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RESUMO

O surto da doenca de coronavirus 2019 (COVID-19) teve inicio em 2019, no entanto, so foi
declarada uma pandemia mundial no inicio de 2020, resultando em mais de seis milhdes de
mortes em ambito mundial. Milhdes de doses de vacinas foram administradas em todo o mundo,
porém, ndo ha um protocolo terapéutico especifico eficaz para o tratamento da COVID-19. Os
probidticos séo conhecidos por inUmeros beneficios a salde, dentre estes restaurar a microbiota,
regulando a imunidade inata e adaptativa a nivel intestinal, demonstrando evidéncias
promissoras para combater a COVID-19, ocasionada pelo virus SARS-CoV-2, uma vez que
esse agente viral provoca dentre outros sintomas, disbiose intestinal. Sendo assim, os
probidticos e seus metabolitos com propriedades antivirais conhecidas podem ser administrados
como tratamento no enfretamento da COVID-19. Dessa maneira, 0 objetivo desse trabalho foi
analisar estudos utilizando a terapia com microrganismos probioticos, focados no tratamento
e/ou manejo da COVID-19 em pacientes de 0 a 99 anos. Diversos ensaios clinicos apresentaram
a eficacia dos probioticos com cepas Unicas e multicepas no tratamento adjuvante de pacientes
com SARS-CoV-2, tais como remissé@o da doenca, redugédo dos sintomas e melhora da resposta
imunoldgica. No entanto, seu mecanismo de acdo ndo esta completamente elucidado para essa
populacédo. Portanto, a suplementacao de probidticos € um tratamento promissor paraa COVID-
19 desde que, sejam estabelecidos protocolos robustos para adequacao de cepas, dose e tempo
de uso nos individuos infectados pelo SARS-CoV-2 sintomaticos, esses estudos futuros serdo
fundamentais para aprimorar nosso conhecimento sobre a atuacdo desses microrganismos em
doencas respiratorias virais.

Palavras-chave: infeccdo respiratdria viral. coronavirus 2. SARS-CoV-2. COVID-19.
Probidticos.



ABSTRACT

The outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-19) began in 2019, however, it was only
declared a global pandemic in early 2020, resulting in more than six million deaths worldwide.
Millions of doses of vaccines have been administered worldwide, however, there is no specific
effective therapeutic protocol for the treatment of COVID-19. Probiotics are known for
numerous health benefits, including restoring the microbiota, regulating innate and adaptive
immunity at the intestinal level, demonstrating promising evidence to combat COVID-19,
caused by the SARS-CoV-2 virus, since this agent viral causes, among other symptoms,
intestinal dysbiosis. Therefore, probiotics and their metabolites with known antiviral properties
can be administered as a treatment in coping with COVID-19. Thus, the objective of this work
was to analyze studies using therapy with probiotic microorganisms, focused on the treatment
and/or management of COVID-19 in patients aged 0 to 99 years. Several clinical trials have
shown the efficacy of single-strain and multi-strain probiotics in the adjuvant treatment of
patients with SARS-CoV-2, such as disease remission, reduction of symptoms, and
improvement of the immune response. However, its mechanism of action is not fully elucidated
for this population. Therefore, probiotic supplementation is a promising treatment for COVID-
19 as long as robust protocols are established for strain adequacy, dose and duration of use in
symptomatic SARS-CoV-2 infected individuals, these future studies will be fundamental to
improve our knowledge about the role of these microorganisms in viral respiratory diseases.

Keywords: viral respiratory infection. coronavirus 2. SARS-CoV-2. COVID-19. probiotics
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Capitulo 1

Potencial Terapéutico de Probioticos no Tratamento de Covid -19
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1 INTRODUCAO

A pandemia da doenca de coronavirus-2019 (COVID-19) causada pelo Coronavirus-2
da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2) teve um impacto negativo na saude
global (THAPA et al., 2021). Aproximadamente 600 milhdes de casos cumulativos
confirmados de COVID-19, com mais de seis milhdes de mortes foram relatados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022a).
Apesar do desenvolvimento e disponibilidade de vacinas contra 0 SARS-CoV-2, 0 numero de
casos ainda é elevado, especialmente em paises da Europa e Américas, onde as medidas de
controle foram distendidas (KHANDKER et al., 2021; NGUYEN et al., 2022; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022b). Em novembro de 2021, a quinta nova variante do SARS-
CoV-2, altamente mutagénica, a “Omicrom”, foi classificada como a Variante de Preocupacao
(VOC) pela OMS, uma variante dominante em circulagéo global, com maior transmissibilidade
e alta resisténcia a imunidade induzida por vacina quando comparada as VOCs antecedentes
(CHENCHULA et al., 2022;WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022c, 2022d).

A COVID-19 ¢ transmitida atraves de goticulas respiratorias e aerossois de pessoa para
pessoa (PARASHER, 2021) e, também pelo contato com superficies contaminadas pelo virus,
além da deteccdo nas fezes, sugerindo a possibilidade de transmissdo fecal-oral, 0 que
demonstra que o virus pode se multiplicar tanto no trato respiratério quanto no digestivo
(OLAIMAT et al., 2020). Os sintomas de apresentacdo comuns incluem febre, cansaco, tosse
seca, rinorreia, sintomas gastrointestinais (por exemplo, diarreia, ndusea e vémito) e dispneia
com hipoxemia, sendo os mais severos perda de fala ou mobilidade, confusdo, pneumonia,
edema pulmonar, disfuncdo de multiplos 6rgdos, sindrome da doenca respiratéria aguda
(SDRA) e anorexia (HUANG et al., 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022a;
ZHENG, 2020).

Os probioticos sdo microrganismos vivos benéficos cuja administragdo em quantidade
adequada confere beneficios a salde do hospedeiro, seja na funcdo gastrointestinal ou
respiratoria como descrito em pesquisas realizadas em humanos e animais (MCFARLAND;
EVANS; GOLDSTEIN, 2018; RASHIDI et al., 2021), auxiliando no tratamento e prevencéao
de infec¢des virais devido atividade imunomoduladora e capacidade de estimular a producéo
de interferon (INF), conferindo protegéo antiviral (MIRASHRAFI et al., 2021).

Recentemente, foi demonstrado em individuos com COVID-19 uma possivel disbiose

com reducdo de bactérias probioticas, Lactobacillus e Bifidobacterium, e bactérias com
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propriedades anti-inflamatorias como, Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium
butyricum, Clostridium leptum e Eubacterium rectale, determinando que mudangas na
composicdo da microbiota intestinal aumentam a gravidade da doencga, com alteracGes em
marcadores bioquimicos para infeccdo e inflamacéo, especialmente em individuos com outras
patologias (MIRASHRAFI et al., 2021; TANG et al., 2020). O aumento de microrganismos
oportunistas, como Streptococcus, Rothia, Veillonella e Actinomyces e, uma menor abundancia
de simbiontes benéficos também foi apresentada em pacientes com COVID-19 que tiveram sua
diversidade microbiana reduzida pela infeccdo do SARS-CoV-2 (GU et al., 2020).

Evidéncias atuais demonstraram que estirpes especificas isoladas ou combinadas
apresentam poderosa capacidade na reducdo da incidéncia e duragao dos sintomas das infeccoes
do trato respiratorio, ocasionadas por virus, especialmente pelo SARS-CoV-2 (AHREN et al.,
2021; BOZKURT; BILEN, 2021; CECCARELLI et al., 2021; D’ETTORRE et al., 2020;
GUTIERREZ-CASTRELLON et al., 2022; KE; ZHANG, 2020; LI et al., 2021; MESKINA et
al.,, 2021; WANG et al., 2021b; ZHANG et al., 2021b). A administracdo de probioticos
aumentou significativamente imunoglobulinas M (IgM) e G (IgG), especificas contra 0 SARS-
CoV-2 em comparacdo com o placebo, sugerindo que os probidticos atuam no sistema
imunoldgico dos individuos (GUTIERREZ-CASTRELLON et al., 2022).

