACE2 na
célula hospedeira, através da regiao especifica do RBD da proteina S. Apds esta ligacao, o virus
entra na célula endocitado numa vesicula da membrana celular (Bakhiet & Taurin, 2021). Na
interacao RBD-recetor, a proteina S sofre clivagem proteolitica na subunidade S1N-terminal e na

S2 C-terminal das protéases do hospedeiro. Esta protedlise parcial é catalisada pela protéase



transmembranar serina 2 (TMPRSS2) e pode ser ativada pela furina ou por protéases tipo furina
ou ap6s endocitose por catepsinas B/L (Gusev et al., 2022). 0 RBD da S1 liga-se ao dominio
peptidico de ACE2, desencadeando o primingde S1najuncao S1/S2 por protéases celulares, com
furina ou protéases endossomais e expde um sitio secunddrio (52') clivado pela TMPRSS2, que
revela o peptideo de fusao da subunidade S2. A clivagem modifica a conformacao da proteina S
clivadade formairreversivel e permite que a subunidade S2 se insiranamembrana do hospedeiro
e guie a fusao das membranas viral e celular (Bakhiet & Taurin, 2021).

0 genoma viral é libertado no citosol apds a fusao da membrana e do hospedeiro sofrendo a
replicacao, transcri¢ao, traducao e montagem para formar progénies virais que sao libertados no
espaco extracelular (Sanyal, 2020).

A amplificacao e a libertacao do virus levam a piroptose da célula hospedeira e a excrecao de
padroes moleculares associados a danos, incluindo adenosina trifosfato, e acidos nucleicos,
sendo estes eventos acompanhados pela secrecao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias
(Sanyal, 2020). As proteinas nao estruturais reorganizadas derivam da porcao da membrana do
reticulo endoplasmadtico rugoso em vesiculas, cuja montagem viral é organizada. Por fim, os virus

sao excretados da célula hospedeira por exocitose (Bakhiet & Taurin, 2021).
1.3.1. Diferentes entradas da SARS-CoV-2

A entrada de coronavirus é realizada por dois processos de clivagemda S, isto €, um najuncao da
subunidade S1 e S2 e outro no local S2', interno a subunidade S2. No caso do SARS-CoV-2, a
sequencia polibdsica no limite S1-S2 é clivada durante a maturacao do virus numa célulainfetada,
contudo o local S2' é clivado na célula-alvo ap6s aligacao da ACE2 (Jackson et al., 2022).

Aligacao do virus a ACE2 incita altera¢des conformacionais na S1e expoe o local de clivagem S2'
na subunidade S2. O local de clivagem S2’ é clivado por diferentes protéases, pois depende dos
diferentes trajetos percorridos pelo SARS-CoV-2. Se o complexo virus-ACE2 nao encontrar
TMPRSS2, o complexo virus-ACE2 € internalizado por via endocitose por clatrina nos
endossomas, cuja clivagem Se2’ é realizada pela catepsina, que necessita de um ambiente acido
para a sua etapa. Enquanto, na presenca de TMPRSS2, a clivagem S2' ocorre na superficie da
célula. E possivel verificar que em ambas vias entrada, a clivagem S2’ expde o peptideo de fuso
(FP) e adissociacao de S1e S2,induzem mudancas conformacionais na S2, impulsionado o FP na

membrana alvo, iniciando a fusao da membrana. E por fim, a fusao entre a membrana viral e



celular formaum poro de fusao, cujo RNA viral é libertado no citoplasma da célula hospedeirapara

desencapsulamento viral e para areplicacao (Jackson et al., 2022).

1.4. Potenciais alvos para combate da SARS-CoV-2
Possiveis mecanismos de combate de SARS-CoV-2 sao: bloqueio da proteina S, bloqueio do

recetor ACE2 e inibicao de TMPRSS2 (Muralidar et al., 2020).
1.4.1. Bloqueio daProteina S

A proteina S é um dos principais alvos para a concecao de vdrias terapias antivirais para CoVs. A
proteina S é estavel em termos de imunogenicidade e ligacao ao recetor ACE2, o que torna o
potencial mediador para iniciar a entrada viral na célula hospedeira (Muralidar et al., 2020).

As terapias antivirais contra a proteina S, envolvem anticorpos neutralizantes contra proteina S,
bloqueadores de RBD-ACEZ2, inibidores de clivagem S e inibicao da proteina S. Os anticorpos
neutralizantes demonstraram uma reducao significativa da gravidade na patologia pulmonar de
primatas nao humanos que foram infetados pela infecao por MERS-CoV (B, Korber et al.,, sem

data; Muralidar et al,, 2020; Pang et al., 2020).
1.4.2. Bloqueio do recetor ACE2

Outra possivel estratégia eficiente para combater o SARS-CoV-2 é bloquear o recetor ACE2 para
que a ligacao da proteina S viral e a fusao da membrana pela entrada viral possam ser evitadas.
O condicionamento do ACE2 pode ser alcancado pela administracao de compostos dotados de
pequenos dominios de ligacao ao recetor RBD, que bloqueou efetivamente a entrada da SARS in
vitro (Muralidar et al., 2020; Wong et al., 2004)

Existem implicac6es terapéuticas no bloqueio de ACE2, nomeadamente ao nivel do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (RAAS). A ACE2 é um componente contra regulatdrio vital do
RAAS, pois degrada a angiotensina Il (Ang 1l) em angiotensina-(1e7), que controla a fibrose,
vasoconstricao e a retencao de sddio. A modulagao farmacoldgica do RAAS com inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECAs) e bloqueadores dos recetores da angiotensina
(BRAs) é benéfica no tratamento da insuficiéncia cardiaca e controlo da hipertensao. A
suscetibilidade dainfecao por SARS-CoV in vitro esta relacionada a expressao de ACE2, contudo
ainda ndo existe conexao direta entre a expressao de ACE2 e a infecao por SARS-CoV-2
(Hofmann et al., 2004; Muralidar et al., 2020).
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Apds a entrada viral, os niveis de ACE2 diminuem levando a um aumento da libertacao de Ang |,
gue potencia o desenvolvimento de sindrome do desconforto respiratdrio agudo (SDRA). A
pequena concentracao de ACE2 nos tecidos pulmonares foi acompanhada de edema pulmonar,
e elevada permeabilidade vascular em camundongos, apds infecao por SARS-CoV. Foi possivel
verificar ainda que, a injecao de proteina S provocou lesao pulmonar aguda ao diminuir a ACE2
nos pulmades, que foi posteriormente melhorada pela administracdo de IECAs/BRAs (Kubaet al,,
2005; Muralidar et al., 2020).

Por fim, varios estudos destacaram o papel dos IECAs/BRAs, pois tém a capacidade de regular
positivamente os niveis de expressao de ACE2 além de inibir a enzima conversora da
angiotensina (ACE) ou bloquear o recetor tipo 1da angiotensina Il (Ferrario et al., 2005; Karram et

al,, 2005; Muralidar et al., 2020).
1.4.3. Inibicao de protéases de TMPRSS2

O TMPRSS2 é responsavel por desencadear e ativar a infecao e a entrada de CoVs, tendo um
papel crucial na clivagem da proteina S da SARS-CoV-2, mediando, consequentemente, a
entrada viral. Deste modo, a inibicao desta protéase celular hospedeira pode atuar como uma
potencial intervencao antiviral contra SARS-CoV-2. Evidéncias experimentais sugeriram que 0
mesilato de camostato é um potencial inibidor do TMPRSS2, bloqueando ativamente a infecao
por SARS-CoV-2 em células pulmonares (Hoffmann et al., 2020; Martinez, 2020; Muralidar et al.,
2020; C. Wu et al., 2020).

1.5. Evolucao epidemioldgica de SARS-CoV-2

No final de dezembro de 2019, vdrias unidades de saide Wuhan, na provincia de Hubei, na China,
registaram varios doentes com pneumonia de causa desconhecida (Zhu et al., 2020). Os
pacientes com SASRS-CoV e MERSCoV, apresentaram sintomas de pneumonia viral, incluindo
febre, tosse e desconforto tordcico e, em casos graves, dispneia pulmonar (Gralinski &
Menachery, 2020; Zhu et al.,, 2020). De acordo com um estudo retrospetivo, o inicio do primeiro
caso conhecido foi a 8 de dezembro de 2019 (Z. Wu & McGoogan, 2020). No dia 31 de dezembro
de 2019, a Comissao Municipal de Satide de Wuhan notificou o surto de 27 casos de pneumonia
de causa desconhecida (Z. Wu & McGoogan, 2020).

Através de sequenciamento metagendmico de RNA e isolamento de virus de amostras de liquido

bronco-alveolar de doentes com pneumonia grave, foi possivelidentificar o agente causador, isto
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é, betacoronavirus (F. Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020; Zhu et al., 2020). A 9 de janeiro de 2020
foi divulgado publicamente o resultado desta identificacao etioldgica. A primeira sequéncia
gendmica do novo CoVs foi publicada no site Virological em 10 de janeiro. Sequéncias genémicas
incompletas foram também determinadas por diferentes institutos de pesquisa e foram
divulgadas através do banco de dados GISAID, a 12 de janeiro (Gralinski & Menachery, 2020).
Assim,a11de marco de 2020, a OMS caracterizou oficialmente o COVID-19 como uma pandemia

(Hu et al., 2021; World Health Organization, 2020).
1.5.1. Sintomas da SARS-CoV-2

Todas as idades da populacao sao suscetiveis a infecao por SARS-CoV-2, sendo que a idade
média da infecao é de 50 anos (Huang et al, 2020; D. Wang et al., 2020). Contudo, as
manifestacoes clinicas diferem com aidade: homens com mais de 60 anos, com comorbilidades,
sao mais propensos a desenvolver doenca respiratdria grave. Ja a maioria dos jovens e criangas
tem apenas doencas leves, ou sao assintomaticos (Chen et al. 2020; Hu et al., 2021). Os sintomas
mais comuns na SARS-CoV-2 sao a febre, fadiga e tosse seca, e, em situagdes muito graves,
dispneia. Outros sintomas incluem tosse produtiva, dor de cabeca, hemoptise, diarreia, anorexia,
dor de garganta, dor no peito, calafrios e nduseas e vémitos (Hu et al., 2021; D. Wang et al., 2020).
Distirbios do olfato e paladar foram também relatados (Giacomelli et al, 2020).
Maioritariamente, os sintomas aparecem apds um periodo de incubacao de 1 a 14 dias, sendo o
aparecimento da maioria dos sintomas mais comum, ao fim de 5 dias. Sao excec¢6es a dispneia e
a pneumonia que se desenvolvem num tempo médio de 8 dias apds o inicio da doenca (Hu et al.,
2021).
A COVID-19 pode ser dividia em trés niveis, de acordo com a gravidade da doenca (M.-Y. Wang et
al., 2020):
e Leve
o Tosse, fadiga, pneumonia e pneumonia leve.
e Grave
o Dispneia, saturacao de oxigénio no sangue <93%, frequéncia respiratdria 230/min,

pressao parcial de oxigénio arterial para fracao inspirada de oxigénio <300 e/ou

infiltrados pulmonares >50% em 24 a 48 h, necessaria hospitalizacao em unidade de

cuidados intensivos (ICU).

e Critico
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o Vulgarmente, SDRA, insuficiéncia respiratéria, choque séptico e/ou disfuncao ou
faléncia de mdltiplos dérgaos, acidose metabdlica de dificil correcao, disfuncao da

coagulacao.
1.5.2. Distribuicao e expressao de ACE2 na SARS-CoV-2

A internalizacao da ACE2 pelo SARS-COV-2 é responsavel pela reducao dos niveis de ACE2 na
superficie epitelial das vias aéreas (Ashraf et al., 2021; Jia et al., 2005; South et al.,, 2020).
Geralmente, pacientes sintomadticos com SARS-CoV-2 tém febre, tosse, congestao nasal, fadiga
e outros sinais de infecao do trato respiratdrio superior, que pode evoluir para SDRA tendo uma
taxa de sobrevivéncia baixa (Lukassen et al., 2020). A expressao de ACE2 estd presente nos
pulmades, e em diversos tecidos, como a mucosa nasal e oral, tecido vascular, rim, coracado, trato
gastrointestinal (Gl), pancreas e cérebro. A ACE2 tem um papel crucial na regulacao do RAAS,
sendo um importante regulador da pressao arterial, homeostase de fluidos e eletrdlitos (Ashraf

etal, 2021) (Figura1).

Funcao da ACE2 em Condicdes Fisioldgicas Normais

- Cérebro

- Funcdo cognitiva e de memdria normais; regulacao do barorreflexo.
- Cavidade Oral e Lingua

- Regulacdo da sensibilidade gustativa

- Coracao e Rins

- Regula sistema renina-angiotensina-aldosterona ; ativacdo do dxido nitico endotelial; natriurese.

- Pulmdes

- Regula vasodilatacdo; protege a funcao endotelia; inibe a resposta inflamatdria.
- Pancreas

- Metabolismo da glicose; resposta a insulina; proliferacdo de células g.
- Trato Gastrointestinal

- Regula o transporte de aminoacidos;modula a inflamacdo intestinal; influéncia a composicao da
microbiota intestinal; expressao de peptideos antimicrobianos.

Potenciais Disfuncoes da ACE2 Causadas pela Infeccao por SARS-CoV-2

- Cérebro

- Diminuigao cognitiva e de memodria; sensibilidade reduzida ao barorreflexo; hipertensao neurogénica.
- Cavidade Oral e Lingua

- Ageusia

- Coracao e Rins

- Aumento dos niveis circulantes de angiotensina |l; disfuncao endotelial vascular; aumento da
reabsorcao de sddio; aumento da retencao de dgua; stress oxidativo; fibrose miocardica.

- Pulmées

- Bronquite; pneumonia; insuficiéncia respiratdria.
- Pancreas

- Intolerancia a glicose; secre¢do reduzida de insulina; diminuicdo da massa e proliferagao das células B.
- Trato Gastrointestinal

- Desnutricdo de aminodcidos; aumento da inflamacado intestinal; dishiose intestinal; disfuncao da barreira
intestinal.

Figura 1. Fungdo ACE2 em normais condicdes fisioldgicas versus potenciais interrupgdes de ACE2 por infecao SARS-CoV-2.
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1.5.2.1 Pulmoes

Através do sequenciamento de RNA concluiu-se que a ACE2 é expressa em 0.64% de todas as
células pulmonares humanas e mais abundantemente nas células alveolares tipo Il (AT2), sendo
responsaveis na defesa da integridade e funcdes dos alvéolos (Ashraf et al., 2021; Huang et al.,
2020: Y. Zhao et al., 2020).
A ACEZ2 e COVID-19 estao associadas a suscetibilidade geral a SDRA. Ao nivel da patogénese da
SDRA, possui 3 fases:

< Fase exsudativa (Fase 1)
Exibe inflamacao epitelial alveolar. Isto ocorre devido ao dano mediado por células imunes inatas
das barreiras endoteliais e epiteliais alveolares, resultando na acumulacao de fluido de edema
rico em proteinas dentro do intersticio pulmonar e dos alvéolos (Thompson et al,, 2017).
Consequentemente, existe uma deterioracao da funcao do surfactante e da depuracao do liquido
pulmonar, originando um aumento da tensao superficial do pulmao, colapso alveolar e uma
diminuicao significativa de oxigénio no sangue (hipoxemia) (Luks et al., 2020).

< Fase proliferativa (Fase 2)
Estafase inicia o processo de reparacao. A homeostase tecidual é restaurada pela expansao dos
fibroblastos residentes e pela proliferacao de células progenitoras das vias aéreas e AT2, que se
diferenciam em células alveolares tipo 1 (Ashraf et al., 2021; Thompson et al., 2017).

< Fase fibrdtica (Fase 3)
Normalmente associada a ventilagao mecanica prolongada e ao aumento da mortalidade. Exibe
danos extensos na membrana basal celular e reepitelizacdo tardia do tecido pulmonar,
resultando no desenvolvimento de fibrose intersticial e intra-alveolar (Ashraf et al., 2021
Thompson et al., 2017).
A ACEZ2 desempenha um papel crucial no desenvolvimento na SDRA, pois altos niveis de ACE2
com Ang Il, e o recetor de Ang Il tipo 1 sao responsdveis pela progressao da lesao pulmonar.
Assim, a ACE2 e o recetor da Ang Il tipo 2 melhoram os sintomas da SDRA (Imai et al., 2005).
Como o SARS-CoV-2 usa ACE2 para entrada nas células, admite-se que a degradacao da
angiotensina | e Ang Il pela ACE2 possa ser regulada negativamente. Consequentemente os
niveis de recetor de ACE, Ang Il e Ang Il tipo 1 exacerbarao a promocao da lesao pulmonar (Ashraf
etal., 2021).
Deste modo, a ACE2 recombinante pode ligar-se ao SARS-CoV-2 e neutralizar o virus, além de

retardar a atividade celular do ACE2, que regula negativamente a RAAS para proteger os
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pulmdes, e consequentemente diminuir a propagacao viral (Ashraf et al. 2021; Kuhn et al., 2004;

Y.Wuetal.,, 2020).
1.5.2.2 Cavidade Oral e Lingua

O principal método de transmissao de COVID-19 é através de goticulas liquidas geradas nas
cavidades oral e nasal (Ashraf et al., 2021). A ACE2 é expressa na mucosa da cavidade oral,
particularmente em células epiteliais orais, tornando-se uma possivel localizagao de alto risco
para infecao por SARS-CoV-2 (H. Xu et al,, 2020). Estudos em camundongos verificaram que a
Ang Il esta presente no tecido oral e nas papilas gustativas, permitindo que seja degradada pela
ACEZ2. Além disso, o recetor ACE estd envolvido na regulacao de curto prazo da sensibilidade
gustativa por meio de uma enzima local, desempenhando um papel funcional nas vias
homeostaticas sistémicas e locais (Ashraf et al,, 2021; Shigemura et al., 2019).