Conforme dados recentes da Clinicaltrials, mais de 30 estudos sobre a suplementacao
de probidticos isolados ou combinados com nutrientes em pacientes com COVID-19 estdo em
andamento ou foram concluidos, demonstrando os esforcos de pesquisadores a fim de
estabelecer tratamentos seguros e eficazes, entretanto, mais informacgdes sdo necessarias para
elaboracdo de protocolos especificos para o tratamento (CLINICALTRIALS, 2022).

Considerando o impacto que a COVID-19 vem causando na saude mundial com
alteracOes sistémicas, especialmente respiratdria e intestinal em individuos acometidos pela
doenca, a utilizacdo de microrganismos probidticos para regulacdo e inducdo de respostas
imunologicas, restabelecimento da microbiota intestinal e, reducdo dos agravos a saude se faz
necessaria, podendo assim expandir pesquisas no tratamento de infeccOes respiratorias
ocasionados pelo SARS-CoV-2.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

v Analisar estudos utilizando a terapia com microrganismos probioticos, focados no

tratamento e/ou manejo da COVID-19 em pacientes de 0 a 99 anos.

2.2 Objetivos especificos

v" Identificar as cepas probioticas utilizadas em infeccdes respiratorias ocasionadas pelo
SARS-CoV-2;

v" Verificar os efeitos obtidos com a administracdo oral de microrganismos probiéticos em
pacientes infectados pelo SARS-COV-2;

v" Identificar os efeitos dos microrganismos probiéticos na resposta imunolégica em
pacientes infectados pelo SARS-COV-2;

v"Identificar o impacto na microbiota respiratéria e/ou intestinal obtidos com a administracédo

oral de microrganismos probi6ticos em pacientes com COVID-19.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 INFECCOES RESPIRATORIAS
3.1.1 Definicéo e etiologia

As infecgdes do trato respiratério (ITR) sdo doencas infecciosas que comumente podem
ser de origem viral ou bacteriana e, ocorrem tanto no trato superior quanto inferior, nas quais
h& a obstrucdo da passagem do ar, tanto a nivel nasal quanto a nivel bronquiolar e pulmonar
(FILHO etal., 2017). A doenca é subdividida em infeccdes do trato respiratorio superior (ITRS)
e infeccdes do trato respiratorio inferior (ITRI), comprometendo estruturas de um ou ambos
(Figura 1).

Figura 1 - Anatomia do trato respiratorio

Nariz
Cavidade nasal
Faringe Cavidade oral Traqueia
Laringe Bronquios

Pulmoes
Bronquiolos

Alvéolos

Diafragma
SUPERIOR

Fonte: Adaptado de Peate, 2018.

As ITRs acometem, comumente, criancgas e adultos com uma mortalidade de mais de 4
milhGes de mortes por ano no mundo. Além disso, as infec¢cOes respiratorias agudas (IRAS)
representam 30-40% das consultas médicas e 20-30% das hospitalizagdes em todo o mundo
(ANAYA-LOYOLA etal., 2019; BERGGREN et al., 2011).

InfeccBes respiratorias abrangem uma ampla variedade de doencas clinicas, sendo o
manejo adequado dependente da classificacdo precisa dos patdgenos agressores em classes
virais, bacterianas, dentre outros (RUOPP et al., 2015). As patologias comuns do ITRS incluem
amigdalite, faringite, laringite, sinusite, otite média, certos tipos de influenza e o resfriado
comum(ECCLES et al., 2007). As ITRI s&o responsaveis por doengas mais graves, tais como

gripe, pneumonia, tuberculose, bronquite aguda e bronquiolite, que sdo o0s principais



|22

contribuintes para a mortalidade por IRAs (DE AMORIM CORREA et al., 2017; FILHO et al.,
2017).

As doencas infecciosas do trato respiratorio sdo responsaveis pela morbidade e
mortalidade e geram uma grande preocupacdo na saude em ambito mundial (SPENCER et al.,
2022). Individuos de alto risco, incluindo idosos, imunocomprometidos e doentes crénicos sao
acometidos por altas taxas de desfechos graves de infeccdes respiratorias virais e bacterianas.
Ainda assim, as informacdes sdo limitadas sobre o impacto das doencas infecciosas
respiratorias nos sistemas de salde segundo a idade, comorbidades e fatores de risco
(TRUCCHI et al., 2019). Além da etiologia desconhecida, essas infec¢Bes virais e bacterianas
podem ser dificeis de diferenciar, levando a prescricbes desnecessérias de antibidticos
(SPENCER et al., 2022).

Segundo Oppong e colaboradores (2011) a ITRI acomete cerca de 10% de todos os
casos de mortalidade e morbidade em todo o mundo, sendo a causa mais comum de auséncias
de horas de trabalho em adultos e, sdo a principal causa de morbimortalidade em criangas,
responsaveis por 20 a 40% de interna¢bes em criangas menores de 5 anos e 20% de Gbitos na
mesma faixa etaria (SOUZA et al., 2018). Constituindo um elevado custo financeiro em pelo
menos 13 paises europeus por individuos infectados por agentes virais e bacterianos causadores
de doencas respiratorias (OPPONG et al., 2011).

3.1.2 InfecgBes respiratorias virais: patdgenos e epidemiologia

As infecges respiratdrias de origem viral tém os individuos adultos e idosos como 0s
principais acometidos pelas patologias. No entanto, apesar de ser uma das doencas com maior
prevaléncia, anteriormente o diagndstico e tratamento se concentravam apenas em patdgenos
bacterianos. Em contrapartida, a pesquisa desses patdgenos virais respiratorios em doencas
graves era moderado devido técnicas de diagnostico complexas e terapias farmacoldgicas
escassas (WALTER; WUNDERINK, 2017).

O rinovirus (RVH - A, B e C), o virus sincicial respiratério (VSR - A e B), 0s virus
influenza (Flu A, B e C), os virus parainfluenza (PIV - 1, 2, 3, 4A e 4B), 0s coronavirus (229E,
HKU1, NL63 e OC43), os adenovirus (AdV), o bocavirus (Boca; HBoV), os poliomavirus (Kl
e WU) e, o metapneumovirus (hMPV) sdo virus respiratorios conhecidos como patégenos
causadores de ITR em humanos (ESSA et al., 2015). Outros estudos demonstram que 0S Vvirus

respiratorios tais como o rinovirus (RVH), o adenovirus (AdVH), o virus sincicial respiratorio
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(VSR) e, 0 hMPV atingem criancas (KENMOE et al., 2020), adultos e idosos, ocasionando
casos severos em individuos imunocomprometidos (WALTER; WUNDERINK, 2017) .