Geralmente, os sintomas clinicos associados a casos mais leves de COVID-19 sao a ageusia,
perda do paladar, e anosmia, perda do olfato (Sayin et al., 2020; Vaira et al., 2020). Uma possivel
hipétese para controlar estes sintomas sao o bloqueio da interacao ACE2/SARS-CoV-2, ainda
que sejam necessdrios mais estudos. Atualmente, o Unico tratamento para anosmia e ageusia no
COVID-19 é aplicacao de esteroides nasais (Ashraf et al,, 2021; Vaira et al., 2020).

A cavidade oral € uma entrada e saida para as particulas virais, e o uso da saliva é uma matriz de
triagem nao invasiva, precisa, rapida e eficaz para detecao precoce e diagndstico de doencas
(Ashraf et al., 2021; Sri Santosh et al., 2020). A recolha de saliva é uma alternativa para o uso de
zaragatoas nasofaringeas e orofaringeas, que provocam desconforto para o doente e potencial
perigo para os profissionais de salde (Ashraf et al,, 2021; Williams et al., 2020).

Para além disso, verificou-se que a expressao de ACE2 é maior nas glandulas salivares menores
do que nos pulmoes, corroborando a potencial utilizacao das amostras da saliva para diagndstico

dainfecao por SARS-CoV-2 (Ashraf et al., 2021; Baghizadeh Fini, 2020).
1.5.2.3 Trato Gastrointestinal

0 epitélio gastrointestinal é o local de ligacao de ACE2 no sistema de drgaos Gl (Harmer et al.,
2002). A maior expressao de ACE2 estd presente na borda em escova de enterdcitos intestinais
maduros, localizada com a proteina vilina, um marcador de tecido para o epitélio intestinal (Ashraf

etal, 2021; Lamers et al., 2020; Zang et al., 2020).
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O défice de ACE2 nas células epiteliais intestinais, geralmente sao associadas a dishiose na
microbiota intestinal, ma absorcao de aminoacidos na dieta, disfuncao da barreira intestinal e
aumento da colite, desempenhando um papel fundamental naregulacao dainflamacao intestinal.
A diminuicao de ACE2 devido a infecao por SARS-CoV-2 pode aumentar o desconforto
gastrointestinal, diarreia e outros sintomas Gl relacionados com COVID-19, levando a um risco
aumentado de infecdo oportunista e sindrome metabdlica exacerbada (Ashraf et al., 2021

Duvallet et al., 2017).
1.5.2.4 Cérebro

A expressao de ACE2 no cérebro ocorre nas células gliais, neurdnios e fluido espinhal (Ashraf et
al, 2021; X.-L. Wang et al., 2016). Esta é responsavel pela requlacao do barorreflexo, e quando a
ACE2 é inibida existe uma diminuicao na sensibilidade do barorreflexo (Xia & Lazartigues, 2008).
Consequentemente, pode ocorrer um aumento na pressao arterial devido a desregulacao dos
mecanismos simpdticos e enddcrinos (Tikellis & Thomas, 2012; Xia et al., 2013).

Estudos in vivo em camundongos transgénicos para ACE2 verificaram que o0 SARS-CoV entrano
cérebro através do bulbo olfativo, permitindo que a infecao se propague rapidamente para todo o
cérebro. Por conseguinte, ocorre uma infe¢ao neuronal, levando a morte dos camundongos
(Ashraf et al,, 2021; Netland et al., 2008). Um dos sintomas com SARS-CoV-2 € alteracdo no
olfato, por estar relacionado com a entrada do virus pela placa cribriforme do osso etdide que
protege o bolbo olfatdrio, ou seja, uma estrutura neural responsdvel pela transmissao de cheiros
do nariz ao cérebro (Ashraf et al., 2021; Baig et al.,, 2020).

Ainfecao por SARS-CoV-2 pode ter consequéncias graves no tecido cerebral, pois autdpsias de
pacientes falecidos indicaram edema do tecido cerebral e degeneracao neuronal parcial (Z. Xu et
al., 2020). Um estudo com 214 pessoas com COVID-19 verificou que 36% exibiram diferentes
tipos de sintomas neuro vasculares que foram categorizados como sintomas do sistemanervoso

central, periférico e musculoesquelético (Ashraf et al., 2021; Mao et al., 2020).
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1.6. Patogénese viral por SARS-CoV-2
0 SARS-CoV-2 tem um elevado nivel de variabilidade genética, pois possui um grande genoma e
proteoma com elevadas multifuncionalidades. Com isto, 0 SARS-CoV-2 pode infetar as células-
alvo no trato respiratdrio superior, epitélio dos alvéolos e intestinos. 0 SARS-CoV-2 tamhém
inibe os efeitos protetores precoces dos interferdes (IFN) do tipo um (IFN-I) e tipo trés (IFN-II) e
outros sistemas de defesa antivirais inatos. 0 SARS-CoV-2 provoca a formacao de simplastos
de células infetadas e sauddveis e vesiculas extracelulares contendo o virus, que o ajudam a
contornar as barreiras bioldgicas do epitélio e a propagar por todo corpo (Gusev et al., 2022).
Como outras infecoes virais, o COVID-19 pode implementar varios estagios de patogénese,
nomeadamente (Gusev et al., 2022):
» Invasao e replicacao forcada do virus nos tecidos teqgumentares
o No epitélio do trato respiratdrio e intestinos;
o Os principais mecanismos sao o reconhecimento das células-alvo pelo virus por
meio de estruturas recetoras e o bloqueio da resposta primdria do IFN-I-II1.
» Aperdainduzida por virus das funcdes de barreira no foco dainflamacao
o Através da desregulacao da resposta imune inata e adaptativa controlada pelos
fatores de patogenicidade.
o A supressao seletiva de mecanismos antivirais especificos, a ativacao policlonal
indiscriminada de linfdcitos, e o desenvolvimento de hipoinflamacao.
» Generalizacao do virus no corpo
o Alteracdes sistémicas no estado imunoldgico e parametros de homeostase com
alto risco de complicagoes criticas.
» Consequéncias alongo prazo de uma infecao viral
o As consequéncias do dano tecidual primdrio (viral) e secundario (autégeno) sao
vdrias, como modificacao da integridade da barreira hematoencefilica, disfungao
endotelial, hipercoagulacao e alteracées persistentes no estado imunoldgico.
Como referido anteriormente, as proteinas do SARS-CoV-2 sao fatores patogénicos
multifuncionais que atuam em vdrios mecanismos de imunidade antiviral. Estas proteinas, tém a
capacidade de bloquear quase todos os estdgios de iniciacao e implementacao da resposta do
IFN. Esses mecanismos associam-se a capacidade que o virus possui de superar efetivamente

as funcoes da barreira dos tecidos tequmentares no periodo inicial da doenca e contribua para a
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disfuncao darespostaimune associadaao IFN - y emfases posteriores do processo inflamatério
(Gusev et al., 2022).

Por fim, outra caracteristica de patogenicidade do SARS-CoV-2 é a capacidade de atuar em
varios processos de desenvolvimento de stress celular pré-inflamatdrio em diferentes tipos de
células, nomeadamente a formacao de inflamassomas, stress oxidativo, resposta de RNAs nao
codificantes, autofagia, expressao de fatores de transcricao universais de stress celular e a
formacao de fendtipo secretor associado a rede de citocinas. Assim, estes mecanismos dao a
possibilidade ao virus de se replicar em vdrias células, induzir disfuncao imune e formar padroes

anormais de inflamacao (Gusev et al., 2022).

1.7. Microbiota humana: Visao geral

Os microhbios vivem e multiplicam-se constantemente no nosso planeta, sendo essenciais para
manter os fluxos de massa e energia em ambientes naturais e artificiais. Um exemplo sdo as
bactérias do solo, que permitem a decomposicao natural de detritos organicos. O corpo humano
contém, aproximadamente, 3.8 x 10™ bactérias, o que equivale ao nimero total de células
humanas. Maioritariamente, as bactérias desempenham funcgoes vitais, como a digestao de
alimentos, sem as quais os humanos nao sobreviveriam. As pegadas microbianas estao
presentes em genes humanos, e sensivelmente 8% do genoma humano contém fragmentos de
genes retrovirais. Estes sao considerados “fésseis genéticos”, pois sao reliquias de ancestrais
humanos que sobreviveram a virus e epidemias. Por consequinte, sugere um processo natural de
adaptacao e evolugao humana (Dai et al., 2021).

Todavia, alguns micrébios sao designados por patdgenos, pois sao prejudiciais a vida e a saude
humana. Assim, da mesma forma que os micrdébios contribuem para evolucao das espécies vivas,
os surtos massivos de doencas altamente contagiosas e patégenos letais podem causar uma
catdstrofe para humanos e alguns animais (Dai et al., 2021).

O termo microbiota humano define-se como o conjunto de microrganismos que hospedamos. O
ser humano € colonizado por fora (pele e olhos) e por dentro (mucosa vaginal, oral, respiratdria e
intestinal), por bactérias, fungos, protozodrios, arqueia e até por virus, que sao importantes para

avida (Figura 2) (Antunes et al., 2020).
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Bactérias

- Bacteroides, Clostridiumn,
Faecalibacterium, Eubacterium,
Ruminococcus, Peptococcus,

Fungos

- Aspergillus, Candida,
Debaryomyces, Malassezia,
Penicillium, Pichia e

Protozodrios

o Cryptosporidium spp., Giardia
intestinalis,e Entamoeba
histolytica

Peptostreptococcus,e Saccharomyces
Bifidobacterium.
Arquéia Virus

- Methanobacterium e - Enterovirus, Rotavirus,
Woesearchaeota Norovirus
—>

Figura 2. Exemplos de microrganismos, como bactérias, fungos, protozodrios, arquéia e virus.

1.7.1. Microbiota intestinal

A microbiota intestinal é um conjunto de micrdbios, principalmente bactérias, que colonizam o
intestino delgado e grosso, sendo o colén com maior quantidade e diversidade de bactérias das
familias Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae e Ruminococcaceae
(Antunes et al., 2020: Dhar, 2022).

A aquisicao da microbiota inicia-se no nascimento e atinge a maturidade nos primeiros 2-3 anos
de vida. Este é um periodo essencial para o estabelecimento de uma microbiota abundante,
diversificada e funcional. Bebés nascidos a termo e por parto vaginal, amamentacao prolongada
e interacao com o ambiente familiar, sao promotores de uma microbiota intestinal funcional.
Contudo, parto prematuro, cesariana, amamentacao insuficiente e administracao de antibidticos,
propiciam o desenvolvimento de uma microbiota ineficaz, e disturbios imunoldgicos ou doencas
inflamatadrias durante a infancia, tais como: obesidade, alergias, doenca inflamatdria intestinal ou
infecdes Gl e respiratdrias (Antunes et al., 2020; Sonnenburg & Sonnenburg, 2019). Assim, a
combinacao de praticas de saide modernas e estilo de vida provocam uma diminuicao da
abundancia e diversidade microbiana no intestino causando a vulnerabilidade da designada
“microbiota industrializada” (Antunes et al., 2020; Moeller, 2017; Sonnenburg & Sonnenburg,
2019).

Normalmente, as bactérias intestinais em pessoas sauddveis sao dominadas por 4 filos: a

Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria,e Bacteroidetes (Dhar, 2022).
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A microbiotaintestinal tem um papel essencial na satide devido as suas acoes protetoras, tréficas

e metabdlicas (Dhar, 2022).

1.7.1.1 Anatomia e Fisiologia

e

O intestino é organizado por diferentes camadas anatémicas, que Ihe permitem exercer
determinadas atividades, nomeadamente a funcao de barreira a materiais estranhos, como os
patdgenos e outros estimulos nocivos (Sharma & Riva, 2020).

0 muco é constituido por uma camada espessa de proteinas mucinas glicosiladas, que sao
produzidas pelas células caliciformes no epitélio intestinal. A espessura da camada de muco
aumenta entre o intestino delgado e cdlon, pois protege as células epiteliais de danos causados
por bactérias e moléculas grandes, como particulas de alimentos, agindo como uma barreira
fisica. A camada de muco contém imunoglobulinas A (IgA) e bactérias autdctones, para controlar
o0 crescimento excessivo de bactérias patogénicas. Além disso, os produtos de fermentacao de
bactérias comensais exercitam func6es de manutencao na barreira intestinal, como exemplo os
acidos gordos de cadeia curta (SCFASs) (Hiippala et al. 2018; Sharma & Riva, 2020; Vancamelbeke
& Vermeire, 2017).

Os enterdcitos ou células epiteliais intestinais estao presentes na camada epitelial da mucosa
intestinal. Os enterdcitos sao, simultaneamente, um local de absorcao e uma componente chave
da barreiraintestinal (Sharma & Riva, 2020).

Os complexos de proteinas transmembranares, como juncbes apertadas (TJs) e juncoes
aderentes (AJs), permitem que a estrutura de monocamada do epitélio intestinal seja mantida e
as juncgoes intracelulares adicionais ou jun¢6es comunicantes fortalecem essa estrutura. As Tls
sao o tipo mais apical de juncdées intracelulares, sendo altamente dinamicas e determinam o
transporte parecelular intestinal (Sharma & Riva, 2020).

Ambas as TJs e Als compreendem proteinas “adesivas” transmembranares, que medeiam o
contacto intercelular. As proteinas citosdlicas proximais ancoram o complexo juncional ao
ambiente intracelular e ao citoesqueleto celular (Capaldo et al., 2014; Ebnet, 2008). A zonulina é
modulador da TJs, e um aumento da sua concentracao pode causar a libertacao de proteinas
“zonula occludens’. Estes elementos influenciam o funcionamento dos complexos de proteinas
transmembranares, podendo ocorrer a rutura do complexo TJs e um possivel aumento na
permeabilidade paracelular. Outros reguladores das Tls incluem as citocinas pré-inflamatdrias,

como fatores de necrose tumoral (TNF) e interleucina (IL)-13 (Sharma & Riva, 2020).
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As células de Paneth produzem defensinas e outros peptideos antimicrobianos. As defensinas
podem ser encontradas na camada de muco e auxiliam na defesa do intestino contra patégenos
(Rescigno, 2011; Sharma & Riva, 2020).

As placas de Peyer sao um componente principal do tecido linfatico associado ao intestino
contendo células microfold (células M). As células M podem iniciar a ativacao de linfdcitos T e B.
Seguidamente, os plasmdcitos podem libertar IgAs, que sao transportados para o limen
intestinal, e também podem ser encontrados na camada de muco (Sharma & Riva, 2020; Spencer
& Sollid, 2016).

Existem ainda outros tipos de células imunes que podem ser localizadas ao longo da lamina
propria, como: células T invariantes associadas a mucosa, que sao diretamente antibacterianas e
que podem participar na regulacao imune; células T reguladoras, que participam na limitacao da
ativacao imune e inflamatdria; e células linfoides inatas que potenciam ativamente na formacao
da imunidade intestinal local, semelhante as atividades da célula T com as suas funcdes inatas

(Sharma & Riva, 2020).
1.7.1.2 Disbiose Intestinal e Patologias

O desequilibrio persistente da comunidade microbiana do intestino é designado por dishiose
intestinal, que propicia doencas intestinais ou extraintestinais. A dishiose possivelmente pode
diminuir a diversidade da microbiota, alterar a sua composicao e facilitar a invasao e replicacao
viral (Antunes et al., 2020 Sundararaman et al., 2020).

O microbiomadadisbiose pode criar um ambiente inflamatdrio que o SARS-CoV-2 pode explorar.
Micrdbios patogénicos e virus contribuem para uma disfuncao da barreira intestinal e pulmonar,
comalibertacao de citocinas pré-inflamatdrias, promovendo uma “tempestade de citocinas”, isto
é uma reacao imune descontrolada que pode causar mais danos do que o préprio virus, incluindo
lesdes de muiltiplos 6rgaos (Antunes et al., 2020).