O RVH sédo denominados virus de acido ribonucleico (RNA) de fita simples de sentido
positivo com simetria icosaédrica, subdivididos em 3 espécies (rinovirus - A, B e C) e mais de
160 sorotipos distintos (GREENBERG, 2016; WALTER; WUNDERINK, 2017).
Normalmente, esse agente viral causa infec¢es que acometem inicialmente o trato respiratorio
superior (TRS), onde o contato do RVH com olho ou nariz, leva o virus a se ligar ao epitélio da
célula hospedeira, infectando células epiteliais nasais resultando em aumento de neutrofilos
detectaveis na mucosa nasal e secregdes com liberacdo de mediadores inflamatdrios
(GREENBERG, 2016). Os sintomas tipicos iniciais sdo dor na garganta e rinorréia, no entanto,
individuos podem apresentar também tosse, letargia, expectoracdo, dentre outros sintomas
(WALTER; WUNDERINK, 2017).

O AdVH pode ser descrito como um virus de &cido desoxirribonucleico (DNA) de fita
dupla ndo envelopado que ha muito é importante causa de infec¢bes do trato respiratorio em
criangas (WALTER; WUNDERINK, 2017). Os AdVHs tém sido cada vez mais conhecidos
sendo um dos principais contribuintes de diversas patologias clinicas, incluindo pneumonia,
doencas do TRS e trato respiratério inferior (TRI), faringite, bronquiolite, meningite, rinorreia,
cistite hemorrégica, hepatite, conjuntivite e dentre outras associadas a doencas especificas
(BORKENHAGEN et al., 2019).

O VSR é o patogeno responsavel por infeccbes agudas do trato respiratrio em lactentes,
sendo um virus de RNA de fita simples, de sentido negativo, envelopado com um didmetro de
aproximadamente 150 nm. O VSR é um virus altamente infeccioso, propagado através de
goticulas aerossolizadas ou contato com secre¢des infectadas, sendo causa de morbidade e
mortalidade em individuos pediatricos e adultos, acometendo principalmente o TRI
(GRIFFITHS; DREWS; MARCHANT, 2017). As apresentacdes clinicas variam de sintomas
de resfriado comum (tosse, falta de ar, febre) ao comprometimento grave do TRI exigindo
internacdo em unidades de terapia intensiva (FAN et al., 2018).

A Infecgdo por hMPV acomete o trato respiratorio em populacGes pediatricas, adultos,
idosas e imunocomprometidas por todo o mundo (RODRIGUEZ et al., 2020). O hMPV é um
agente viral de RNA, de sentido negativo, de fita simples que origina doencas respiratorias,
incluindo bronquiolite e pneumonia grave (HAYNES et al., 2016; WALTER; WUNDERINK,

2017). O virus se manifestam conforme a faixa etaria, onde a infec¢do pode ser subclinica ou
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associada a bronquiolite, pneumonia e exacerbagdo de asma, principalmente em crianga, com
sintomatologia que resulta em febre, coriza, tosse, rouquiddo, dor de garganta, produzindo
infeccdes geralmente leves ou, com manifestac@es clinicas mais graves (RODRIGUEZ et al.,
2020).

O virus da gripe é altamente infeccioso e, pertencente a familia Orthomyxoviridae,
corresponde a um patdégeno de RNA, de fita simples, de sentido negativo, subdividido em cinco
géneros, sendo eles, virus influenza A (VIA), virus influenza B (VIB), virus influenza C (VIC),
isavirus e thogotovirus. Os VIB e VIC sdo responsaveis pelas infeccdes apenas em humanos,
causando a doenca respiratoria e, o VIA infectam tanto humanos quanto uma variedade de
mamiferos e passaros (SHAO et al., 2017). As infeccbes por influenza estdo associadas a alta
morbidade e mortalidade, principalmente em idosos, lactentes e individuos com doencas
crénicas e, normalmente, ocasionam infeccGes agudas e autolimitadas. As manifestacdes
clinicas transcorrem pelo inicio subito de febre alta, coriza, tosse, cefaleia, mal-estar e
inflamacdo da via respiratdria superior e da traqueia, tendo duracéo de 7 a 10 dias e, a maioria
dos episadios sdo autolimitados (KASH; TAUBENBERGER, 2015).

A OMS define a SARS-CoV como uma doenca respiratoria viral causada por um
coronavirus associado a Sindrome respiratoria aguda grave (SARS), identificado pela primeira
vez no final de fevereiro de 2003 durante um surto que surgiu na China e disseminado por 4
paises. O virus é transmitido pelo ar, podendo se espalhar através de pequenas goticulas de
saliva semelhante ao resfriado e a gripe, mas também pode ser transmitida indiretamente por
meio de superficies que foram tocadas por individuos infectados pelo virus. A maioria dos
pacientes identificados com SARS eram adultos previamente saudaveis com idades entre 25 e
70 anos e o periodo de incubagdo variou de 2 a 7 dias, podendo chegar a 10 dias (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022d).

Os coronavirus sdo uma classe de virus de RNA, de sentido positivo, ndo segmentado,
com envelope pertencentes a familia Coronaviridae e a ordem Nidovirales e, largamente
distribuidos em humanos e outros mamiferos. Essa classe viral frequentemente provoca
infeccBes respiratorias, ocasionando normalmente resfriados leves e, um terco dos casos
registrados ocorrem em regides de clima mais frios (CORMAN et al., 2018; RICHMAN et al.,
2016). Os virus da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-Cov) e da sindrome respiratoria
do Oriente Médio (MERS) séo potencialmente capazes de provocar doencas graves e, foram
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responsaveis por surtos envolvendo altas taxas de 6bitos em 2003 (SARS-CoV) e 2012 (MERS)
(CORMAN et al., 2018).

O SARS-CoV é um betacoronavirus originario de Hong Kong (China) em novembro de
2002, resultando em mais de 8.000 infecgdes respiratdrias e 774 mortes em 37 paises no periodo
de 2002-2003 (LU et al., 2020). O MERS, detectado pela primeira vez na Arabia Saudita em
2012 foi responsavel por 2.494 casos de infecgdo e 858 dbitos (LU et al., 2020). O prefixo
“corona”, deriva do latim coroa, que refere-se a sua aparéncia de coroa solar devido a picos de

proteinas em sua superficie medindo de 9 a 12 nm de comprimento (PHAN et al., 2020).
3.2 DOENCA POR CORONAVIRUS 2019 (COVID-19)
3.2.1 Etiologia e epidemiologia

No final de dezembro de 2019, deu-se inicio a um surto consecutivo de pneumonia
associada a um novo coronavirus, 0 2019 Novel Coronavirus (2019-nCoV), que apos analise
de sequenciamento de RNA foi renomeado de SARS-CoV-2 afetando inicialmente Wuhan,
Provincia de Hubei na China e, nas semanas subsequentes difundindo-se em outros paises ao
redor do mundo (HUANG et al., 2020). Com base nos dados apresentados pela OMS, o nimero
de casos de infec¢des aumentou exponencialmente. Logo o surto da COVID-19 foi declarado
uma emergéncia de salde publica internacional pela OMS em 30 de janeiro de 2020,
ocasionando na maior pandemia global (SOHRABI et al., 2020; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022a).

A partir dai, por ser um virus mutagénico, durante o final de 2020, o surgimento de
novas variantes de SARS-CoV-2 que representavam um risco aumentado para a saude publica
global levou a caracterizagdo de Variantes de Interesse (VOIs) e VOCs especificas, nomeadas
Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1), Delta (B.1.617.2) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022c) e, que surgem apos a disseminacdo continua e replicagdo viral,
aumentando a possibilidade de mutacdo adaptativa do virus (Lou et al., 2021). No dia 24 de
novembro de 2021, a OMS divulgou a quinta nova covariante de COVID-19 designada como
B.1.1.529, uma VOC e, nomeada “Omicron”, exibindo maior transmissibilidade e alta
resisténcia a imunidade induzida por vacina quando comparada as VOCs antecedentes
(CHENCHULA et al., 2022; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022c).