A rutura da barreiraintestinal, o aumento da permeabilidade intestinal e alteracdes da camada de
muco tém sido associados a diversas patologias (Sharma & Riva, 2020). A dishiose microbiana
pode ocorrer na COVID-19 e acredita-se que os probidticos possam corrigir este desequilibrio.
Também, podem ocorrer modificaces nas TJs e potenciar a um aumento de citocinas, zonulina e
diminuicao de SCFAs (Sharma & Riva, 2020).

Foi também ja demonstrado que o SARS-CoV-2 pode infetar organoides intestinais, pois o virus

utiliza a ACE2 para entrar nas células e existe um elevado nivel de expressao de ACE2 em
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enterdcitos. A TMPRSS2 também esta altamente expressa em enterdcitos no ileo e no cdlon
podendo facilitar a entrada do virus (Lamers et al., 2020; Lee et al., 2020; Sharma & Riva, 2020;
H. Zhang et al., 2020).

1.7.2. Crosstalk: Eixo intestino-Pulmao

Com os avancos na investigacao, ocorreu uma maior compreensao na interacao dinamica entre
o0s micrdhios do eixo intestino-pulmao. A ligacao do intestino e do nicho pulmonar é mediada por
esse eixo, uma vez que existe a passagem de hormonas, metabolitos microbianos, citocinas e de
endotoxinas na corrente sanguinea. A dishiose na microbiota intestinal pode influenciar a
disfuncao pulmonar modulando as respostas imunes, como dos neutrdfilos, subconjuntos de
células T, citocinas inflamatdrias e dos recetores do tipo Toll-like (Gohil et al., 2020). O eixo
intestino-pulmao é frequentemente referido como crosstalk entre 6rgaos, pois constituem
orgaos em diferentes localiza¢cdes anatdmicas que se desenvolveram a partir da mesma camada
germinativa durante o desenvolvimento inicial (Conte & Toraldo, 2020; H. Wang et al., 2021).

O eixo intestino-pulmao pode ser considerado bidirecional, ou seja, através do sangue e do
sistema linfatico, os metabolitos microbianos e endotoxinas podem afetar o pulmao quando
surge inflamacdao e concomitantemente a microbiota intestinal. Assim sendo, existe a
possibilidade, que a infecao por SARS-CoV-2 nos pulmoes desencadeie uma resposta imune
epitelial (Sundararaman et al.,, 2020). A infecao dos pulmdes com SARS-CoV-2 causa uma rutura
epitelial nas vias aéreas. As células epiteliais dos alvéolos com a ACE2 servem como local de
ligacao para o SARS-CoV-2 (Gohil et al, 2020). Durante ainfe¢ao, existe perda de equilibrio entre
IL-10 e IL-17 e dano agudo pulmonar, ou seja, a “tempestade de citocinas”. Assim, pode
equacionar-se a utilidade dos probidticos para melhorar a condicao inflamatdria, por regulacao
do stress oxidativo (Xavier-Santos et al, 2022). Para além disso, os probidticos tém
propriedades microbianas inibitdrias significativas, através de macrdfagos alveolares,
neutrdfilos, células natural killer e altos niveis de citocinas pré-inflamatdria como TNF- « e IL-6
no pulmao (Dumas et al., 2018; Gohil et al., 2020). As bactérias probidticas tém ainda a
capacidade de seligar ao virus invasor e inibir ainteracao patégeno- recetor da célula hospedeira.
Deste modo, o uso de probidticos restringe as infecoes virais respiratdrias, fortalecendo a

imunidade da mucosa (Gohil et al., 2020; Marsland et al., 2015).
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1.7.3. Respostaimunolégica da mucosa

A dishiose da imunidade do hospedeiro pode estimular o sistema imunoldgico do corpo, sendo a
espinha dorsal a principal defesa imunoldgica. A comunicagao entre a microbiota e os fatores
ambientais afetam a imunidade da mucosa. A camada de muco presente na superficie Gl, trato
respiratdrio e trato vaginal desempenham a primeira linha de defesa, pois a IgA atua como a
primeira linha de imunidade da mucosa (Corthésy, 2013; Neish, 2014; Sundararaman et al., 2020).
As mucinas desempenham um papel importante na barreira da imunidade do muco. O patégeno
movimenta-se para a barreira mucociliar. Sequidamente, este entra em contacto com diferentes
peptideos antimicrobianos (PAMs) soltiveis presentes no muco, como a lisozima, a lactoferrina, e
as defensinas, que sao produzidas pelas células imunes do trato respiratdrio. Os PAMs
participam na morte direta do patégeno ou na inibicao do patdgeno através da opsonizacao ou
recrutamento de células inflamatdrias (Sundararaman et al., 2020). A infecao patogénica das
células epiteliais da mucosa introduz mondcitos, macréfagos, granuldcitos, células B, células
natural killer e dendriticas. A iniciacao destas células depende de diferentes recetores de
reconhecimento de padroes, nomeadamente recetores Toll-like, proteina 2 contendo dominio de
oligomerizacao de ligacao a nucleotideos, e recetores de lectina tipo C ativados por sinalizacao
intracelular, que induzem respostas imunoldgicas de quimiocinas anti-inflamatdrias ou
reguladoras e/ou antivirais (Sundararaman et al., 2020).

A eliminacao de patdgenos com macrdfagos e células dendriticas (DCs) também procede no
sistema imunoldgico da mucosa respiratdria inata. O macrdéfago alveolar elimina o patégeno
emitindo 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio. As DCs tém um papel essencial na
eliminacao viral dos pulmades, pois iniciam a resposta antiviral linfécitos T CD8". Estas células sao
eficazes na fagocitose do patdgeno invasor, através de dendritos transepiteliais, e ajudam a
bloquear e transitar o patégeno por meio de células caliciformes epiteliais e células M. Os
antigénios sao transitados através das células M para as células apresentadoras de antigénio
(APCs). As APCs enviam o sinal para as células T do tecido linfoide a mucosa para apresentacao
de antigénio a célula B. A célula B produz células B de imunoglobulina de superficie IgA positiva.
Continuamente, as células T estimuladas por antigeno e imunoglobulina de superficie celular
entram na circulacao sistémica através dos linfonodos. Assim, durante o transporte intercelular
por imunoglobulinas, um virus pode ser neutralizado (Sundararaman et al., 2020).

Além disso, as citocinas provenientes de epitélios, como por exemplo fator de crescimento de

transformacao do crescimento beta, IL-25 e IL-33 sdo importantes na ativacao de umaresposta
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imune regulatéria da mucosa da célula T helper 2 ou células T reguladoras (Sundararaman et al.,

2020).
1.7.4. Microbiota pulmonar e disbhiose pulmonar

0 pulmao compreende aproximadamente 10 a 100 bactérias por 1000 células humanas, e estd
continuadamente exposto a microbiota por inalagao ou microaspiracao subclinica desde o inicio
da vida (Sundararaman et al., 2020; Vaira et al., 2020). A diversidade do microbioma pulmonar é
determinada pela incorporacao através da nutricao, temperatura e qualidade e quantidade das
células anti-inflamatdrias; eliminacao através da tosse, depuracao mucociliar, imunidade inata e
adaptativa; e pela imigracao através da micro-aspiracao e inalacao de microrganismos e
crescimento relativo dentro das suas comunidades (O'Dwyer et al., 2016; Sundararaman et al.,
2020). 0 microbioma pulmonar e das vias dreas afetam diretamente a imunidade contra a
doenca ou possivelmente ter um efeito imunidade/inflamacao local modificada durante o
desenvolvimento da doenca. O trato respiratdrio superior e a orofaringe, cujos micrébios sao
encontrados com abundancia, nao sao eliminados pela defesa da mucosa do hospedeiro e nem
pela depuracao mucociliar, sendo estes capazes de atingir profundamente o pulmao (O'Dwyer et
al,, 2016; Wilson & Hamilos, 2014).

A microbiota pulmonar pode regular a imunidade pulmonar ou o desenvolvimento de tecido
linfoide associado aos brénquios contra a infecao pulmonar. A deposicao de microrganismos
prejudiciais, tais como, fungos, bactérias e virus ocorre nas vias dreas ou nas superficies
alveolares (O'Dwyer et al., 2016; Sundararaman et al., 2020). Os cilios e a camada de muco
impedem a entrada de patdgenos no pulmao. Contudo quando estes conseguem alcancar o
pulmao, ocorre ativacao do macrdfago alveolar, ou seja, ativacao de mecanismos de defesa. Os
macrofagos alveolares com o receptor de superficie celular ligam-se as particulas depositadas,
“ingest kill, and digest”. Além do mais, quando os pulmoes detetam particulas infeciosas graves,
como os glébulos brancos, os neutrdfilos aumentam a circulacao para ajudar a ingerir e matar os
patdgenos (Janssen et al., 2016; Sundararaman et al., 2020). A microbiota pulmonar pode
proteger contra infecdes respiratérias como S. pneumoniae e K. pneumoniae, com a producao
pulmonar de fator estimulador de colonia de granuldcitos-macrofagos, através da estimulacao
de IL-17 e dominio de oligomerizacdo de ligacao a nucledtidos 2 (Mukherjee & Hanidziar, sem
data). A citocina pré-inflamatdria IL-17 é induzida por célula T CD4* e CD8* de células estromais,

endoteliais e epiteliais em resposta a lipopolissacaridos (Ryzhakov et al,, 2011). A IL-17 liga-se a
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recetores celulares e ativa a atividade de neutrdfilos, ativador de proteina-1 e nuclear factor -
Kappa B(NF«B). A IL-17 também induz o stress do reticulo endoplasmatico e autofagia através
da enzima 1 que adquire inositol, inibindo a reproducao de virus infeciosos. Os recetores do tipo
Nod, recetores de dominio de oligomerizacao de nucleotideos e repeticoes ricas em leucina
(NLRs), atuam como recetores citoplasmaticos que controlam mecanismo de defesa através da
estimulacao da sinalizacao de NFiB. Os NLRs protegem contra as infecdes por patdgenos
respiratdrios, através da inducao de neutrdfilos na medula éssea; regulam a vida dos neutréfilos
circulatérios e dos mondcitos inflamatdrios; auxiliam a hematopoiese; promovem o
desenvolvimento do foliculo linféide e estimulam a atividade adjuvante (Brown et al., 2017;
Sundararaman et al., 2020).

A infecao pulmonar por CoVs provoca ruturas do epitélio em dreas de troca gasosa e vias aéreas
associadas (Fanos etal.,, 2020). As células epiteliais dos alvéolos servem de recetor da SARS com
ACEZ2. Os CoVs estao constantemente a variar o recetor de ligacao e o local de ligacao durante a
sua progressao (Feng et al.,, 2020). A infecao viral incita o macréfago alveolar a formar células
multinucleadas, mondcitos e (DCs) para combater o SARS-CoV. As elevadas concentracées de
citocinas pré-inflamatdrias, foram evidenciadas na presenca de SARS-CoV (Qian et al., 2013).
Como referido anteriormente, nos potenciais alvos para combater a SARS-CoV-2, a terapéutica

com probidticos pode diminuir a evolu¢ao da morbilidade por SARS-CoV-2.
1.7.5. Probiéticos

De acordo, com a OMS e com a Organizacao das Nacoes Unidas para Agricultura e Alimentacao,
0S probidticos sao “microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a sadde do hospedeiro” (Sharma & Riva, 2020). Nas dltimas duas
décadas, tem existido um aumento exponencial na pesquisa sobre as comunidades microbianas
benéficas, com desenvolvimentos robustos na aplicacao de imunobidticos para combater
infec6es humanas (Bhushan et al., 2019; Dai et al,, 2021; Mandel et al., 2019). A aplicacao de
probidticos tem sido investigada sobretudo para a prevencao e tratamento de infecoes
gastrointestinais, efeitos nutricionais, prevencao e tratamento de infecdes orais, diarreia,
sindrome do intestino irritavel, doencas inflamatdrias, doencas alérgicas e infecbes com
Helycobacter pylori (Bottari et al., 2021). Entretanto, devido a capacidade potencial de vérias
estirpes probidticas para melhorar a imunidade da mucosa contra patégenos, foram sugeridos

possiveis efeitos na prevencao e tratamento de infe¢des Gl, através do eixo intestino-pulmao, e
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consequentemente na prevencao e gravidade do COVID-19 (Baud et al., 2020; Bottari et al.,
2021).

A eficdcia e seguranca dos probidticos dependem da estirpe, dose, doenca e possivelmente do
hospedeiro (Bottari et al., 2021). Os probiéticos mais estudados e usados pertencem aos géneros

Bifidobacterium, Lactobacillus e Saccharomyces (Khaled, 2021).
1.7.5.1 Critérios de selecao de probiéticos

Na selecao de microrganismos probidticos sao contemplados critérios de seguranca,

funcionalidade e tecnoldgicos. Relativamente aos critérios de seguranca, estes abrangem as

seguintes especificacdes (Figura 3) (Saarela et al. 2000):
% As estirpes para uso humano sao, de preferéncia, de origem humana. Uma estirpe
probidtica pode funcionar melhor num ambiente semelhante, como trato gastrointestinal,
ao ambiente de onde foi originalmente isolado;

% Saoisolados a partir do sistema Gl humanos saudaveis;

% Témum historial de nao serem patogénicos;

% Nao tém historial de associacao a doencas tais como endocardite infeciosa ou disturbios
gastrointestinais;

*

¢ Nao desconjugam sais biliares;

R

% Nao sao portadores de genes transmissiveis de resisténcia a antibidticos.

Os requisitos funcionais dos probidticos devem ser estabelecidos utilizando métodos in vitro, e
os resultados destes estudos devem refletir-se em estudos controlados no ser humano. Deste
modo, 0s aspetos de funcionalidade que devem ser considerados sao os sequintes (Saarelaet al.,
2000):

% Tolerancia acida e tolerancia ao sumo gastrico humano;

» Tolerancia a bilis para a sobrevivéncia no intestino delgado;

L)

% Aderéncia as superficies epiteliais e persisténcia no trato gastrointestinal humano;
% Imunoestimulacao, mas sem efeito pré-inflamatdrio;
% Atividade antagonista contra agentes patogénicos como como Helicobacter pylori,
Salmonella sp., Listeria monocytogenes e Clostridium difficile;
% Propriedades antimutagénicas e antigarcinogénicas.
Ainda que a estirpe probidtica cumpra os critérios de seguranca e funcionalidade, os aspetos

tecnoldgicos, nomeadamente relacionados com a producao e processamento de probiéticos, sao
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igualmente considerados. Assim, os critérios tecnoldgicos que devem ser considerados na

selecao de probidticos, incluem os sequintes (Saarela et al., 2000):

R/

% Boas propriedades sensoriais;

R/

% Resisténcia aos fagos;

R/

+ Viabilidade durante a transformacao;

+ Estabilidade no produto e durante o armazenamento.

Estabilidade acida e Adesao as células Persisténcia no trato

Origem humana - . A . y
9 biliar intestinais humanas intestinal humano

Efeitos na satde

Producao de Seguranca nos

. Antagonismo contra e . clinicamente
substancias it alimentos e uso .
- 5 patogénico e validados e
antimicrobianas clinico
documentados

Figura 3. Critérios de selegdo de microrganismos dos probidticos.

1.7.5.2 Probiodticos e imunidade

A modulacao do sistema imunoldgico é um fator decisivo na prevencao de doencas infeciosas,
mediante vdrios sistemas potenciais, como através da imunidade local mantendo o bem-estar
intestinal e a integridade da parede intestinal (Gohil et al., 2020; Kanauchi et al., 2018;
Sundararaman et al., 2020). Vérios estudos revelaram que a ingestao de micrébios produtores
de dcido Igtico melhora doencas com disttirbios digestivos e do trato respiratdrio (Gordon, 2008;
Sundararaman et al., 2020). Entretanto, o uso de microrganismos probidticos e os seus produtos
metabdlicos representam uma abordagem promissora para o tratamento de doencas virais
(Ryanetal,, 2015).

Os micrdbios probidticos tém a capacidade de estimular e modular o sistema imunoldgico, e
reduzir o processo inflamatdrio (Hardy et al., 2013). Os probidticos, também tém a aptidao de
diminuir a gravidade das infecdes Gl e no trato respiratdrio superior, agindo tanto no sistema
imunoldgico inato quanto no adaptativo. A colonizacao do epitélio intestinal por bactérias
probidticas demonstrou reduzir aincidéncia e os sintomas de infecoes respiratdrias virais, devido
ao aumento de células T auxiliares foliculares e DCs células dendriticas que expressam IL-23, e
ao aumento de células B, que expressam IgA no cdlon e linfonodos. Para além disso, os

probidticos compreendem constituintes imunoestimuladores, como peptidoglicano, acido
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lipoteicdico, ligantes do recetor Toll-like e dipeptideo muramil, elevando a sua atividade
imunomoduladora (Gohil et al., 2020; Kanauchi et al., 2018).
Os probidticos tém ainda a capacidade de induzir a producao de citocinas prd e anti-inflamatdrias
derivadas de APCs (IL-10, IL-12, IL-17, TNF- «, interferon- ) contra particulas estranhas,
através da ativacao da imunidade adaptativa. Citocinas pré-inflamatdrias reguladoras da
inflamacdo intestinal, quimiocinas e os seus recetores sao inibidos pelas citocinas anti-
inflamatdrias IL-10, produzidas por diferentes células imunoativadas (Azad et al., 2018;
Sundararaman et al., 2020).
Por fim, os probidticos proporcionam dois efeitos imunomoduladores:
» Efeitoimunoestimulador, que ativa a producao IL-12, induz células Natural Killer, T helper
1eT helper2 e também, atua contra infecao e alergia;
» Efeitoimunorregulador, que incita a ativacao de IL-10 e células Treg por Th2, DCs, células
B e mondcitos para imunidade adaptativa do hospedeiro (Chiba et al, 2010;

Sundararaman et al., 2020).
1.7.5.3 Mecanismo de acao dos probidticos

Como referido anteriormente, as bactérias probidticas tém diversas e multiplas acdes no
hospedeiro. Diferentes organismos podem influenciar o ambiente luminal intestinal, a funcao de
barreira epitelial e damucosa, e o sistemaimunitdrio da mucosa. Estas bactérias exercem os seus
efeitos em diferentes células envolvidas nas respostas imunitarias inatas e adaptativas, como as
células epiteliais, DCs, os mondcitos/macréfagos, as células B, as células T, e por fim as células
Natural killer (Ng et al., 2009). Assim, os principais mecanismos de acao dos probidticos incluem
atividades antimicrobianas, melhoria da funcao da barreira intestinal, imunomodulagao no corpo
do hospedeiro, e producao de neurotransmissores, que estao exemplificados na figura 4 e (Latif

etal, 2023; Ng et al.,, 2009).

- . . Melhoria da Funcao da Barreira -
Atividade Antimicrobina Intetsinal Imunomodulagao

+ Diminuir o pH luminal - Aumenta a producdo de muco - Efeitos nas celulas epiteliais e

- Secrecao de péptidos « Melhorar a integridade da barreira dendriticas
antimicrobianos - Efeitos nos

- Inibir ainvacao bacterina mondcitos/macréfagos

- Bloqueia a adesao bacteriana as - Efeitos nos linfdcitos: linfocitos B;
celulas epiteliais celulas Natural Killer; celulas T; e

redistribuicao das celulas T

Figura 4. Mecanismos de acao dos probidticos.
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Apesar de todos os avancos em termos de investigacao com probidticos, ainda nao foi
documentado, de forma robusta, o seu mecanismo de acao (Latif et al., 2023; Plaza-Diaz et al.,
2019). Os probidticos competem com os agentes patogénicos por nutrientes e locais de ligacao
aos recetores, dificultando a sua sobrevivéncia no intestino (Plaza-Diaz et al., 2019). Também,
atuam contra agentes antimicrobianos, produzindo SCFAs, dcidos organicos, perdxido de
hidrogénio e bacteriocinas, diminuindo as bactérias patogénicas no intestino (Ahire et al., 2021;
Fantinato et al., 2019). Além disso, os probidticos melhoram a funcdo da barreira intestinal,
estimulando a producao de proteinas de mucina, regulando a expressao de proteinas de juncao
apertada, como oclusao e claudina 1, que consequentemente regulam a resposta imune no
intestino (Latif et al.,, 2023). Ademais, os probidticos regulam vdrios mecanismos, tais como
regular arespostaimunitariainata e adaptativa, modulando as DCs, os macrofagos e os linfdcitos
T; aumentam a producao de citocinas anti-inflamatdrias enquanto interagem com as células
epiteliais intestinais e atraem macrdfagos e células monoculares (Latif et al., 2023; Petruzziello
etal, 2023).

Os probidticos podem também produzir neurotransmissores no intestino através do eixo
intestino-cérebro. Estirpes especificas de probidticos podem modular os niveis de serotonina,
acido gama-aminobutirico e dopamina, que influencia o humor, o comportamento e a motilidade

intestinal (Latif et al., 2023; Srivastav et al., 2019).

1.8. Papel dos probiéticos nas infecoes virais e respiratorias

Nas infecdes virais em humanos, o epitélio do trato respiratdrio é, essencialmente, a porta de
entrada. O primeiro nivel de protecao no hospedeiro é assegurado por um muco resistente
através dos cilios no epitélio colunar e limites secretdrios de IgA na secrecao do trato respiratdrio.
Ainfluéncia dainfecao viral nas DCs propicia uma cascata de reagcoes, nomeadamente a ativacao
de células CD4* e CD8* e, em sequida, o desenvolvimento de imunidade especifica mediada por
células T e B (Sundararaman et al., 2020). Além de serem bactérias benéficas, os probidticos
também possuem atividade antiviral, tal como anteriormente descrito.

A infecao por COVID-19 prejudica os tecidos pulmonares e o intestino, por conseguinte ativa a
respostainflamatdriacom o aumento de citocinas pré-inflamatdrias de IFN- v e TNF- o, e assim
sendo, ativa a “tempestade de citocinas”. Possivelmente, esta resposta ocorre devido a ativacao
de células T helper 1, isto é, resposta celular no tecido pulmonar (Gohil et al., 2020; Lehtoranta et

al., 2014). Na disbiose, existe na microbiota intestinal um desequilibrio de células T helper1e T
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helper 2, que resulta ainda na ativacao de citocinas pré-inflamatdrias e, possivelmente, na
“tempestade de citocinas” também nos pulmées (Gohil et al., 2020). Posteriormente, com a
administracao de probiéticos, ocorre a colonizacao das “bactérias boas” no intestino que
proporcionam mudancas no equilibrio entre células T helper 1 e T helper 2, que reduzem a
“tempestade de citocinas” e a gravidade de doencas (Gohil et al, 2020). Além disso, a
administracao e o consumo de probidticos melhoram o sistema imunoldgico, aumentando o nivel
de IFN-I, células APC, células Natural Killer e células B e T dos pulmdes (Dhar, 2022). Por fim, os
probidticos podem melhorar as citocinas prd e anti-inflamatdrias, auxiliando a eliminar a infecao
viral e minimizando o dano celular nos pulm@es (Baud et al., 2020; Gohil et al., 2020).

Com esta revisao sistematica (RS) pretende-se rever as evidéncias do impacto do uso de

probidticos na evolu¢ao da morbilidade de SARS-CoV-2.
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2. Metodologia
O presente estudo consiste numaRS e foirealizado em concordancia com a diretriz metodoldgica
PRISMA (Itens de Relatdrio para Revisdes Sistematicas e Meta-Andlises). Optou-se por este
método com vista a minimizar o enviesamento, proporcionando assim resultados mais fidveis a
partir dos quais se podem tirar conclusdes e tomar decisdes (Donato & Donato, 2019; Lasserson
etal, 2023).
A elaboracao da RS exigiu o planeamento de vdrias etapas, nomeadamente, (Donato & Donato,
2019):

1. Formular a questao de investigacao;
Produzir um protocolo de investigacao;
Definir critérios de inclusao e exclusao;
Desenvolver uma estratégia de pesquisa e pesquisar a literatura - encontrar os estudos;
Selecionar os estudos;
Avaliar a qualidade dos estudos,

Extrair os dados;

©® N O U A W

Sintetizar os dados e avaliar a qualidade de evidéncia;
9. Disseminar os resultados obtidos.

A declaracao PRISMA 2020, concede orientagoes atualizadas para RS, que refletem os avancos
nos métodos paraidentificar, selecionar, avaliar e sintetizar estudos (Page, McKenzie, etal., 2021,
Page, Moher, et al., 2021). Neste seqguimento, foi considerada e preenchida a declaracao PRISMA
que contempla uma lista de verificacdo de 27 itens (Anexo 1), bem como a lista de verificacao
especificamente destinada a resumos, que contempla 12 itens (Anexo 2). Estas ferramentas
consistem em listas de verificacao alargada que detalham as recomendacées de cada relatdrio

para cada item (Moher et al., 2015; Page, McKenzie, et al., 2021).

2.1. Estratégia de pesquisa e critérios de selecao

Para realizar a RS foi necessario formular a questao de investigacao pelo modelo definido pelo
acrénimo PICO: Population; Intervention: Comparison; Outcome (Donato & Donato, 2019). Na
figura 5, encontra-se descrita a elaboracao da questao de investigacao, tendo por base a

estratégia PI1CO.
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P(Population)
Diagnéstico confirmado com SARS-CoV-2

| (Intervention)
Administracao de Probiéticos

C (Comparison)
Dois grupos em que umrecebe probiotico e outro placebo

Questao de investigacao

O (Outcome)
Impacto na morbilidade na SARS-CoV-2 com o uso de probidticos

Serd que a administracdo de probidticos tem
influéncia na evolugao da SARS-CoV-2?

Figura 5. Questdo de investigacao pelo modelo definido pelo acrénimo PICO.

2.2.Métodos de Pesquisa

Em funcao da data de surgimento da SARS-CoV-2, a RS foi limitada ao periodo de estudo
compreendido entre 2019 e 2023, que corresponde a um periodo de 5 anos. As pesquisas
bibliograficas foram executadas nas sequintes bases de dados:

¢ Cochrane Library;

% Clinical Trials;

% EBSCO;

+ Medline;

% Web of Science;

% Science Direct.

Para elaborar a equacao de pesquisa foram utilizados operadores booleanos “AND" ou “OR”, e
parte dos resultados da estratégia PICO anteriormente descrita. Assim, a equacao de pesquisa
determinada foi designadamente: (Probiotics AND COVID-19) OR (Probiotics AND SARS-CoV-2).
Apesar de terem sido testadas outras alternativas, incluindo desde logo na equacao de pesquisa
termos relacionados com o comparador e o outcome, verificou-se a nao detecao de artigos
potencialmente relevantes para o estudo. Face ao exposto, na equacao de pesquisa,
contemplou-se apenas os elementos relativos a populacao e intervencao, salvaguardando-se o
cumprimento dos critérios relativos a existéncia de comparador e descricao do outcome

previamente definido, durante a sele¢ao dos artigos.
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Os artigos incluidos foram ordenados e agrupados no software de gestao de referéncia

bibliografica Zotero, para identificar e excluir duplicados.

2.3.Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusao e exclusao utilizados no presente estudo podem ser visualizados na

figura 6.
Critérios de Inclusao Critérios de Exclusao
+ Estudos em humanos, que inclui todas as faixas - Estudos em animais.
etdrias com diagndstico confirmado de SARS-CoV-2. - Terapéuticas comhinadas de prohiéticos com outros
- Administracao de probiéticos no tratamento da compostos no tratamento de SARS-CoV-2.
SARS-CoV-2 no grupo experimental. - Tratamentos concomitantes com vacinas, antiviricos
- Estudos de ensaios clinicos randomizados e nao ou outros tipos de tratamento.

randomizados.
- Existéncia de grupo controlo.
- Idioma em Inglés e Portugués.

Figura 6. Selecdo criteriosa e objetiva de critérios de inclusao e exclusdo.

2.4.Extracao e analise de Dados

Com o intuito de se dar resposta ao objetivo do presente estudo foram extraidos os seguintes
dados de todos os artigos incluidos: resultados clinicos, resultados laboratoriais, reacées
adversas medicamentosas. No sentido de identificar dados que pudessem ter escapado na
leitura do artigo integral, reforcou-se a pesquisa localizando nos documentos, termos
especificos, tais como: outcome, result, data, analysis. Os dados que foram adicionalmente
extraidos de todos os artigos compreendem esquemas posoldgicos, caraterizacao dos produtos
administrados e saidas/abandonos e respetivas justificacoes. Os dados foram agrupados em
funcao das carateristicas metodoldgicas, das intervencdes nos grupos experimentais e
controlos, das andlises das perdas follow up e dos resultados de evolucao da morbilidade.

As RS devem incluir um processo de avaliagdo das evidéncias de investigagao, com o objetivo de
determinar a qualidade metodoldgica de um estudo e avaliar o possivel viés no seu design,
conducao e andlise. Na presente RS, foi utilizada a ferramenta de avaliacao critica do Instituto
Joanna Briggs (JBI) (Tufanaru et al., 2020), mais especificamente a lista de verificacao de
avaliacao critica JBI para ensaios controlados randomizados, para avaliar os possiveis riscos de

enviesamento nos resultados alcancados.
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3. Resultados e Discussao

No fluxograma Prisma 2020 (figura 7), € possivel verificar o nimero de registos identificados em
diferentes bases de dados. As ferramentas automaticas das bases de dados permitiram a

exclusao em funcao de ano de publicacao, tipo de publicacao, e idioma. Foram incluidos cinco
estudos na presente RS.

Identificacao de estudos a partir de bases de dados e registos

Duplicados (n=922)
= Referéncias identificadas (n =3523): Registos marcados
W
8 Medline n = 413; Web of Science n = 474; EBSCO n =228; Clinical Trials - inelegiveis por
:g: n=47; Cochrane Library n=103 e Science Direct n = 2258 ferramentas
[} -
h=] autométicas (n=2526)

Referéncias excluidas por
Referéncias avaliadas por titulo e resumo < .
nao estaremrelacionadas
(n=75) ‘ com o tema em estudo.
(n=16)
E 1
@
g
= Referéncias cujo texto
= Referéncias incluidas para avaliagao por texto completo .
‘ completo ndo foi
(n=59)
identificado
1 (n=25)
Referéncias avaliadas por texto completo Referéncias excluidas

(n=34) —) (n=29)

-Artigos de revisao: (n=8)
p . -Estudo de casos: (n=4)
-Terapias combinadas:
(n=7)
-Diagnéstico negativo a
SARS-CoV-2: (n=2)
-Ensaios em animais:
(n=2)

-Nao administracao de
probiéticos: (n=6)

Inclusao

Estudos incluidos na revisao (n=5)

Figura 7. Fluxograma PRISMA 2020.
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0 estudo publicado ClinicalTrials.gov de Kolesnyk et al.(2024) foi incluido, pois decorreu entre
dezembro de 2021 e marco de 2023. Assim, apesar do estudo ter sido divulgado no formato de
artigo, na revista cientifica Biomed Central Nutrition, apenas em 2024, considerou-se que
cumpriu o periodo temporal definido parainclusao nesta RS.

Natabelal, apresenta-se aavaliacao critica JBl para os artigos incluidos nesta RS. De forma geral,
os estudos incluidos sao claros e apresentam qualidade metodoldgica diminuindo a
probabilidade de viés no seu desenho, conducao e andlise. Em termos de clareza, destacam-se
os estudos de Gutiérrez-Castrelldn et al, (2022) e de Di Pierro et al, (2022). Em sentido oposto,
o estudo de Endam et al, (2021) foi o que resultou em mais apreciacdes dibias quanto a
apreciacao dos diversos parametros metodoldgicos, tal como é possivel analisar na tabela 1
apresentada. Apesar do desenho claro, o estudo de Di Pierro et al, (2022) foi um dos dois que
obteve mais classificacdes negativas quanto a parametros metodoldgicos considerados
relevantes. Assim, tal como no estudo de Navarro-Ldpez et al, (2022), nao foram ocultadas as
atribuicoes a grupos de tratamento aos participantes, aos responsaveis pela administracao de
tratamento, nem aos responsdveis pela avaliacdo. A nao ocultacao de participantes e
investigadores resulta em maior probabilidade de enviesamento de resultados (Day & Altman,
2000; Hrdbjartsson et al.,, 2014; Schulz et al., 1995). Estudos prévios ja estabeleceram uma
associacao entre nao ocultacao e efeitos dos tratamentos mais pronunciados do que estudos
idénticos com ocultacdo (Day & Altman, 2000). Sera importante referir-se que, apesar das
possiveis conclusoes retiradas da avaliacao critica JBI, uma ordenacao dos estudos em termos
de qualidade ou adequacao em funcao da sua classificacao, pode ser falivel. Tal ordenacao
implica atribuir o0 mesmo peso a todos os parametros avaliados. Contudo, em termos
metodoldgicos, existem aspetos cujo nao cumprimento ou nao clarificagao podem ter um maior

impacto, do que outros.
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Tabela 1. Lista de verificacdo de Avaliagdo Critica JBI para ensaios clinicos controlados randomizados.