Com inicio no final de 2019 e causando uma crise global de satde publica (LU; SUN,

2020) até o presente momento a pandemia ja acumulou registros de 601.189.435 casos
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confirmados de COVID-19, com 6.475.346 mortes em todo 0 mundo (dados atualizados em
02/09/2022), tendo o Estados Unidos da América (EUA), india e Brasil liderando como o
primeiro, segundo e terceiro pais com maior nimero de casos de infeccdo e, EUA e Brasil com
numeros elevados de mortes ocorridas devido a COVID-19, respectivamente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022¢).

O primeiro caso de infecgdo pelo SARS-CoV-2 no Brasil, s6 foi confirmado no final de
fevereiro de 2020, apos o retorno de um viajante da Italia para S&o Paulo (DE JESUS et al.,
2020). A partir desse momento, o nimero de casos confirmados alcanca a marca de 34.456.145
e 0 ndmero de dbitos por COVID-19 acumulam
684.262 (dados atualizados em 02/10/2022), podendo ainda apresentar variagdes (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022¢).

Por estar em curso, os dados da pandemia pelo SARS-CoV-2 podem apresentar
alteracdes diariamente. Atualmente, (02/10/2022), o Brasil acumula 34.456.145 casos e
684.262 o6bitos pela COVID-19, sendo a regido Sudeste e a Nordeste com maior nimero de
oObitos, 328.112 e 131.771, respectivamente. A Bahia é o maior estado da Regido Nordeste e
com maior ndmero de casos e Obitos, 1.687.321 e
30.660, respectivamente, seguido do Ceara com 1.381.149 casos acumulados e
27.578 6bitos pela COVID-19 (BRASIL, 2022).

Dados da OMS sugerem que o virus pode se espalhar da boca ou nariz de um individuo
infectado por pequenas particulas liquidas ao tossir, espirrar, falar, cantar ou respirar, que séo
0 modo de transmissao mais comuns. Essas particulas variam de goticulas respiratorias maiores
a aerossois menores (WIERSINGA et al., 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2022a). O SARS-CoV-2 é transmitido de pessoa para pessoa por meio de contato proximo e
resulta na COVID-19 (CHU et al., 2020), podendo ainda ser transmitido por meio de vias
comuns, como transmissao direta, transmissdo por contato e transmissées aéreas por meio de
aerossois e durante procedimentos médicos, sendo que a carga viral é maior e, com maior
duracdo em pacientes com a forma grave da COVID-19 (UMAKANTHAN et al., 2020). A
exposicao prolongada a um individuo infectado (estar a menos de 1,80m por pelo menos 15
minutos) e exposi¢cBes mais breves a individuos sintomaticos (por exemplo, tosse) estdo
associadas a maior risco de transmissdo, enquanto exposicdes breves a contatos assintomaticos

tém menor probabilidade de resultar em transmissdo (WIERSINGA et al., 2020).
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Ao ser infectado pelo virus, o tempo médio que um individuo leva para desenvolver
sintomas € de 5-6 dias, podendo levar até 14 dias para que os sintomas aparecam apos a
exposicdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022a). O intervalo mediano (intervalo
interquartil) desde o inicio dos sintomas até a admissdo hospitalar é de 7 (3-9) dias
(WIERSINGA et al., 2020).

O diagnostico da COVID-19 ¢, geralmente, realizado através da reacéo da transcriptase
reversa seguida pela reacdo em cadeia polimerase (RT-PCR) a partir de swab nasofaringeo, no
entanto, em casos de diagnostico molecular falso-negativos ou inconclusivos, achados clinicos,
laboratoriais e de imagem podem ser utilizados para fazer um possivel diagndstico de
individuos com alto indice de suspeita clinica de infeccdo (WIERSINGA et al., 2020). Testes
soroldgicos também devem ser utilizados, no entanto considera-se que estes testes apresentam
maiores limitacdes e maior risco de falsos negativos. Nos testes sorolégicos, a presenca de IgM
pode ser detectada com cerca de 5 dias de infeccdo e a presenca de 1gG, com cerca de 14 dias
apos o inicio dos sintomas (WIERSINGA et al., 2020).

Com relacdo as caracteristicas clinicas, os pacientes de COVID-19 podem apresentar
sintomatologia diversa conforme a gravidade da doenca (Tabela 1).

Tabela 1 - Espectro clinico da doenga COVID-19.

Gravidade da doenca Apresentacao clinica

Sem sintomas clinicos
Assintomatico Teste de swab nasal positivo

Radiografia de térax normal

Febre, dor de garganta, tosse seca,

mal-estar e dores no corpo

Doenca leve
Néauseas, vomitos, dor abdominal,
fezes moles
Sintomas de pneumonia (febre e tosse
persistentes) sem hipoxemia
Doenca moderada LesGes significativas na Tomografia

computadorizada (TC) de térax de alta

resolucéo

Pneumonia com hipoxemia (SpO; <

Doenca severa
92%)
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Sindrome do desconforto respiratorio
agudo, juntamente com choque,
defeitos de coagulacéo,
Estado critico encefalopatia, insuficiéncia cardiaca

e lesdo renal aguda

Fonte: Adaptado de Parasher, 2021.

Os sintomas gastrointestinais, como diarreia, ndusea e vomito, dor abdominal e perda
de apetite tém sido descritos em um namero crescente de pacientes infectados pelo SARS-CoV-
2 e estes apresentam maior gravidade da doenca (HE et al., 2020; PARASHER, 2021). Idade
avancada (> 40 anos), doencas cardiovasculares, diabetes, doengas respiratorias cronicas,
hipertensdo, cancer, obesidade e tabagismo foram todos associados a um risco aumentado de
desenvolverem doenca mais grave e morte (JORDAN; ADAB; CHENG, 2020).

A infeccdo por SARS-CoV-2 afeta criangas diferentemente dos adultos, sendo que
conforme a faixa etéria esses pacientes pediatricos tendem apresentar gravidade moderada da
doenca com infeccdo aguda no TRS, com febre, tosse, dor na garganta, congestdo nasal,
rinorréia, mialgia/fadiga ou apenas sintomas digestivos, altera¢cbes nos marcadores da funcéo
hepéatica(AST, ALT elevados), renal, cardiaca (Creatina quinase elevado), fatores inflamatorios
(PCT, PCR, LDH elevados), glébulos brancos (leucocitose, leucopenia, linfopenia) e D-dimero
e, podem progredir rapidamente para a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) ou
insuficiéncia respiratdria e anormalidades pulmonares a depender do estagio da doenca, sendo
a disfuncdo de maltiplos érgdos a fase fatal da patologia(CUI et al., 2021).

Os pacientes infectados com faixa etaria > 18 anos tendem a apresentar quadros
moderados a graves da COVID-19, sendo que quanto maior a idade e comorbidades associadas,

maior o risco de mortalidade.
3.2.2 Fisiopatologia, farmacologia e vacinagéo

O SARS-CoV-2 tem um didmetro de 60 a 140 nm, variando de 9 a 12 nm, dando aos
virus uma aparéncia de coroa solar e, a partir de recombinacao e variacdo genética, o virus se
adapta e infecta novos hospedeiros (RICHMAN et al., 2016; WIERSINGA et al., 2020). A
particula viral, o virion tem quatro proteinas estruturais, conhecidas como proteinas S (Spike),

E (envelope), M (membrana) e N (nucleocapsideo). A proteina N mantém o genoma do RNA
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e as proteinas S, E e M juntas criam o envelope viral (Figura 2)(KUMAR; AL KHODOR, 2020;
Ll etal., 2020).
Figura 2 - Estrutura do SARS-CoV-2.

Proteina Spike (S)

Proteina de membrana(M)

\wk n/ﬁf? Nucleca psideo(N)

D
Genoma RNA

Envelope (E)

Fonte: Adaptado de Kumar & Al Khodor, 2020 e Li et al., 2020.

A proteina S facilita a ligacéo do virus ao receptor da enzima conversora de angiotensina
2 (ECAZ2) se fundindo com a membrana da célula hospedeira. O SARS-CoV-2 entéo usa serina
proteases TMPRSS2 (protease transmembrana serina 2) para a ativagdo da proteina S,
infectando as células-alvo. As proteinas S do SARS-CoV-2 contém duas subunidades, a
subunidade de ligacdo ao receptor S1 e subunidade de fusdo S2, para mediar a liga¢éo do virion
a proteina do receptor e iniciar a fusdo da membrana. As subunidades S1 e S2 sdo divididas
pelo sitio de clivagem S. Para facilitar a ligacdo do virion ao receptor e, para que ocorra a fusao
com a membrana celular, a proteina S sera clivada por proteases celulares do sitio de clivagem
S1/S2. A clivagem inicial estabiliza a subunidade S2 no local de fixacdo e, com a clivagem
subsequente ocorre a ativacdo da proteina S provocando alterages conformacionais, levando a
fusdo da membrana viral e da célula hospedeira (KUMAR; AL KHODOR, 2020; PARASHER,
2021; THAPA et al., 2021).

Ap0s fusdo da membrana, o virus entra nas células epiteliais alveolares pulmonares e
libera o contetdo viral no interior da célula. Dentro da célula hospedeira, o virus sofre
replicacdo e formagdo de um RNA de fita negativa pelo RNA positivo de fita simples
preexistente através da atividade da RNA polimerase (transcricdo). O RNA de fita negativa
recém-formado produzird novas fitas de RNAS positivos que, entdo, sintetizam novas proteinas
no citoplasma da célula (traducgéo). A proteina N liga-se a0 novo RNA gendmico e a proteina
M facilita a integracdo ao reticulo endoplasmatico (RE) celular. Os nucleocapsideos recém-

formados sdo encerrados na membrana do RE e transportados para o limen, sendo conduzidos
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via vesiculas de Golgi para a membrana celular e depois via exocitose para 0 espaco
extracelular. Dessa forma, as novas particulas virais estdo prontas para invadir as células
epiteliais adjacentes e, fornecer material infeccioso para transmissdo comunitaria através de
goticulas respiratérias (KUMAR; AL KHODOR, 2020; LI et al., 2020; PARASHER, 2021;
THAPA et al., 2021) (Figura 3).

Figura 3 - Replicacéo viral do SARS-CoV-2.
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Apos a infeccdo, ocorre a replicacdo viral que entra em colapso cerca de 5 a 7 dias ap6s
0 episadio de sintomas. Apos 7 a 10 dias do aparecimento dos sintomas, 0s pacientes passam
para a segunda fase e ficam gravemente doentes (THAPA et al., 2021). A duracdo média da
eliminacdo de particulas virais varia conforme a amostra, sendo, 17 dias no TRS (maximo de
83 dias), 14 dias no TRI (méximo de 59 dias) e, 17 dias nas amostras fecais (maximo de 126
dias) (CEVIK et al., 2021).

Nas fases iniciais ou tardias da infeccdo provocada pelo SARS-CoV-2, farmacos tém
sido considerados como tratamento provavel, dentre eles, imunomoduladores, antivirais, anti-
trombaticos, imunoglobulinas etc (THAPA et al., 2021).

Inmeros estudos tém surgido a fim de investigar o papel das intervencdes

medicamentosas para a infecgédo por COVID-19, distinguir os mais seguros e eficazes para a
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terapia em pacientes graves e ndo graves (ADER et al., 2022; BEIGEL et al., 2020; CAO et al.,
2020; CHENG et al., 2021; DENG et al., 2021; KAMEL et al., 2022; WU et al., 2020a). Dentre
estes destacam-se acido a-lipdico (ALA), hidroxicloroquina (HCQ), peginterferon lambda
(PL), HCQ/azitromicina (HCQ/AZM), anticorpo monoclonal (LY-CoV555), remdesivir,
proxalutamida, ivermectina/doxiciclina (IDE), alta dose de vitamina D (HDVD),
canaquinumabe, camostat-mesilato, ivermectina, colchicina, alta dose de zinco intravenoso
(HDIVZn), interferon beta (IFN-B), lopinavir/ritonavir (LPV/r), baixa dosagem de
regdanvimab (CT-P59/LCP), CT-P59 combinado (CPC), alta dosagem de CT-P59 (HCP),
combinacéo de casirivimab e o imdevimab (REGN-COV?2), baixa dosagem de bamlanivimabe
(LDB), dosagem moderada de bamlanivimabe (MDB), alta dosagem de bamlanivimabe (HDB),
MDB/etesevimabe, baixa dosagem de sarilumabe (LS), alta dosagem de sarilumabe (HS),
sotrovimabe. Dentre os farmacos citados, apenas a proxalutamida, ivermectina e LDB podem
ser mais eficazes do que o placebo para a taxa de cura viral em pacientes com COVID-19 néo
grave, com relacdo aos eventos adversos, apenas 0 sotrovimab apresenta associagdo a menor
proporcédo de eventos do que placebo (OR 0,21, IC 95% 0,13-0,34), evidéncias de reducdo da
mortalidade foram encontradas com proxalutamida (OR 0,13, IC 95% 0,09-0,19), imatinib (OR
0,49, IC 95% 0,25-0,96) e baricitinib (OR 0,58, IC 95% 0,42-0,82). No entanto, esses
medicamentos apresentam baixas evidéncias em individuos ndo graves e ndo apresentam
seguranca e eficacia para pacientes graves (CHENG et al., 2021).

Outros farmacos, como a invermectina, foram amplamente difundidos para o tratamento
da COVID-19 apds resultados de pré-impressdes e ensaios in vitro. No entanto, uma meta-
analise que avaliou a eficécia e a seguranca do medicamento em 2.724 pacientes adultos
confirmou que a invermectina ndo reduziu significativamente o tempo de eliminagdo viral, a
duracdo da hospitalizagdo, a incidéncia da taxa de mortalidade e ventilagdo mecéanica (DENG
et al., 2021). A eficécia e seguranca da azitromicina em pacientes com a COVID-19 através da
andlise de ensaios clinicos randomizado em uma revisao sistematica e meta-analise também foi
investigada, onde a idade mediana dos individuos foi de 54,35 anos (IC 95%, 47,88-60,85
anos), o que indica que adultos foram os mais acometidos pela doenca, ndo havendo diferenca
significativa na taxa de mortalidade (OR = 0,96, IC 95% = 0,88-1,05, p = 0,317), necessidade
de ventilacdo (OR = 0,96, IC 95% 0,49-1,87, p = 0,85), tempo de internacdo (IC 95% -2,08 a
4,31, p =0,49), corroborando que a utilizacdo desse farmaco néo foi eficaz no tratamento de
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infectados pelo SARS-CoV-2 e que ainda ndo ha um protocolo farmacoldgico padrdo para a
doencga (KAMEL et al., 2022).