Gutiérrez- Navarro- Di Pierro
Kolesnyk et | Endam et

al.(2024) | al.(2021)

Castrellén et | Lopezetal., etal,
al.(2022) (2022) (2022)

Foi usada uma randomizacdao verdadeira para a
! atribuicao dos participantes aos grupos de tratamento?
2 A atribuicdo aos grupos de tratamento foi ocultada?
Os grupos de tratamento eram semelhantes no inicio do
3 estudo?
Os participantes estavam cegos quanto a atribuicao do
¢ tratamento?
Aqueles que administraram o tratamento estavam cegos
> quanto a atribuicao do tratamento?
Os avaliadores de resultados estavam cegos quanto a
6 atribuicdo do tratamento?
Os grupos de tratamento foram tratados de forma
! idéntica, exceto pelaintervencao de interesse?
0 acompanhamento foi completo e, se ndo, as diferencas
8 entre os grupos em termos de acompanhamento foram
adequadamente descritas e analisadas?
Os participantes foram analisados nos grupos para os
? quais foram randomizados?
Os resultados foram medidos da mesma forma para os
10 grupos de tratamento?
n Os resultados foram medidos de formafidvel?
12 Foi utilizada andlise estatistica adequada?
0 desenho do ensaio foi apropriado e eventuais desvios
do desenho padrdo do ECR (randomizacdo individual,
B grupos paralelos) foram considerados na conducéo e
andlise do ensaio?
Legenda:

I "ocstéchr |

36



A tabela 2 descreve as caracteristicas metodoldgicas analisadas dos resultados obtidos nesta RS.

Tabela 2. Caracterizagcdo Metodoldgica dos estudos considerados na RS.

Autor/Ano Nimero de Registo Duracao do Pais Ocultacao do Ensaio Critérios de Inclusao Critérios de Exclusao Dimensao da
do Ensaio Clinico Estudo Clinico Amostra
R7(G.E./G.C)
o Participante A, -ldade 218 - < 65 anos; Risco significativo de evolu¢ao complicada
Kolesnyk et NCTO4307877 15 meses Ucrania Prestador de cuidado; -Homem ou mulher nao gravida; de COVID-19 devido a: hipertensao; 73(37/38)
al.(2024) Investigador; -COVID-19 sintomaético confirmado diabetes mellitus, doenca cerebrovascular,
01-12-2021a i ~ - o
Avaliador de Resultados.  com duracao 0-5 dias, por teste condigdes imunossupressoras; doencas
01-03-2023 o I P "
antigénio ou PCR. respiratdrias crénicas, cardiovasculares,
gastrointestinais ou do trato urinario;
tumores malignos ou doencas sistémicas
inflamatdrias do tecido conjuntivo.
Endam et NCT04458519 10 meses Canadd Prestador de cuidados®,  _Homens e mulheres saudaveis, ~Pacientes com condicoes pré-existentes 23(12/1)
. comz18-<59 anos, sem ou caracteristicas demogrdficas que os
Avaliador de resultados. - -
al. (2021) 16-07-2020a comorbilidades; cologuem emrisco aumentado de
57-05-2021 - Diagndstico positivo de infecao complicagdes decorrentes da infecao por

SARS-CoV-2, por PCRrealizado ha
menos de 96 horas;
-Temperaturainferior a 38.0°C;
-Nao necessitar de oxigénio
suplementar, nem existir
hospitalizacao;

-Capacidade de realizar airrigagao
nasal.

SARS-CoV-2;

-Hipertensao; doencas cardiovasculares;
diabetes; fibrose cistica; asma; DPOC;
bronquectasia;

-Pacientes comimunossupressao por
deficiéncias imunoldgicas primarias,
quimioterapia ou medicamentos
imunossupressores;

-Mulheres grdvidas ou lactentes, ou
mulheres que ndo desejam praticar
contracecao.
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Autor/Ano Nimero de Registo Duracao do Pais Ocultacao do Ensaio Critérios de Inclusao Critérios de Exclusao Dimensao da
do Ensaio Clinico Estudo Clinico Amostra
R7(G.E./G.C)
Gutiérrez— NCT04517422 6 meses México Participantgc; -Mulheres e homens com 218-<60 —Qiabetes rjéo _cor]t_rolaqo (HbA1c > 8%): 300 (150,/150)
Prestador de cuidados; anos; -Hipertensao sistdlica nao controlada
Castrellén et 19-08-2020 a Investigador; -RT-qPCR positivo parao gene (*160mmHg);
02-02-2021 Avaliador de resultados.  RdRp SARS-CoV2, dentro de 72 -IMCa=240Kg/m?;
al.(2022) . . )
horas apés a entrada no estudo; -Coagulopatia conhecida;
-Pelo menos um dos sequintes -Pancreatite aguda;
sintomas, com inicio dos sintomas -Diarreia crénica, obstipacdo crénica ou
até <7 dias ap6s a entrada no doenga inflamatdria
estudo: febre (>37,52C), tosse, dorde  intestinal;
cabeca, dores no corpo e faltade ar; - Imunodepressao devido a tratamento de
- Saturacao periférica de oxigénio cancro, transplante, infecao por VIH ou
(Sp02) 290%. tratamento de doenca autoimune;
-Doenca respiratéria grave (asma, DPOC,
fibrose cistica);
-Alergias sazonais graves em curso.
-Deficiéncia conhecida de glucose 6-
fosfato desidrogenase;
-Uso de probidticos ou antibidticos 2 dias
antes de entrar no estudo;
-Gravidez oulactacao.
Nao aplicével (Estudo - Doentes com =18 anos e - Incapacidade ou recusa em assinar o
Navarro- NCT04330477 Timeses Espanha sem ocultago)®. diagndstico de SARS-CoV-2, de consentimento informado; 41(26/15)
Lépez et al, 04-05-2020 acordo com uma zaragatoa -Alergia ouintolerancia ao produto de
(2022) 230-04-2021 orofaringea e nasofaringea positivo intervencao ou aos seus componentes.

para COVID -19;

- Doentes internados no
Departamento de Medicina Interna
ou na Unidade de Hospitalizagao
Domicilidria do Hospital
Universitario del Vinalopd em Elche,
Alicante (Espanha).
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Autor/Ano Nimero de Registo Duracao do Pais Ocultacao do Ensaio Critérios de Inclusao Critérios de Exclusao Dimensao da
do Ensaio Clinico Estudo Clinico Amostra
Rr(GE./G.C)
Di Pierro et NCT05043376 2meses Paquistao N&o aplicavel, (Estudo - Homens e mulheres com 218 —Doentgs;a internacos na ICl.J gucom 64(31/31)
sem ocultacdo)® anos; necessidade de suporte ventilatério
al, (2022) 10-09-2021a ' -Diagndstico confirmado por SARS-  mecanico invasivo de oxigénio no
51-11-2021 CoV-2 comprovado por zaragatoa momento da admissao hospitalar;

nasofaringea positiva, por RT-PCR;
-Sintomas agudos tipicos de
COVID-19, incluindo: febre, tosse,
dispneia, infiltrados pulmonares em
radiografias/TC, marcadores
inflamatérios elevados, incluindo
proteina Creativa, dimero- D, lactato
desidrogenase e ferritina.

- Doentes internados no hospital
nas ultimas 48 horas para
tratamento de COVID-19.

-Doentes com antecedentes de
hipersensibilidade ou reagao alérgica a
probiéticos e qualquer outra condicao ou
fator que, na opiniao do consultor
responsavel pelo tratamento,
contraindique a utiliza¢ao de uma estirpe
probidtica ou coloque o sujeito emrisco
devido a sua participacao no estudo.

Legenda: A: Estudo multicentro, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, prospetivo e de grupos paralelos; B: Ensaio clinico prospetivo randomizado, sem contacto e aberto; C: Estudo randomizado,
paralelo, quédruplo-cego e controlado por placebo; COVID-19: Doenga por coronavirus 2019; DPOC: Doenca pulmonar obstrutiva crénica; D: Caso-controlo prospetivo randomizado, aberto e ndo cego ensaio
clinico controlado com um grupo controlo que nao realizou o intervengao; E: Ensaio clinico piloto randomizado, aberto, dois bragos de centro tnico; G.E.= Grupo Experimental; G.C.= Grupo Controlo;
HbA1c:Hemoglobina glicada; ICU: Unidade de cuidados Intensivos; IMC: indice de Massa Corporal; PCR: Reacdo em cadeia da polimerase; RT-qPCR: reacdo em cadeia da polimerase quantitativa por
transcricao reversa; RT-PCR: Reacao em cadeia da polimerase com transcriptase reversa; RdRp: gene da RNA polimerase dependente de RNA; Rr= Total Randomizados; SARS-CoV-2: Sindrome respiratdria
aguda grave coronavirus 2. VIH: Virus da imunodeficiéncia humana.
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Na tabela 3 pormenorizam-se as estirpes probidticas estudadas no grupo experimental, bem como a intervencao no grupo controlo, o regime

posoldgico e outros medicamentos administrados nos diferentes estudos.

Tabela 3. Caraterizacao do tipo de intervengao nos grupos experimental e controlo, regime posoldgico e outros medicamentos administrados.

Autor/Ano Intervencao no Grupo Experimental Intervencdo no Grupo Regime posolégico Medicamentos administrados
Controlo
. S . . ‘ - .,
Kolesnyk et al,(2024) Estirpes de NORDBIOTIC™: Bifidobacterium (B.) lactis O placebo tem os Uma capsula oral de probidtico ou AINE™;

BI040 (DSM 33812) 125 x 10° CFU, B. longum BLO20 (DSM
33815) 0,25 x 10° CFU, Lactobacillus (L). rhamnosus LR10
(DSM 33794) 2,00 x 10° CFU, L. casei LC130 (DSM 33796)
1,25 x10° CFU, L. acidophilus LA120 (DSM 33795) 0,25 x 10°
CFU, euma dose total de 5 hilhdes de CFU.

Excipientes: maltodextrina, fosfato dicalcico,
hidroxipropilmetilcelulose, didxido de titanio, celulose
microcristalina, sais de magnésio de dcidos gordos e diéxido
desilicio.

mesmos constituintes
com a excegao das
hactérias.

placebo 1vez ao dia, antes do pequeno-
almoco durante 28 dias.

Antittissicos*;

Descongestionantes nasais’;
Antissépticos para garganta, p=0.044"2;
Antiespasmddicos, p=0.0183,
Antidiarreicos*,

Antiagregantes plaquetdrios*’.

Endam et al.(2021)

Solu¢ao isotdnica tamponada com 2,4 hilhdes de CFU de
Lactococcus lactis W136.

Os saquetas individuais pré -medidas com o tratamento
foram reconstituidas em 240 ml de dgua, com um frasco de
irrigacao NeilMed SinusRinse™

Solugao salina
isot6nica tamponada.

Irrigagdes nasais 2 vezes ao dia, com
probiético ou solugao salina, durante 14
dias.

Anti-histaminicos orais*":
Corticosteroides intranasais*';
Paracetamol*,

AINE™,

Descongestionantes orais™;

Uso de humidificador e aromaterapia*'.
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Autor/Ano

Intervencao no Grupo Experimental

Intervencao no Grupo

Controlo

Regime posolégico

Medicamentos administrados

Gutiérrez-Castrellon
etal (2022)

Estirpes de AB21°: Lactiplantibacillus (L.)

plantarum KABPO33 (CECT30292), L. plantarum KABP022
(CECT7484), L. plantarum KABP0O23 (CECT7485),
Pediococcus acidilactici KABP021 (CECT7483), e uma dose
total 2 2x10° CFU.

Excipiente: maltodextrina.

Cépsulaoral com
maltodextrina.

Uma cdpsula oral de probidtico ou
placebo, antes do pequeno-almoco
durante 30 dias.

Paracetamol: 500mg/dose até 3 vezes por dia.

Navarro-L6pez et al,
(2022)

Lactobacillus rhamnosus CECT
30579 1x10° CFU e Kluyveromyces marxianus BO399 com
1x108 CFU.

Excipientes: carbonato de calcio, gelatina, maltodextrina e
estearato de magnésio.

0 grupo controlo nao
recebeu intervencao.

Uma cdpsula oral de probidtico, ao
pequeno-almogo ou outra refeicao,
durante 30 dias.

Em caso de incapacidade ou dificuldade
de degluticao da cdpsula, o contetido
pode ser dissolvido em dgua e ingerido
consecutivamente.

Hidroxicloroquina: 200 mg/dose 2 vezes por dia
durante 7 dias*'; Azitromicina: 500 mg,/dose 1vez
por dia durante 7 dias*’;

Lopinavir-ritonavir: 400/ 100 mg/dose 2 vezes
por dia durante 14 dias*",

Darunavir-cobicistate: 800/150 mg/dose 1vez por
dia, durante 14 dias*";

Heparina de baixo peso molecular para profilaxia de
trombose venosa profunda*.

Di Pierro et al,, (2022)

Estirpe de Bactoblis ®: Streptococcus salivarius K12 com
mais de 1x 10°UFC.

Tratamento padrao de
acordo com as
diretrizes do hospital.

Dois comprimidos orais de probidtico por
dia, para dissolver lentamente na boca,
durante 14 dias, a noite.

Corticosteroides™;
Anticoagulantes*;

Antivirais*',

Antibidticos™;

Inibidores da homba de protdes*.

Legenda: AINE: Anti-inflamatdrios ndo esteroide; CFU: Unidades Formadoras de Coldnias;"1: Intervengdes igualmente implementadas em ambos os grupos, e sem diferencas estatisticamente significativas em termos de nimero de
participantes sob a terapia, nimero de dias de intervengao, ou dosagem administrada. *2: p=0.044, existe uma diferenca estatisticamente significativa na mediana de dias, nos antissépticos para garganta, cujo € maior no grupo placebo
(6 dias) do que no grupo probidtico (5 dias). *3: p=0.018, existe uma diferenca estatisticamente significativa no nimero de doentes a tomar antiespasmddicos, cujo no grupo probiético nenhum doente foi detetado e no grupo placebo 6
doentes tomaram o medicamento. CECT: colegao de cultura tipo espanhol;
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No estudo realizado por Kolesnyk et al., (2024) , é possivel analisar a utilizacao de medicamentos
com uma diferenca estaticamente significativa, nomeadamente nos antissépticos para a
garganta (P=0.044) e nos antiasmaticos (P= 0.018). Nos antissépticos, a mediana de dias foi
maior no grupo placebo (6 dias) do que no grupo probiético (5 dias). Nos antiespasmddicos,
nenhum doente tomou o medicamento no grupo probiético, enquanto no grupo placebo foi
possivel verificar 6 doentes (16.7%) a tomar antiespasmddicos. Assim, a percentagem e a
duracao do tratamento com medicamentos especificos foram geralmente semelhantes, com as
seguintes excecoes: menos participantes a tomar antiespasmddicos e menor utilizacao de
antissépticos para a garganta no grupo probidtico.

No estudo realizado por Endam et al, (2021) foi aprovada a continuidade de tratamento com anti-
histaminicos orais ou corticosteroides intranasais para rinite alérgica sazonal ou homeopatia
(para qualquer finalidade), que os doentes ja faziam, antes de serem recrutados. Os
medicamentos ou tratamento de resgaste autorizados para o alivio sintomatico dos sintomas
inespecificos da SARS-CoV-2, foram: paracetamol, AINE, descongestionantes orais, uso de
humidificador e aromaterapia.

No estudo realizado por Gutiérrez-Castrellén et al, (2022) apenas o paracetamol foi autorizado
como co-medicacao para sintomas de COVID-19. Verificou-se uma diferenca estatisticamente
significativa entre o nimero de dias sob paracetamol iniciado apds participacao no estudo no
grupo controlo (trés dias, em média) do que no grupo experimental, sob tratamento com
probidtico (um dia, em média).

Apesar das limitacoes de intervencdes farmacoldgicas e nao farmacoldgicas definidas em alguns
estudos, visando controlar as variaveis que pudessem ser confundidoras ou constituir vieses,
existiram ensaios em que vdrias intervencoes foram simultaneamente aplicadas aos grupos
controlo e experimental. Num dos casos, os doentes foram autorizados a receber varias
intervencoes terapéuticas para a COVID-19, tais como hidroxicloroquina, azitromicina, lopinavir-
ritonavir, darunavir-cobicistate, e heparina de baixo peso molecular, em concordancia com as
diretrizes da Sociedade Espanhola de Doencas Infeciosas e da Unidade de Doencas Infeciosas
Hospitalares (Navarro-Lépez et al,, 2022). Noutro estudo, os doentes do grupo probidtico e os
doentes do grupo controlo receberam o mesmo tratamento padrao de acordo com as diretrizes
do hospital, como corticosteroides, anticoagulantes, antivirais, antibidticos e inibidores dabomba

de protdes (Di Pierro et al., 2022).
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Aolongo darealizacao dos estudos experimentais incluidos na presente revisao, verificou-se um

total de 26 participantes que abandonaram os estudos e se encontravam alocados ao grupo

experimental. Verificou-se 0 mesmo nimero de abandonos entre participantes alocados ao

grupo controlo (tabela 4). Entre os participantes que concluiram os ensaios clinicos, 242

pertenciam ao grupo experimental, e 231 pertenciam ao grupo controlo.