Em dezembro de 2020, mais de 200 vacinas candidatas para a COVID-19 estavam em
fase de desenvolvimento. Destas, a0 menos 52 vacinas candidatas realizaram testes em
humanos. Os tipos de vacinas diferem pelo fato de usarem um virus inteiro ou uma bactéria, uso
apenas das partesdo germe que acionam o sistema imunolégico, ou ainda o material
genético que fornece as instrucbes para fazer proteinas especificas e ndao o virus inteiro
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022b). Atualmente, hd quatro tipos diferentes de
estratégias de vacina COVID-19 sendo administradas, dentre elas, utilizando o virus inativado,
mMRNA, vetor viral, e vacinas peptidicas baseadas em nanoparticulas (KHANDKER et al.,
2021). As vacinas inativadas sao elaboradas a partir da inativacdo de particulas virulentas de
virus, tratando a particula viral com produtos quimicos e, no contato com o corpo humano nédo
se multiplicam, sendo a CoronaVac fabricada pela Sinovac Life Sciences® uma das vacinas de
virus inteiro de SARS-CoV-2 inativo com eficécia global de 83,5% apds a segunda dose. A
vacina de mRNA normalmente apresenta elementos essenciais para que a proteina codificada
seja expressa e, com a aplicacdo utiliza mecanismos celulares do hospedeiro para traduzir o
mRNA no antigeno alvo, BioNTech® e a Pfizer® fabricaram o BNT162b2 e 0 BNT162b1,
com eficacia de 95% em individuos com idade igual ou superior a 16 anos. Na vacina baseada
em vetor viral, um gene/cDNA codifica um antigeno derivado de patdgeno que € incorporado
em uma espécie viral ndo patogénica ou atenuada, a Oxford®/AstraZeneca® com eficacia de
81,5% para as linhagens ndo-B. 1.1.7. E por fim, a vacina peptidica a base de nanoparticulas,
onde as nanoparticulas atuam como carreador temporario e protetor do antigeno e com essa
interacdo as nanoparticulas aumentam a imunogenicidade e o processamento do antigeno, que
ativam as vias de resposta imune (KHANDKER et al., 2021).

Os grandes avancos relacionados a vacinagao atuam na protecdo contra hospitalizacéo
e obito, alem de reduzir significativamente da chance de reinfeccdo com a dose de reforco e,
mesmo que ocorra a reinfec¢éo, a doenca pode ser leve, sendo uma das formas de defesa contra
doencas graves e morte, além de impedir o surgimento de novas variantes (CHENCHULA et
al., 2022; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022b). Apesar disso, em junho de 2022,
apenas 58 dos 194 Estados Membros da OMS atingiram a meta de imunizagéo de 70% e, apenas
em paises de baixa renda (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022b).
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Com o avanco da pandemia, tratamentos complementares (Ayuveda, Medicina
Tradicional Chinesa, Probidticos etc) surgiram a fim de conter o avanco da doenca e fornecer
evidéncias seguras e atualizadas com a terapia, afim de se obter reducao do periodo de infecgéo,
gravidade dos sintomas, melhora do quando clinico infeccioso viral provocado pelo SARS-
CoV-2 e reduzir a taxa de mortalidade (HU et al., 2021).

3.2.3 Microbiota intestinal e COVID-19

A microbiota gastrointestinal € complexa e, inclui todos os trés dominios de seres vivos
(Archaea, Bacteria e Eukaryota) em simbiose e, possiveis alteracGes podem ser explicadas pela
faixa etéria, dieta, desenvolvimento do sistema imunolégico, exposi¢cdes quimicas e fatores
externos como 0 uso de antibidticos, havendo uma ligacdo entre a microbiota intestinal e
respiratoria. A alteracdo ou desbalan¢o da microbiota saudavel, descrita como disbiose, esta
diretamente ligada a disturbios imunoldgicos, metabdlicos e neuroldgicos a nivel intestinal e
extra-intestinal (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2016), tais como, o0 surgimento de
diversas patologias como doenca inflamatdria intestinal, diabetes tipo 1 e tipo 2, doenca celiaca,
além de doencas respiratdrias (FARSI et al., 2022).

A composic¢do da microbiota intestinal inclui diversas espécies de microrganismos como
bactérias, leveduras e virus, sendo predominantes os filos Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia. Os filos Firmicutes e
Bacteroidetes constituem 90% da microbiota intestinal dominante, sendo o filo Firmicutes
composto principalmente pelos géneros Lactobacillus, Bacillus e Clostridium que representam
95% do filo, seguido dos géneros Enterococcus e Ruminicoccus. Bacteroidetes com os géneros
dominantes Bacteroides e Prevotella. E por fim, o filo Actinobacteria, proporcionalmente,
menos abundante e representado especialmente pelo género Bifidobacterium (RINNINELLA
etal., 2019).

O trato gastrointestinal (TGI) é constituido por uma mucosa com a finalidade de formar
barreiras diretas entre 0 ambiente e 0 meio interno do hospedeiro com papel fundamental na
regulacao do sistema imunoldgico. A mucosa intestinal atua como uma barreira semipermeavel
que permite a absorcao de nutrientes e regulagdo imunoldgica, além de limitar o transporte de
antigenos e microrganismos potencialmente patogénicos. A barreira intestinal é altamente
dindmica e responsiva a estimulos internos e exogenos, sendo composta por uma série de

elementos que incluem uma camada externa de muco com a microbiota intestinal comensal,
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proteinas antimicrobianas (AMPSs) e moléculas secretoras de imunoglobulina A (IgA), células
epiteliais especializadas e a lamina propria interna onde residem as células imunes inatas e
adaptativas (VANCAMELBEKE; VERMEIRE, 2017).

A composicdo da microbiota intestinal sofre alteracdes ao longo do TGI e dentro da
lamina do muco intestinal. Os microrganismos que compdem a microbiota produzem
metabolitos para se comunicar com o sistema imunoldgico e modular as respostas imunes,
sendo esses metabolitos responsaveis pela sinalizagdo inflamatdria, atuando direta e
indiretamente com as células imunes do hospedeiro (YOO et al., 2020). Os acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) sé@o produtos da fermentacdo de carboidratos complexos realizada por
bactérias que fazem a regulacdo das células imunes do hospedeiro que ao se ligarem aos
receptores acoplados a proteina G, alteram a expressao génica por meio da reducao da atividade
das histonas desacetilases que sdo essenciais para reduzir a inflamacéo local, proteger contra a
infiltracdo de patdgenos e manter a integridade da barreira intestinal (SCHIRMER et al., 2016;
YOO et al., 2020).

A regulacdo das respostas do sistema imunoldgico é estabelecida pela microbiota
intestinal saudavel e, o desbalango microbiano pode resultar no comprometimento do sistema
respiratério e dos pulmdes (especialmente a microbiota pulmonar) produzindo metabdlitos,
endotoxinas, citocinas e horménios intestinais que atingem a corrente sanguinea, denominado
eixo intestino-pulméo (FARSI et al., 2022).

O SARS-CoV-2, além da transmissdo por meio de goticulas respiratorias induzidas por
espirro ou tosse de pessoas infectadas e, o contato com superficies contaminadas pelo virus,
também foi detectado nas fezes, sugerindo a possibilidade de transmissdo fecal-oral, fato
observado em casos nos Estados Unidos e na China, o que demonstra que o virus pode se
multiplicar tanto no trato respiratdrio quanto no intestinal (OLAIMAT et al., 2020). Amostras
fecais positivas para RNA de SARS-CoV-2 foram descritas em estudo com pacientes infectados
apos resultado negativos de amostras respiratorias, constatando que o virus é replicado no
TGI e que a transmissao fecal-oral pode ocorrer ap6s aeliminagéo viral no trato respiratério
(WU et al.,, 2020b). Sendo assim, sugere-se que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 afeta
negativamente a anatomia e fisiologia do TGI por um longo periodo e, assim, compromete a
microbiota intestinal (OLAIMAT et al., 2020; ZUO et al., 2021).

Alteracdes na microbiota intestinal foram associadas a presenca do SARS-CoV-2 em
amostras fecais, incluindo reducéo de bactérias produtoras de AGCC (PASCOAL et al., 2021),
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corroborando com analises experimentais e clinicas que o agente viral causa danos negativos
no TGI a longo prazo e, compromete a simbiose da microbiota intestinal (OLAIMAT et al.,
2020; PASCOAL et al., 2021). Estudos afirmam que as amostras fecais permaneceram
positivas para 0 RNA de SARS-CoV-2 quase 5 semanas ap0os a depuracao viral do TRS em
pacientes com COVID-19, atestando a presenca viral prologada (QIAN et al., 2021).

A disbiose intestinal tem papel estabelecido na gravidade e progndstico de doencas,
especialmente em infeccBes respiratorias virais, além do prognostico ruim pelo uso de
antibioticos de amplo espectro em doencas pulmonares infecciosas (FARSI et al., 2022). O
aumento de microrganismos oportunistas, como Streptococcus,
Rothia, Veillonella e Actinomyces, e uma menor concentracdo de simbiontes benéficos foi
constatado em pacientes com COVID-19 que tiveram sua diversidade microbiana reduzida pela
infeccdo do SARS-CoV-2 (GU et al., 2020). As bactérias
probidticas Lactobacillus e Bifidobacteriume, as bactérias com propriedades anti-
inflamatorias Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium butyricum, Clostridium leptum e
Eubacterium rectale tiveram suas concentragdes reduzidas em individuos com COVID-19,
determinando que mudancas na composi¢do da microbiota intestinal aumentam a gravidade da
doenca, com altera¢cBes em marcadores bioquimicos para infeccdo e inflamacdo, especialmente
em individuos com outras patologias (TANG et al., 2020).

Assim sendo, a microbiota humana tem grande importancia para o desenvolvimento e
manutencdo da homeostase imunoldgica e, o desequilibrio da microbiota esta altamente
associado a diversas doencas, principalmente doencas infecciosas. Desse modo, a manutencéo
da microbiota intestinal pode afetar a ocorréncia e progressdo da infecgdo viral através do eixo
intestino-pulmdo (WU et al., 2021) e, sua regulacdo pode manter o sistema imunoldgico
eficiente e prevenir uma série de reacoes inflamatorias excessivas, além de prevenir infecces
(HE et al., 2020).

3.3 MICRORGANISMOS PROBIOTICOS
3.3.1 Definicéo, caracteristicas e beneficios

Os probidticos séo definidos como “microrganismos vivos benéficos cuja administragdo
em quantidade adequada confere beneficio a salde do hospedeiro”, seja na fungdo dos sistemas
gastrointestinal ou respiratorio expostos em diversos estudos realizados em humanos e animais
(MARTIN; LANGELLA, 2019; RASHIDI et al., 2021). No entanto, as propriedades
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probidticas, bem como seus efeitos especificos na satde do individuo dependem da espécie,
género e linhagem do microrganismo (SANTAGATI et al., 2015). A maioria dos probioticos
sdo bactérias do &cido latico, pertencentes aos  géneros Lactobacillus spp.
ou Bifidobacterium spp., consideradas seguras e adequadas para consumo humano
(LEHTORANTA, LATVALA, LEHTINEN, 2020). Entretanto,
Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, cepas de bactérias  Gram-positivas  do
género Bacillus e algumas leveduras pertencentes ao género Saccharomyces também séo,
frequentemente, aplicadas em produtos probi6ticos (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

O consumo de probidticos acontece principalmente por via oral na forma de
suplementos alimentares, nutracéuticos e adicionados em diversos alimentos, entretanto
encontram-se em maior quantidade nos produtos lacteos (por exemplo, iogurte)
(LEHTORANTA; LATVALA; LEHTINEN, 2020), podendo ser incorporados aos alimentos
isoladamente ou em combinagdes (PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015). Sendo assim, o principal
local de acdo é no TGI, porém também podem ser detectados na mucosa nasofaringea,
adendides e amigdalas apds o consumo oral (LEHTORANTA; LATVALA; LEHTINEN,
2020). A Tabela 2 apresenta as cepas probidticas utilizadas em nutracéuticos e produtos

alimenticios.

Tabela 2 - Probidticos utilizados na indUstria farmacéutica e alimenticia para nutricdo humana.

) - ) Outras bactérias Outros
Lactobacillus Bifidobacterium o _ _
de &cido latico microrganismos
L. acidophilus
L. amylovorus
L. casei B. adolescenteis Bacillus clausii
) o Enterococcus o ]
L. gasseri B. animalis ) Escherichia coli
) . faecium )
L. helveticus B. bifidum ) Nissle 1917
) Ny Lactococcus lactis
L. johnsonii B. breve Saccharomyces
) ) Streptococcus o
L. pentosus B. infantis _ cerevisiae
thermophiles )
L. plantarum B. longum (boulardi)
L. reuteri

L. rhamnosus
Fonte: Adaptado de Markowiak e Slizewska, 2017.
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A Organizagéo das Nagdes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) e a OMS,
mostraram diretrizes com caracteristicas ideais que cada cepa deve apresentar com a finalidade
de fornecer beneficios a saude de individuos que facam ingestdo desses microrganismos
(MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017; PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015). As determinagdes e
pré-requisitos sdo descritos na Figura 4.

Figura 4 - Propriedades de um probidtico ideal.

Propriedades de

Probidtico deal
= Adesdo eficiente |
| ao revestimento |

mtestinal
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genotoxica

Condigdes de

Nio ser A I' processamento
patogénico | L eficazes para

sobreviver

Fonte: Adaptado de Pandey; Naik; Vakil, 2015.

A funcionalidade dos probiéticos é especifica para cada cepa, onde uma Unica cepa pode
apresentar diferentes beneficios quando usada de forma isolada ou combinada e, ainda podem
diferir entre individuos (PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015). No processo de selecdo, as cepas
probidticas devem atender a critérios funcionais (Tabela 3).
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Tabela 3 - Critérios obrigatorias para funcionalidade dos probioticos.

CRITERIO PROPRIEDADES OBRIGATORIAS

Competitividade em relacdo a microbiota que habita o

ecossistema intestinal;
Capacidade de sobreviver e manter a atividade metabdlica e de
crescer no local alvo;

FUNCIONAL Resisténcia a sais biliares, enzimas e ao baixo pH no estdémago;
Competitividade em relagdo as espécies microbianas que habitam
0 ecossistema intestinal (incluindo espécies relacionadas);
Atividade antagonista em relacdo a agentes patogénicos (por
exemplo, Helicobacter pylori, Salmonella sp., Listeria
monocytogenes, Clostridium difficile);

Resisténcia a bacteriocinas e &cidos produzidos pela microbiota
intestinal enddgena;

Aderéncia e capacidade de colonizar alguns locais particulares
dentro do organismo do hospedeiro e, uma taxa de sobrevivéncia

adequada no sistema gastrointestinal.

Fonte: Adaptado de Markowiak e Slizewska, 2017.