Tabela 4. Andlise das perdas follow-up através do fluxograma dos ensaios clinicos estudados.

Autor/Ano Perdas no Grupo Experimental / Perdas no Grupo Controlo / Causas Niimero total de doentes
Causas que concluiram o ensaio
clinico
Kolesnyk  N=12/ Perdas follow-up N =3/ Rejeicao na 22 colheita de sangue N.E.=34
et N=1/Reacdo adversa N=11/ Perdas follow-up N.C=35
al(2024) N=2/Rejeicdona2®colheitadesangue  N=1/Desisténcia
Endamet  Nao existem registos de perdas N =1/ Intervencéo interrompida antes do N.E.=12
al (2021) 1 tratamento por causa daintensificacao N.C.=10
dagravidade da doenca
Gutiérrez- N =2/ Perdas follow-up antes do dia15, N =1/ Perdas follow-up antes do dia 15, N.E=147
Castrellon  por motivos pessoais/familiares. por motivos pessoais/familiares. N.C.=146
et
al(2022) N=1/ Perda follow-up, antes do dia 30, N=3 / Perda follow-up, antes do dia 30,
por motivos pessoais/familiares por motivos pessoais/familiares
Navarro- N =1 / Perda follow-up por melhoria N.E.=24
Lépez et clinica. Nao existem registos de perdas N.C.=15
al, (2022)
N =1/ Perda follow-up, por ndo adesao ao
tratamento
DiPierroet N=6/Perda follow-up,pordesisténciado N=6/ Perda follow-up, por desisténcia N.E.=25
al,(2022)  proprio doente do préprio doente N.C.=25

Legenda: N: nimero de doentes; N.C.: nimero de doentes no grupo controlo; N.E.: nimeros de doentes no grupo experimental.

43



Na tabela 5 discriminam-se os objetivos, diferentes escalas de avaliacao e limitacdes

identificadas, nos estudos incluidos nesta revisao.

Tabela 5. Objetivos, escala de avaliacao, e limitacdes identificadas nos estudos analisados.

Autor/Ano Objetivo do Estudo Escala de Avaliacdo do Estudo Limitacao do Estudo
Kolesnyk et Avaliar os prohidticos a curto -Questiondrio do Participante. -Falha na avaliagao de amostras fecais
prazo na COVID-19 sintomatica -RID. relativamente a ecologia microbiana.
al (2024) ligeira; nos sintomas pés-doenca, -PCQ-19. -Inexisténcia de controlo de dietas.
e na resposta imunitdria humoral ~ -Recolha de sangue venoso perifériconos  -Utilizagdo de um RID invélido e do
do SARS-CoV-2. dias 0-5 e 28-35 para detecao e PCQ-19.
quantificacdo de IgG de SARS-CoV-2 -Nenhum doente com mais de 65 anos
especificas contra NCP e RBD/S1. foiincluido no estudo.
-Escala ordinal de gravidade da COVID-19
da WHO.
Endam et Ensaio clinico de "prova-conceito” -Avaliagdo de todos os sintomas -Estudoprova-conceito.
para comparar a seguranca e comunicados nainfecao SARS-CoV-2. -Recrutamento reduzido de doentes, e
al (2021) validadedeirrigagaointranasaldo  -A intensidade dos sintomas foi avaliada  encerramento do ensaio PROBCO’
probidtico, em doentes com atravésdaVAS. precocemente.
SARS-CoV-2 sem necessitarem  -Monitorizagdo de temperatura didriacom  -Inexisténcia de medicdes objetivas.
de oxigénio suplementar. termémetro digital. -Exclusao de subgrupos suscetiveis a
-Todas as avaliagbes foram realizadas desenvolver hipertensao e diabetes.
remotamente. -Nenhum doente com mais de 59 anos
foiincluido no estudo.
Gutiérrez— Verificar aeficiciae sequrancade -Escala de Progressao Clinica da -Todos os doentes do estudo sao de

Castrellén et

AB21°, em doentes em
ambulatério sintomdticos com

Organizacao Mundial da Sadde.
-Cargaviral SARS-CoV-2 avaliado por RT-

etnia hispanica e foram recrutados num
tinico centro.

COVID-19; avaliar resultados gPCR; -Nenhum doente com mais de 60 anos
al (2022) o ; ) I S
clinicos, biomarcadores  -Infiltrados pulmonares medidos pela foiincluido no estudo.
nasofaringeos e séricos, e por fim  radiografia tordcica e classificados de  -Critérios de entrada flexiveis.
0 seu impacto no microbioma acordo com a pontuacao Brixia. -Nenhum registo relativamente aos
fecal. -Duracao da randomiza¢ao dos sintomas  habitos alimentares.
gastrointestinais, de acordo com a GSRS.
-Microbioma  fecal avaliado  por
sequenciamento de 165 rRNA.
Navarro- Validar a eficdcia de uma -Avaliagdodasituagao clinicados doentes, -Baixo nlimero de doentes avaliados.
formulagdo  probidtica  nos  comparametros incluidos no protocolo. -Ensaio clinico aberto e nao cego.
Lépezetal, doentes sintomdticos com -Realizacao do teste de antigénio COVID-  -Periodo de interven¢ao e tratamento
COVID-19 com envolvimento 19 entre 10 e 15 dias ap6s o inicio dos reduzidos.
(2022) . -
moderado, nos sintomas  sintomas.
digestivos. -Realizacao de segundo teste de antigénio

COVID-19, apds os 30 dias do inicio do
estudo.

-Registo de adesao ao tratamento.
-Registo de todos eventos ocorridos no
estudo.
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Autor/Ano Objetivo do Estudo

Escala de Avaliacao do Estudo

Limitagao do Estudo

Averiguar asegurangae o perfilde
eficacia do probidtico estudado,
nos doentes hospitalizados com
CovID-18.

Di Pierro et
al, (2022)

-Avaliacao da eficdcia dos parametros e
das  tendéncias de indicadores
laboratoriais, como CPR, Dimero-D; LDH,
ferritina e o nivel de saturacao de Oz foram
realizados  através de  métodos
paramétricos e nao paramétricos.
-Aplicacao dos testes Chi-Quadrado de
Pearson para analisar informacao sobre a
eficicia entre dois periodos de observagao
diferentes.

-Aplicacdo do teste Cochran-Mantel-
Haenszel para avaliar o risco relativo em
possiveis estratificacdes.

-Aplicagao de fun¢do logistica mudltipla
para analisar a contribuicao de
determinados preditores no desempenho
dos indicadores laboratoriais.

-Desconhecimento da estrutura da
microbiota oral e pulmonar.
-Inexisténcia de dados de colonizagao
orofaringea e  pulmonar, apds
tratamento com o probiético oral.
-Privacao de andlises de citocinas.
-Auséncia de placebo no estudo.
-Ensaio clinico randomizado aberto.
-Baixo nimero de doentes internados.

Legenda: 16S rRNA: RNA Ribossomal 16 S; COVID-19: Doenca por coronavirus 2019; CRP: Proteina C Reativa; ICU: Unidade de Cuidados
Intensivos; GSRS : Escala de avaliagdo dos sintomas gastroitestinais;lgG: Imunoglobulina G; IgM: Imunoglobulina M; LDH: Lactato
desidrogenase; NCP: Proteina do nucleocapsideo; Oz: Oxigénio; PCQ-19: Questiondrio P6s-COVID-19; PROBCO": Estudo que visa garantir
que as embalagens e rétulos diferentes de caixas nao influenciavam as impressdes dos doentes; RID: Didrio de doencas Respiratdrias; RT-
qPCR: reacdo em cadeia da polimerase quantitativa por transcricdo reversa; RBD/S1: Dominio/pico de ligagao do recetor; SARS-CoV-2:
Sindrome respiratéria aguda grave coronavirus 2; VAS: Escala visual analégica; WHO: Organizagao Mundial da Salde,;
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Natabela 6 é possivel analisar a influéncia dos probiéticos na evolu¢ao da morbilidade da SARS-CoV-2, nos diferentes estudos selecionados nesta

RS.

Tabela 6. Resultados da influéncia dos probidticos na evolucao da SARS-CoV-2 nos estudos analisados.

Autor/Ano Carateristicas da amostra e Resultados do estudo Reacoes adversas Conclusao

Kolesnyk et Idade, mediana IQR: [G.E.:44.0 (36.0-48.0) vs G.C.: 46.0 (37.5-53.0), P=0.264]. -Proporcao de pacientes sem limitagies de Os probidticos melhoraram os sintomas agudos e
Etnia, Caucasiana: 100% em ambos grupos. atividade: [G.E.: 82.3% vs G.C.: 55.6%, P=0.021]. pos-doenca. Também existiu uma melhoria

al.(2024) Género, masculino: [G.E.: 52.9% vs G.C.: 52.8%, P=0.989]. -Nao existiu nenhuma hospitalizacdo em nenhum  significativa na resposta imunitaria humoral aos

Hipertensao: [G.E.: 11.8 % vs G.C:19.4 %, P=0.384]. dos grupos. antigénios virais.
Doenga semelhanga a gripe: [G.E.: 50% vs G.C.: 41.7%, P=0.0.489]. -Urticaria, n: [G.E: 2 vs G.C.:1].
Contacto com doentes com COVID-19:[G.E.: 70.06 % vs G.C.: 52.8 %, P=0.136]. -Dor abdominal: [G.E.:1vs G.C.:1].
Dia 10, Pontuagao global de sintomas, IQR: [G.E.: 0.0 (0.0-2.0) vs G.C: 2.0 (1.0-5.0), P<  -Sem diarreia: [G.E.:1vsG.C:1].
0.05]. -Obstipacao: [G.E:1].

Dia 10, Sintomas constitucionais, IQR: [G.E: 0.0 (0.0-1.0) vs G.C: 1.0 (0.0-2.0), P < -Enantema Oral:[G.E: 1vsG.C.:1].
0.018].

Dia 10, Sintomas Respiratdrios, IQR: [G.E.: 0.0 (0.0-1.0) vs G.C.:1.0 (0.0-2.5), P=0.006].

Dia 10, Sintomas Gastrointestinais: [G.E.: 0.0 vs G.C: 0.0, P=0.704].

Proporcao de doentes com Sintomas Gastrointestinais: foi menor no G.E., nos dias

5,78 e9,todos com P<0.05.

Duragao Sintomas Gastrointestinais, Dias, IQR: [G.E.: 3.5(1.0-6.0) vs G.C. 5.5 (4.0-7.0),

P<0.102].

Duragao de sintomas, Dias, IQR: [G.E.: 11.0 (7.0-17.0) vs G.C:: 14.0 (12.0-20.0), P=
0.035].

RBD/S1, BAU/mI/IQR: [G.E: 225.9 (127.7-317.4) vs G.C: 105.6 (67.8-189.4), P=
0.012].

NCP, ratio, unidades, IQR: [G.E.:3.64 (1.64 - 6.11) vs G.C.: 2.97 (1.61- 4.10), P=0.299].
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Autor/Ano

Carateristicas da amostra e Resultados do estudo

Reacoes adversas

Conclusao

Idade, (média + SD): 30.4 (9.1).

-Nenhum EA grave observado.

A irrigacdo nasal, com o probidtico, poténcia um

Endam et Género (%): masculino: 30%; feminino: 70%. -Nenhum episédio com sinusite aguda, otite média  aumento na intensidade dos sintomas de dor e
al.(2021) Etnia: 75 % caucasiano. aguda e hemorragia nasal. desconforto facial, e esta potencialmente associada a
Sem comorbilidades. -Enxaqueca, n, (%): [G.E.:1(8.3%) vs G.C.:1(10%)]. uma menor intensidade dos sintomas de fadiga, perda
P.m., Fadiga, i.e: 48.4/100. -Febre, n, (%): [G.E.: 3(36%) vsG.C.: 0]. de olfato e sensacao de faltade ar.
P.m., Limitacdo de atividade, i.e: 47.5/100. -Insénia, n, (%): [G.E: 1(8.3%) vs G.C:1(10%].
P.m., Perda de olfato e/ou Paladar, i.e.: 41.4/100. -Nauseas n,(%): [G.E.:1(8.3%) vs G.C: 0].
P.m., Vémito, i.e.: 0.9/100. -Aftas,n,(%) : [G.E:1(8.3%) vs G.C: 0].
Dia 7, proporcdo de doentes, fadiga de intensidade moderada/grave: [G.E:321vsG.C:  -Dor de ouvido, n, (%): [G.E.: 1(8.3%) vs G.C.: 0]
50.0%, P=0.02]. -Formigueiro na parte de trds do nariz, n, (%): [G.E.:
Dia 9, perda de olfato moderada/grave menor no G.E.: P=0.03. 1(8.3%) vs G.C:: 0].
Dias, 8,9, e 12, falta de ar moderada/grave menor no G.E: P=0.02, P=0.05e P=0.04.  -Tonturas, n, (%): [G.E.: 1(8.3%) vs G.C:: O].
-Sabor metalico naboca, n, (%): [G.E.:1(8.3%) vs G.C:
0].
-Dor no corpo, n, (%): [G.E.: 0 vs G.C:1(10%)].
-Dias 3-10 com um aumento significativo de
dor/pressao facial, no GE.: todos com P<0.05.
-1 més ap6s o estudo: G.E.: 25% vs G.C:: 30%, e nao
existiu sintomas persistentes de fadiga, anosmia ou
faltadear.
Gutiérrez- Idade, mediana IQR: [G.E.: 34 (26-45) vs G.C.: 39 (27-49)]. -Nenhum EA grave ohservado. 0 tratamento com o probiético foi bem tolerado com

Castrelldn et
al.(2022)

Sexo (feminino), (%): [G.E.: 54.7% vs G.C.: 52.7%).

BMI (kg/m?), mediana, IQR: [G.E: 27.5 (23.3-31.8) vs G.C: 29.4 (27.1-32.9)].

Diabetes, %: [G.E.: 10.0% vs G.C.:10.7%).

Hipertensdo Arterial, %: [G.E.: 18.7% vs G.C.: 20.7%].

Diarreia, %: [G.E: 27.3% vs G.C.: 36.0%).

N&usea, %: [G.E.: 30.7% vs G.C.: 31.3%].

Fezes moles, %: [G.E:18.9% vs G.C:16.7%)].

Evacuagaoincompleta, %: [G.E.: 18.0% vs G.C.: 20.0%).

Dor abdominal, %: [G.E.: 14.7% vs G.C.:10.7%).

Infiltrados pulmonares, %: [G.E.: 48.0% vs G.C.: 32.0%)].

Sp02(%) [mediana, IQR]: [G.E.: 90 (90-91) vs G.C.: 91(90-91)].

Dia 30, Remissdo completa? [n, %]: [G.E.: 78/147 (53.1%) vs G.C.: 41/146 (28.1%)]. RR
(95 C1):1.89 (1.40-2.55), P<0.001.

No dia 30: Nenhuma hospitalizacao, internamento na ICU, ou morte nos grupos em
estudo.

-EA, %: [G.E.: 27.3% vs G.C: 42.0%, P= 0.008]
---Tomar 22 medicamentos por dia [n, %]: [G.E.:

29.2% vs G.C:44.4%, P=0.312].

-Febre: G.E. (4.6%) vsG.C. (12.73 %).

-Tosse: G.E. (3.3%) vs G.C. (8.0 %).

-Mialgia: G.E (6.7%) vs G.C. (3.3%).

-Odinofagia: G.E. (2.7%) vs G.C. (6.7%).

-Conjuntivite ndo especifica: G.E. (27%) vs G.C.

(5.3%).

uma redu¢do da carga viral nasofaringea, de
infiltrados pulmonares e na duracao dos sintomas
digestivos e nao digestivos comparativamente com o
placebo.

Nao se verificou nenhuma alteragao significativa na
composicdo da microbiota fecal entre os grupos, mas
um aumento significativo de IgM e 1gG no grupo
probidtico contra a SARS-CoV-2.
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Autor/Ano

Carateristicas da amostra e Resultados do estudo

Reacoes adversas

Conclusao

Menos dias de febre, tosse, dor de cabeca, dores no corpo, falta de ar, ndusea, diarreia
edor abdominalno G.E.

Dias 15 e 30, carga viral nasofaringea: menor no G.E., ambos com P<0.001.

Dias 15 e 30, pontuacao radiografica de térax: menor no G.E., ambos com P<0.001.
Dias 15 e 30, titulos séricos de IgG e IgM: maior no G.E.,ambos com P<0.001.

Dia 15, hsCRP: menor no G.E.,com P<0.001.

Dia 15 e 30, D-Dimero: menor G.E., amhos com P<0.001.

Diversidade alfa (indice de Shannon): pequeno aumento em ambos grupos, com
P<0.001.

Diversidade alfa (indice de Chao-1): nenhum aumento significativo em ambos grupos
no dia 30.

Diversidade beta (indice de Bray-Curtis): nenhuma diferenca significativa em ambos
grupos, nem no inicio nem no dia 30.

PCoA com P< 0.0007: microbiota dominada pelo género Bacteroides, Prevotella e
Firmicutes.

Navarro-
Lépez et al,
(2022)

Sexo(feminino),n(%): [G.E.: 12(46.1%) vs G.C.: 10 (66.7%), P= 0.21].

Idade, Média + SD: [G.E: 48.88 +12.35 vs G.C.: 46.33 +10.91, P=0.51].

Patologias prévias (HT, cardiovascular, diabetes, cancro, DPOC, n (%): [G.E.: 7 (26.9%)
vsG.C.:3(20 %), P=0.62].

Doentes comresolu¢ao dos sintomas digestivos:

-—Pirose, n (%):[G.E.: 100% vs G.C.: 33.3%, P=0.05].

-—-Dor abdominal, n (%): [G.E.: 100% vs G.C.: 62.5%, P=0.04].

Doentes com resolugao de sintomas nao digestivos, n (%): [G.E.-10/24 (41.7%), vs G.C:
2/15(13%), P=0.06.

Melhoria total dos sintomas digestivos, %, média + SD: [G.E.: 87.95% + 24.26 vs G.C.:
65% +39.86, P=0.06].

Melhoria total dos sintomas gerais %, média + SD: [G.E.: 88.55% +13.85 vs G.C: 70.82
%= 26.48, P=0.03].

-EA:G.E:6vsG.C.:5.

-EA. no G.E.: nduseas e aumento da frequéncia de
dejecoes; obstipacao ligeira e ma digestao-inchago;
obstipacao ligeira; cdlica renal e DVT; inchago ligeiro
e intermitente; e dores de cabega/tonturas.

-EA. no G.C:: célica renal; dor lombar; perda de peso
(6 kg); fadiga e dispneia persistente.

Os resultados indicam efeitos positivos na reducao
total de sintomas digestivos e dos sintomas gerais

com o tratamento probiético.
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Autor/Ano Carateristicas da amostra e Resultados do estudo Reacoes adversas Conclusao

Di Pierro et al Doentes inscritos com idade e sexo: P=0.2121. - EA ndoidentificado. Os resultados indicam melhoria no grupo probidtico,
“  --ldade, Media + SD: [G.E.: 45.8 +14.6 vs G.C.:51.3 +16.0]. relativamente aos parametros bioquimicos (CRP,
(2022) --Sexo {n, masculino/feminino): [G.E:13/12 vs G.C.:16/9]. Dimero-D; Ferritina, LDH), febre, nivel de saturacao de
Comorbilidades dos doentes inscritos: P=0.5436. oxigénio, necessidade e duracao da oxigenoterapia,

--HT (n):[G.E:7 vsG.C:2]. taxa de progressao de ICU e morte.

-- DM + Obesidade (n): [G.E.: 2 vs G.C:: 0].

Biomarcadores sanguineos e saturimetria [CRP; D-dimero; LDH; Ferritina; Saturaco
de 0z]: todos com P>0.05.

N° de doentes com necessidade de 0z suplementar no Dia 1: [G.E: 21 vs G.C.: 25,
P=0.0416].

CRP [> Dia 1, n{doentes)]: G.E: 9 vs G.C:11, P=0.5637.

Dimero-D, [>Dia1, n{doentes)]: G.E.:11 vs G.C:13, P=0.5713.

LDH, [> Dia1, n{doentes)]: G.E.: 10 vs G.C.:16, P=0.1573.

Ferritina [> Dia 1, n{doentes)]: G.E.: 11vs G.C.: 19, P=0.0303.

Saturacdo de oxigénio, [> Dia 1, n(doentes)]: G.E.: 18 vs G.C:18, P=0.8121.

Febre [> Dia1, n(doentes)]: G.E.: 0 vs G.C:: 2, P=0.1489.

Oxigénio suplementar: [> Dia 1, n(doentes)]: G.E: 8 vs G.C: 17, P=0.301.

-Morreu antes de ser transferido paraICU, n: G.E: 0 vs G.C: 2.
-Transferido paralCU,n: GE:8 vsG.C:8
-MortenalCU,n:GE:3vsG.C:6.
-RecuperacaonalCU,n:GE.:5vsG.C:2.

-Total de ébitos,n: G.E:3 vsG.C.: 8.

-Mortalidade,n (%): G.E.: 12% vs G.C.: 32%, Odds ratio: 3.45098.

-Relacao entre dbito e menor ou maior necessidade de oxigénio suplementar, com
P=0.0022:

-G.C. com menor oxigénio suplementar: (Morte, n:0 vs Vivos, n: 8).

-G.C. com maior oxigénio suplementar: (Morte, n:8 vs Vivos, n: 9).

-G.E.com menor oxigénio suplementar: (Morte, n:0 vs Vivos, n: 15).

-G.E. com maior oxigénio suplementar: (Morte, n:2 vs Vivos, n: 5).

Legenda: a: Requer RT-gPCR negativo (eliminagao viral) mais resolugao completa de todos os cinco sintomas de Covid19 considerados no inicio do estudo (eliminagao sintomética).BAU: Unidades de anticorpos de ligagao; BMI: indice de massa
corporal; CRP: Proteina C Reativa; DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; DM: Diabetes mellitus; DVT: Trombose Venosa Profunda; EA: Efeito Adverso; ICU: Unidade de cuidados itensivos; l.e: inicio do estudo; IgG: Imunoglobulinas G; IgM:
Imunoglobulina M; IQR: intervalo interquartil; LDH: Lactato desidrogenase; G.E. Grupo Experimental; G.C.: Grupo Controlo; HT: Hipertensao arterial; hsCRP: Proteina C reativa de alta sensibilidade; P.m: Pontuagao média; n: niimero de doentes; NCP:
Proteina do nucleocapsideo; PCoA:Agrupamento de Andlises de coordenadas Principais;02:0xigénio RBD/S1: Dominio/pico de ligagdo do recetor; RR (95 Cl): Risco Relativo (intervalo de confianga de 95%); SARS-CoV-2: Sindrome respiratdria
aguda grave coronavirus 2; SD: Desvio Padrao; Sp02: Saturacao periférica de oxigénio;(%): Percentagem; Vs: versus.
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No estudo de Kolesnyk et al, (2024), no dia 10, a pontuacao global dos sintomas foi menor no
grupo probidtico [0,0(0,0-2,0) vs. 2,0(1,0-5,0), P<0,05], assim como os sintomas inespecificos
[0,0(0,0-1,0) vs.1,0(0,0-2,0), P= 0.018] e respiratdrios [0.0 (0.0-1.0) vs.1.0(0.0-2.5), P=0.006].
A proporcao de pacientes com sintomas gastrointestinais foi significativamente menor no grupo
probidtico, nos dias 5, 7, 8 e 9, verificando-se um valor P inferior a 0.05. A duracao da
generalidade dos sintomas foi significativamente menor no grupo experimental do que no grupo
controlo [11.0 (7.0-17.0) vs. 14 (12.0-20.0) dias, com P=0.035]. Contudo, no que concerne
especificamente a duracao dos sintomas gastrointestinais, apesar de se manter uma maior
tendéncia para maior duracao no grupo controlo do que no grupo experimental, a diferenca nao
foi estatisticamente significativa entre os dois grupos [3.5 dias (1.0-6.0) vs 5.5 dias (4.0-7.0), P=
0.102]. Apés controlo dos valores basais, a exposicao aos probidticos durante os 28 dias, resultou
num aumento significativo de dominio/pico de ligacdo do recetor e numa tendéncia para
aumento da concentracgdo de anticorpos de proteina do nucleocapsideo.

Relativamente as reacoes adversas, destacam-se os dois doentes do grupo experimental e um
doente do grupo placebo que desenvolveram uma erupcao urticariforme com duracao de um a
trés dias. A gravidade da generalidade dos eventos adversos foram de grau 1, nao afetando as
atividades diarias, e apenas um doente, do grupo placebo, apresentou dor abdominal moderada
classificada como grau 2.

No estudo de Endam et al, (2021), verificaram-se vdrios resultados superiores do ponto de vista
clinico e de forma estatisticamente significativa no grupo experimental, comparativamente ao
grupo controlo: (i) proporcao de doentes com fadiga de intensidade moderada/grave no dia 7; (ii)
proporcao de doentes com perda de olfato moderado/ grave, no dia 9; (iii) proporcao de doentes
com falta de ar moderado/grave, nos dias 8 e 12. Também, no dia 9, a proporcao de doentes com
falta de ar moderado/grave foi menor no grupo prohiético, mas com significancia limitrofe de
P=0.05.

J4 no estudo de Endam et al,(2021), destacou-se o aumento de um efeito adverso durante o
tratamento com probidtico, em particular o aumento significativo no sintoma de dor/pressao
facial durante os dias 3 a 10. Um més apds o fim do estudo, os sintomas continuaram a ser
reportados por vdrios participantes. Curiosamente, neste caso, houve uma maior propor¢ao de
doentes afetados pela dor/pressao facial entre os participantes do grupo controlo (30%) do que
entre os participantes do grupo experimental (25%). Os restantes efeitos adversos foram raros e

distribuidos uniformemente entre os grupos. Nenhum efeito adverso foi suficientemente grave
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para suspender o tratamento, interromper a participacao no estudo ou fazer com que o doente
procurasse atendimento médico.

No estudo de Gutiérrez-Castrellén et al, (2022), a propésito dos resultados de remissao
completa ao fim de 30 dias, verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, com 53.1% de participantes com eliminacao sintomatica e viral completa no grupo
probidtico e 28.1% no grupo placebo. Além disso, ocorreram diferencas estatisticamente
significativas favordveis aos doentes do grupo experimental face aos doentes do grupo controlo
guanto a varios parametros clinicos: dias de febre (2 dias vs. 5 dias); tosse (10.5 dias vs. 14 dias);
dor de cabeca (7 dias vs. 12 dias); dores no corpo (3 dias vs 7 dias); falta de ar (2,5 dias vs. 5 dias);
nauseas (2 dias vs. 9 dias); diarreia (4 dias vs. 8.5 dias); e dor abdominal (4 dias vs. 10 dias).
Adicionalmente, em termos laboratoriais, também se verificaram varios resultados favoraveis no
grupo experimental, com diferencas estatisticamente significativas, dos quais se destacam:
menor carga viral nasofaringea e pontuacao radiogrdfica de térax nos dias 15 e 30; e niveis
séricos de IgG e IgM superiores, nos dias 15 e 30.

Nao se registou nenhum efeito adverso grave no estudo Gutiérrez Castrellén et al, (2022), apesar
dos efeitos adversos emergentes do tratamento terem ocorrido em 27.3% dos participantes do
grupo experimental e 42.0% dos participantes do grupo controlo. Os efeitos adversos mais
frequentes foram: febre, tosse, mialgia, odinofagia e conjuntivite.

No estudo de Navarro-Lépez et al, (2022), relativamente a resolucao dos sintomas digestivos,
foi possivel verificar uma melhoria estatisticamente significativa na dor abdominal, ao longo do
estudo. Esta melhoria foi notdria no grupo experimental, ocorrendo em 100% dos participantes,
ainda que também tenha ocorrido em 62.5% dos participantes do grupo controlo. Na pirose,
existiu uma melhoria estatisticamente significativa de 100% no grupo experimental e 33.3% no
grupo controlo. No que diz respeito aos doentes com resolucdo de sintomas nao digestivos,
corresponderam a 41.7% dos participantes do grupo experimental e 13% do grupo controlo, A
propdsito da melhoria dos sintomas gerais, os dados indicam diferencas significativas entre os
grupos, tendo o grupo experimental relatos de melhoria em 88.6% dos participantes e o grupo
controlo em 70.8% dos participantes. No que concerne aos efeitos adversos, ocorreram em onze
dos doentes: seis no grupo experimental e cinco no grupo controlo. No grupo controlo, os efeitos
adversos foram: cdlica renal; dor lombar; perda de peso (6 kg); fadiga e dispneia persistente.
Nduseas e aumento da frequéncia de dejecdes; obstipacao ligeira e ma digestao — inchaco;

obstipacao ligeira; cdlica renal e trombose venosa profunda; inchaco ligeiro e intermitente, e
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dores de cabeca/tonturas foram os efeitos adversos relatados por participantes alocados ao
grupo experimental.

No estudo de Di Pierro et al, (2022) foi possivel verificar uma melhoria em todos parametros
analisados (proteina C reativa, Dimero-D, lactato desidrogenase, ferritina, saturacao de oxigénio,
febre e oxigénio suplementar), no grupo experimental. As diferencas para o grupo controlo foram
estatisticamente significativas quanto a ferritina e necessidade de oxigénio suplementar. No
referido estudo, registaram-se transferéncias de oito doentes do grupo controlo paraaICU, antes
do final do periodo de tratamento de 14 dias, e outros dois doentes morreram antes de serem
transferidos para ICU. Dos oito doentes prontamente transferidos da ICU, seis acabaram por
falecer e dois doentes recuperaram. No grupo experimental, oito doentes foram prontamente
transferidos para ICU, antes do final dos 14 dias de tratamento. Destes doentes, trés faleceram e
cinco recuperaram. Assim, a mortalidade afetou 32% dos doentes do grupo controlo e 12% no
grupo tratado com probidtico, tendo sido verificado um odds ratio de 3,5, para um intervalo de
confianca de 95% (0,79-15,01). Isto significa que a sobrevivéncia foi trés vezes maior nos
doentes tratados com a estirpe Streptococcus salivarius K12 do que nos doentes nao tratados
com probidtico oral.

Com arealizacao da presente RS, foi possivel verificar uma diminui¢ao sintomatoldgicana SARS-
CoV-2 em grupos de doentes tratados com probidticos, comparativamente a grupos controlo,
tanto a nivel de sintomas digestivos (muito caracteristicos da doenca) como nao digestivos.
Destacaram-se ainda melhorias nos seguintes parametros: resposta imunitaria humoral aos
antigénios virais; parametros bioquimicos; nivel de saturacao de oxigénio e necessidade de
oxigenoterapia; taxa de progressao de ICU; e nimero de 6bitos.

Existem estudos que nao foram contemplados nos resultados da presente revisao, em funcao do
tipo de estudo nao corresponder aos critérios de inclusao definidos. Nao obstante, a andlise de
estudos retrospetivos cuja exposicao nao fora controlada pelo investigador, podem auxiliar na
interpretacao dos achados obtidos nos estudos descritos anteriormente. Num estudo
retrospetivo de Wang,Huaqui et al, (2021), analisou-se a incidéncia de diarreia em 156 doentes
com COVID-19 grave, e também se observou a eficacia e progndstico do uso de probidticos. O
comprimido com o probidtico foi constituido por diferentes estirpes, nomeadamente
Bifidobacterium longum; Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus com uma
quantidade igual ou superior a 0.5x107 unidades formadoras de coldnias (CFU), administrando-

se um comprimido por dia, durante 7 dias. A duracao de sintomas diarreicos foi de 2.41dias menor
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nos doentes do grupo experimental do que no grupo controlo, sendo a diferenca estatisticamente
significativa (Wang,Huaqui et al., 2021).

Noutro estudo de coorte retrospetivo em que foram recrutados doentes hospitalizados com
COVID-19, foi administrada uma cdpsula contendo Bifidobacterium, Lactobacillus, e
Enterococcus com 1.0 x 107 CFU, duas vezes ao dia durante 30 dias. Verificou-se que os doentes
no grupo experimental obtiveram uma melhoria clinica 3 dias mais rapida, comparativamente aos
doentes do grupo controlo, sendo a diferenca estatisticamente significativa (G.E.: 18.0 dias vs
G.C: 21.0, com P=0.022) (L. Zhang et al., 2021). Estes resultados corroboram a teoria de
associacao da toma de probidticos a melhoria de sintomas e aceleracao do tempo de
recuperacao. Existem algumas sugestoes para as melhorias observadas. A ingestao de
probidticos esta possivelmente associada a concentracoes séricas mais elevadas de IgG e IgM
de ligacao-spike, em comparacao com o placebo. Consequentemente podem ser responsdveis
por umaresolucao clinica mais rapida dos sintomas da COVID-19, pois estes anticorpos possuem
atividade neutralizante e evitam a reentrada da SARS-CoV-2 nas células hospedeiras apos
ligacao ao recetor e fusao da membrana (Liu et al,, 2020; Seow et al., 2020).

Noutro estudo retrospetivo de Ceccarelli et al, (2021), foi avaliada a taxa de mortalidade, a
necessidade de hospitalizacao e o tempo de hospitalizacao em doentes com pneumonia grave
por COVID-19, através da administracao da melhor terapia disponivel (MTD), versus doentes com
MTD e suplementados com bacterioterapia oral, nomeadamente: Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium e Lactobacillus (Sivomixx®). Esta formulacao foi administrada em trés doses
iguais por dia, num total de 2.400 mil milhdes de bactérias por dia. Relativamente a mortalidade,
11% dos doentes faleceram no grupo tratado com MTD mais bacterioterapia versus 30% dos
doentes no grupo tratado por apenas MTD (P<0.001). No que se refere a necessidade de cuidados
em ICU, foi de 21.4% no grupo MTD e 18.1 % no grupo MTD mais bacterioterapia. Isto indica que
existiu uma melhoria percentual no grupo tratado com o probidtico, quer em termos de sobrevida,
quer em termos de cuidados de saude requeridos durante o estudo. Contudo, no que diz respeito
ao tempo de hospitalizacao, foi possivel verificar que os doentes tratados com MTD tiveram uma
hospitalizacao média de 14 dias, enquanto os doentes tratados com MTD e bacterioterapia oral
tiveram uma duracao média de hospitalizacao de 20 dias com valor de P< 0,001 (Ceccarelliet al.,
2021).

Saviano et al, (2022) estudaram a eficdcia de mistura de trés estirpes probidticas

(Bifidobacterium lactis LA 304, Lactobacillus salivarius LA 302, e Lactobacillus acidophilus LA
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201; Lactibiane Iki®) na reducao da calprotecina fecal e a diminuicao do suporte de oxigénio e do
tempo de internamento nos doentes com pneumonia COVID-19, no ambito de um estudo
prospetivo randomizado. Um grupo recebeu a mistura probidtica mais a terapia padrao para
COVID-19, e 0 segundo grupo apenas recebeu a terapia padrao para COVID-19. Ambos o0s grupos
foram tratados por 10 dias. Comparativamente ao grupo controlo ativo, no grupo tratado com
probidtico, verificaram-se resultados superiores quanto a varios parametros: diminuicao de 35%
na calprotectina fecal vs. 16%; diminuicao na proteina C reativa de 72.7% vs. 62%; e diminuicao
ligeira ndo significativa no suporte de oxigénio (Saviano et al., 2022).

Os estudos mencionados anteriormente variam nas estirpes bacterianas utilizadas, no regime
posoldgico e nas comorbilidades preexistentes nos doentes com COVID-19, o que desafia uma
comparacao direta com os resultados obtidos nesta RS. Destaque-se ainda que, tal como
retratado anteriormente, os objetivos e escalas de avaliacao de comorbilidades adotadas foram
variaveis, entre os estudos.

Com a realizacao do presente trabalho, tambhém foi possivel verificar-se o desenvolvimento e
avaliacao de uma nova terapia probidtica intranasal, cuja rapidez de acao possa ser apreciada
pelos doentes. No entanto, com essa alternativa, foram relatados varios casos de pressao ou dor
facial que podem comprometer a adesao a terapéutica. As células epiteliais ciliadas na cavidade
nasal e nas vias aéreas superiores sao 0s principais locais para desenvolver a infecao inicial da
SARS-CoV-2. Assim, a administracao intranasal de HH-120, proteina de fusao de enzima de
conversao da angiotensina 2 semelhante a IgM, pode neutralizar o SARS-Cov-2 e prevenir a
infecao viral no sistema respiratdrio inferior (Song et al., 2023). Desta forma, a terapia probiética
intranasal possivelmente pode ser considerada como uma nova terapia imunomoduladora, na
resposta a infecao por SARS-CoV-2 (Schijns & Lavelle, 2020). Por outro lado, em pesquisas
futuras, podera ser importante avaliar a suscetibilidade dos excipientes e microrganismos
analisados em desencadear eventos adversos e andlise dos probidticos disponiveis no mercado
de composicao idéntica aos utilizados nos estudos incluidos.

A atual dissertacao apresentou vdrias limitacdes que devem ser mencionadas. Primeiramente,
hd a destacar o nimero reduzido de ensaios clinicos concluidos. Uma parte significativa de
ensaios clinicos de potencial interesse apresentavam uma situacao de recrutamento concluida,
mas sem resultados publicados. Seguidamente, pode mencionar-se o nimero reduzido de
doentes nos estudos selecionados. Os desenhos dos estudos ocorreram principalmente durante

a primeira vaga pandémica da COVID-19, existindo muitas restricoes importantes dos
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investigadores para o acesso aos doentes. Deve ainda referir-se que a existéncia de ensaios
clinicos abertos possivelmente limita a eficdcia dos resultados obtidos, ao contrdrio dos ensaios
em condi¢des duplo-cego. Outro aspeto a considerar diz respeito aos resultados incluidos nao
elucidarem, com clareza, a utilizacao de medicamentos farmacoldgicos durante os estudos, nao
se limitando a investigacao ao uso de apenas probidticos, o que pode ter influenciado a
efetividade nos resultados obtidos. Acrescente-se ainda que a selecao de estudos com idioma
Inglés e Portugués pode ter eliminado outros ensaios revelantes para analise. Além disso, os
estudos incluidos nesta dissertacao nao fornecem informacoes detalhadas sobre a alimentacao
dos doentes e incluem participantes adultos sem comorbilidades, o que poderia ter impactado os
resultados no uso de probidticos na evolucao da SARS-CoV-2. Por fim, os estudos analisados
incluiram varias espécies pertencentes a diferentes géneros, o que dificultou a identificacao dos

microrganismos mais revelantes na evolucao da morbilidade na SARS-CoV-2.
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4. Conclusao

As administracdes de preparacoes contendo probiéticos possivelmente tém impacto positivo na
evolucao da SARS-CoV-2. Os resultados analisados nesta revisao sugerem possivelmente uma
melhoria sintomatoldgica, um aumento na resposta imunitaria humoral aos antigénios virais,
uma reducao significativa nos marcadores inflamatdrios e melhoria na taxa de progressao em
doentes internados e sobrevida, em grupos de doentes tratados com probidticos. Todavia, estes
resultados necessitam de mais estudos para comprovar a eficdcia dos probiéticos, sobretudo no
que concerne a evolucao da morbilidade na SARS-CoV-2. De forma geral, os tratamentos com
probidticos eventualmente manifestaram serem seguros e sem efeitos adversos graves,
contudo é importante realcar todas as limitacoes identificadas nesta dissertacao. Em pesquisas
futuras, poderd ser importante analisar o papel dos probidticos intranasais como uma nova
terapia imunomoduladora no tratamento e prevencao da SARS-CoV-2, avaliar a suscetibilidade
dos excipientes e microrganismos analisados em despoletar eventos adversos e por ultimo,

andlise dos probidticos disponiveis no mercado de composicao idéntica aos utilizados nos

estudos incluidos nesta revisao sistematica.
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Anexos

Anexo 1PRISMA 2020 Lista de Verificacao

Local onde o
Seccao e Tépico Verificagao do item item estd
descrito
TITULO
Titulo 1 | Identifica a publicacdo como uma revisao sistematica. Capa
RESUMO
Resumo 2 | Ver alista de verificagao PRISMA 2020 para Resumos. Anexo 2
INTRODUCAOQ
Fundamentacao Fundamenta a revisao no contexto do conhecimento existente. Pag.1a30
Objetivos 4 | Apresenta explicitamente o(s) objetivo(s) ou questao(es) respeitantes a revisao. P&g.30
METODOS
Critérios de 5 | Especifica os critérios de inclusdo e exclusao para a revisao e forma como os estudos foram agrupados para as sinteses. Pag.34
elegibilidade
Fontes de informacao 6 | Especificatodas as bases de dados, registos, websites, organizacoes, listas de referéncias e outras fontes pesquisadas ou consultadas para identificacdo dos Pag.33
estudos. Especifica a ltima data em que cada fonte foi pesquisada ou consultada.
Estratégia de pesquisa Apresenta as estratégias de pesquisa completas para todas as bases de dados, registos e websites, incluindo todos os filtros e limites utilizados. Pag.32e33
Processo de selegao 8 | Especifica os métodos utilizados para decidir se um estudo satisfaz os critérios de inclusdo da revisao, incluindo quantos revisores fizeram a triagem de cada
registo e publicacdo selecionada, se trabalharam de uma forma independente e, se aplicavel, os detalhes de ferramentas de automatizacao utilizadas no P4g.35
processo.
Processo derecolha 9 | Especifica os métodos utilizados para recolha de dados das publicacdes, incluindo quantos revisores recolheram a informacao de cada publicagao, se
de dados trabalharam de uma forma independente, todos os processos de obten¢ao ou confirmacao de dados por parte dos investigadores do estudo e, se aplicavel, P4g.34
detalhes de ferramentas de automatizacao utilizadas.
Dados dos itens 10a | Lista e define todos os resultados para os quais os dados foram pesquisados. Especifica se foram pesquisados todos os resultados compativeis com cada
dominio em cada estudo (p ex. para todas as medidas, momentos, analises) e, se nao, especifica os métodos utilizados para decidir quais resultados a recolher. Pig.34
10b | Lista e define todas as outras varidveis para as quais os dados foram pesquisados (p. ex. caracteristicas dos participantes e intervengdes, fontes de Pag.34
financiamento). Descreve os pressupostos utilizados sobre informagao em falta ou pouco clara.
Avaliagao dorisco de 1 | Especifica os métodos utilizados para avaliar o risco de viés dos estudos incluidos, incluindo detalhes sobre ofs) instrumento(s) utilizado(s), quantos revisores
viés nos estudos avaliaram cada estudo e se trabalharam de forma independente e ainda, se aplicavel, detalhes de ferramentas de automatizacao utilizadas no processo. Pig.34
Medidas de efeito 12 | Especifica para cada resultado a(s) medida(s) de efeito (p. ex. risco relativo e diferenca de média) utilizada(s) na sintese ou apresentacao dos resultados. P&g.35
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Seccao e Tépico

Verificagdo do item

Local onde o
item estd
descrito

Método de sintese 13a | Descreve os processos utilizados para decidir os estudos elegiveis para cada sintese (p. ex. apresentar as caracteristicas da intervengao apresentada no NA
estudo e comparar com os grupos planeados para cada sintese (item #5)).
13b | Descreve quaisquer métodos necessarios de preparagao de dados para apresentacao ou sintese, tais como lidar com os dados em falta no resumo da NA
estatistica, ou conversoes de dados.
13c | Descreve quaisquer os métodos utilizados para apresentar ou exibir os resultados individuais de estudos e sinteses. Pag.34
13d | Descreve quaisquer métodos utilizados para resumir os resultados e fornece uma justificagao para a(s) escolha(s). Se foi realizada uma meta-andlise, Descreve P3g.34
o(s) modelo(s) e método(s) para identificar a presenca e extensao da heterogeneidade estatistica, e de software utilizado(s).
13e | Descreve quaisquer métodos utilizados para explorar possiveis causas de heterogeneidade entre os resultados do estudo (p. ex. andlise de subgrupos, meta- NA
regressao).
13f | Descreve quaisquer analises de sensibilidade realizadas para avaliar a robustez a sintese dos resultados. NA
Avaliacao do viés 14 | Descreve quaisquer métodos utilizados para avaliar o risco de viés devido a falta de resultados numa sintese (decorrente de viés de informagao). P3g.36
reportado
Avaliagao do grau de 15 | Descreve quaisquer métodos utilizados para avaliar a certeza (ou confianga) no corpo de evidéncia de um resultado. NA
confian¢a
RESULTADOS
Selecao dos estudos 16a | Descreve osresultados do processo de pesquisa e selegao, desde o nimero de registos identificados na pesquisa até ao nimero de estudos incluidos na Pag.35
revisao, idealmente utilizando um fluxograma.
16b | Cita estudos que parecem satisfazer os critérios de inclusao, mas que foram excluidos, e explica as razoes da exclusao. Pag.52,53e54
Caracteristicas dos 17 | Cita cada estudo incluido e apresenta as suas caracteristicas. P3g.37,38e39
estudos
Risco de viés nos 18 | Apresenta a avaliagao derisco de viés para cada estudo incluido. Pag.36
estudos
Resultados individuais 19 | Paratodos os resultados de cada estudo, apresenta: (a) resumo da estatistica para cada grupo (quando apropriado) e (b) uma estimativa do efeito e a sua Pag.46,47,48¢
dos estudos precisao (p. ex. intervalo de confianga/credibilidade), utilizando idealmente tabelas ou gréficos estruturados. 49
Resultados das 20a | Paracada sintese, resumo das caracteristicas e risco de viés entre os estudos selecionados. Pag.37a41;
sinteses P4g.43; P4g.46
a49
20b | Apresenta os resultados de todas as sinteses estatisticas realizadas. Se foi feita uma meta-andlise, apresenta para cada resultado o resumo da estimativaea Pag.37a41;
sua precisao (p. ex. intervalo de confianca/credibilidade) e medidas de heterogeneidade estatistica. Se forem comparados grupos, descreve a direcao do efeito. | Pag.43; Pag.46
a49
20c | Apresenta os resultados de todas as investigagoes de possiveis causas de heterogeneidade entre os resultados do estudo. NA
20d | Apresentaresultados de todas as analises de sensibilidade realizadas para avaliar a robustez dos resultados sintetizados. NA
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Local onde o

Seccao e Tépico Verificagao do item item estd
descrito
Vieses reportados 21 | Apresenta a avaliagao do risco de viés devido a falta de resultados (resultantes de viés de informacao) para cada sintese avaliada. P3g.36
Nivel de significancia 22 | Apresenta a avaliacdo de certeza (ou confianga) no corpo de evidéncia para cada resultado avaliado. NA
DISCUSSAO
Discussao 23a | Fornece uma interpretacao geral dos resultados no contexto de outra evidéncia. P3ag.50a55
23b | Discute quaisquer as limitagdes da evidéncia, incluidas na revisao. P3ag.54a55
23c | Discute quaisquer as limitagdes dos processos de revisao utilizados. Pag.55
23d | Discute asimplicac6es dos resultados para a prdtica, politica e investigagao futura. Pag.55
OUTRAS INFORMACOES
Registo do protocolo 24a | Forneceinformagao sobre o registo darevisao, incluindo o nome e nimero de registo, ou refere que a revisao nao estd registada. -
24b | Indicalocal de acesso ao protocolo da revisdo, ou refere que o protocolo nao foi preparado. -
24c | Descreve e explica quaisquer as alteragdes a informacao fornecida no registo ou no protocolo. NA
Apoios 25 | Descreve as fontes de financiamento ou apoio sem financiamento que suportam a revisao, e o papel dos financiadores ou patrocinadores da revisao. NA
Conflito de interesses 26 | Declaratodos os conflitos de interesses dos autores da revisao. NA
Disponibilidade dos 27 | Reporta quais dos seguintes materiais estdo acessiveis publicamente e onde podem ser encontrados: modelo de formuldrios de recolha de dados extraidos dos NA

dados, cédigos e
outros materiais

estudos incluidos, dados utilizados para analise; cédigo analitico, qualquer outro material utilizado na revisao.

Legenda: Pag.: Pagina; NA: Nao Aplicdvel
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Anexo 2 PRISMA 2020 para resumos

Seccao ou Topico ;em Item da lista de verificacao :g?nr:c/izgzt)jo
TITULO
Titulo 1 | Identifica o documento como revisao sistemdtica. Sim
BACKGROUND
Objetivos 2 | Fornece uma declaragao especifica do(s) objetivo(s) ou questao(des) principal(ais) abordada(s) pela revisao. Sim
METODOS
Critérios de elegibilidade Especifica os critérios de inclusao e exclusdo da revisao. Sim
Fontes deinformacao 4 | Especifica as fontes de informacao (por exemplo, bases de dados, registos) utilizadas para identificar os estudos e a dltima data em que foram feitas Sim
as buscas.
Risco de viés 5 | Especifica os métodos utilizados para avaliar o risco de viés nos estudos incluidos. Nao
Sintese dos resultados 6 | Especifica os métodos utilizados para apresentar e sintetizar os resultados. Nao
RESULTADOS
Estudos incluidos Indica o nimero total de estudos e participantes incluidos e sumariza as caracteristicas relevantes dos estudos. Sim
Sintese dos resultados 8 | Apresenta resultados para os principais efeitos, indicando preferencialmente o nimero de estudos e participantes incluidos para cada um. Se Sim
efetuada meta-analise menciona a estimativa sumaria e o intervalo de confianga/credibilidade. Se compara grupos indica a diregao do efeito (ou
seja, que grupo é favorecido).
DISCUSSAQ
Limitac6es da evidéncia 9 | Fornece um breve sumdrio das limitagdes da evidéncia incluida na revisao (por exemplo, estudo do risco de viés, inconsisténcia e imprecisao). Sim
Interpretacao 10 | Fornece umainterpretacao geral dos resultados e implicacdes importantes. Sim
OUTROS
Financiamento 11 | Especifica a principal fonte de financiamento para a revisao. Nao
Registo 12 | Indicaonome e nimero de registo. Nao
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