Os microrganismos probidticos tém demonstrado evidéncias clinicas na prevencao e
tratamento de diversas doencas, especialmente doencas infecciosas respiratorias e infeccdes
gastrointestinais (IGls), através da colonizagdo da cavidade oral e modulagdo da microbiota
nasofaringea (POON et al., 2020; WANG et al., 2021b), prevencdo e tratamento da diarreia,
constipacdo, alteracfes na conjugacdo de sais biliares, aumento da atividade antibacteriana,
anti-inflamatoria, alivio de sintomas de alergia, cancer, Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
(AIDS), infecgdes respiratorias e do trato urindrio também estdo documentados na literatura
como efeitos benéficos dos probioticos (COLLINSON et al., 2020; MCFARLAND; EVANS;
GOLDSTEIN, 2018; PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015).

A eficacia e seguranca tem sido comprovada em ensaios clinicos com uma dnica ou
multivariadas cepas no manejo de infeccGes respiratorias, especialmente em individuos adultos
e idosos, que sdo 0s mais acometidos por doengas respiratorias, por apresentarem alteragdes em

decorréncia da idade, disfuncées no sistema imunoldgico ou ainda comorbidades (AHREN et
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al., 2021; CHONG et al., 2019a; FONOLLA et al., 2019; PU et al., 2017; WANG et al., 2018,
2021b; ZHANG et al., 2018).

Apesar dos beneficios a saude documentados pelos probidticos de cepa Unica, 0s
microrganismos de cepas multiplas podem ter seus efeitos potencializados devido a sinergia e
aos efeitos aditivos entre os isolados individuais, além de melhores efeitos inibitorios sobre
enteropatdgenos e ainda, beneficios aprimorados combinando efeitos de diferentes cepas em
comparagdo com cepa Unica. Os probioticos multicepas sdo compostos de microrganismos
constituidos por mais de uma espécie ou linhagem de bactérias e, podendo incluir algumas
espécies de fungos com beneficios para a sade humana e animal definidos como suplementos,
contendo mais de uma cepa bacteriana personalizados para condigdes especificas (KWQOJI et
al., 2021; SILVA, 2021). Desse modo, sugere-se que probidticos devem ser administrados
diariamente em doses de 10% a 10*° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) g/ml para conferir
beneficios para a saide em humanos (OLAIMAT et al., 2020).

Os mecanismos associados a ingestdo de microrganismos probidticos, bem como seus
efeitos benéficos podem ser descritos como producdo de substancias inibitérias como peroxido
de hidrogénio (H202) , bacteriocinas, acidos organicos; bloqueio de locais de adesdo para
bactérias patogénicas; competi¢cdo com as bactérias patogénicas por nutrientes; degradacéo de
toxinas, assim como o bloqueio de receptores de toxinas e, modulacdo imunoldgica,
principalmente em doencas respiratorias (DARBANDI et al., 2021; PANDEY; NAIK; VAKIL,
2015).

Os probioticos contém substancias imunoestimuladoras como o &cido lipoteicdico,
peptidoglicano e acido nucleico que atuam tanto no sistema imunolégico adquirido quanto o
inato e, reduzem a gravidade das infeccbes nos TRS e TGI (KANAUCHI et al., 2018), através
do aumento no nivel de interferons do tipo I, no nimero e atividade de células natural killer
(NK), células T e células apresentadoras de antigeno, além do nivel de anticorpos especificos
nos pulmdes, afim de estabelecer o equilibrio dindmico entre as citocinas imunorreguladoras e
pro-inflamatorias (fator de necrose tumoral a (TNFa) ¢ ILB) e reguladoras (TGFb, interleucina-
10 (IL-10)) (DARBANDI et al., 2021; KWOJI et al., 2021).

3.3.2 Probidticos nas infecgOes respiratorias virais
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Atividades antivirais de cepas probidticas contra virus respiratérios comuns, como
rinovirus, influenza e virus sincicial respiratorio tém sido descritas em estudos, demonstrando
ainda que os microrganismos probidticos sdo capazes de tratar e prevenir infeccdes virais
devido a comprovada atividade imunomoduladora e capacidade de estimular a producao de
interferon (INF) (DARBANDI et al., 2021; MIRASHRAFI et al., 2021).

Os Lactobacillus desempenham um papel fundamental no tratamento de disturbios
gastrointestinais e sdo conhecidos também pelas propriedades antivirais, além da inibicdo do
coronavirus gastrico, rotavirus, hemaglutinina tipo 1 e neuraminidase tipo 1 (H1IN1) virus
influenza, e virus da imunodeficiéncia humana (HIV) in vitro e reducdo da carga viral in vivo
(ANWAR et al., 2021).

Os efeitos benéficos imunoldgicos das cepas de Bifidobacterium incluem um efeito anti-
IL-17, desempenhando um papel importante no tratamento do SARS-CoV-2, através do
controle de citocinas realizado pela Bifidobacterium e, estudos tém comprovado a redugéo
dessa bactéria na microbiota intestinal, provavelmente estando associada ao aumento da
gravidade da infec¢do por SARS-CoV-2 (BOZKURT; BILEN, 2021).

As bactérias probioticas acido laticas, Lactobacillus e Bifidobacterium, apresentam
efeito imunomodulador contra virus respiratorios e gastrointestinais, atenuando os sintomas e
reduzindo a carga viral de virus da influenza, virus sincicial respiratorio humano e rotavirus. O
uso de probidticos ainda foi descrito com capacidade de combater 0 SARS-CoV-2 ou seus
sintomas associados por meio da avaliacdo dos seus efeitos antivirais e anti-inflamatérios, in
vitro e in vivo (NGUYEN et al., 2022).

Microrganismos  probidticos isolados ou combinados (Bacillus coagulans,
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium longum, Enteroccus faecium, L.casei, L. gasseri, L.
plantarum, L. rhamnosus e Streptococcus salivarius) expressaram eficacia na prevencdo e
tratamento de doengas infecciosas de origem viral através do aumento do nivel de anticorpos
(IgA, IFN-a e IFN-B), modulagdo da atividade anti-inflamatoria e antiviral (MIRASHRAFI et
al., 2021). Diversos estudos asseguram o papel terapéutico desempenhado pelos probioticos
nas infecgdes respiratdrias virais, sugerindo a modulacéo da expressdo da IL-10 e redugéo da
expressdo de citocinas inflamatorias, como TNF-a, IL-1 e IL-8 (LI et al., 2021).

Um estudo clinico randomizado e controlado por placebo para avaliar a eficacia e
seguranca de uma nova formulagéo probiotica em pacientes ambulatoriais com COVID-19, em

pacientes de 18 a 60 anos tratados com uma formulacdo probidtica de trés cepas
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de Lactiplantibacillus plantarum (KABP022, KABP023 e KAPB033), juntamente com uma
cepa de Pediococcus acidilactici KABP02 (> 2x10° UFC/dia), demonstrou que a
suplementacdo originou a remissdo dos sintomas (53,1%), reducdo da carga viral, definida
como RT-PCR negativo e eliminacdo dos sintomas, além do aumento significativo de
imunoglobulinas M (Ig) e G (IgG) especificos contra 0 SARS-CoV-2 em comparagdo com 0
placebo (GUTIERREZ-CASTRELLON et al., 2022). Outro estudo com pacientes infectados
pelo SARS-CoV-2 com terapia padrdo (hidroxicloroquina, azitromicina, tocilizumabe e,
eventualmente, oxigénio) e terapia padrdo em combinacdo com probidticos orais
(Streptococcus thermophilus DSM 32345, L. acidophilus DSM 32241, L. helveticus DSM
32242, L. paracasei DSM 32243, L. plantarum DSM 32244, L. brevis DSM 27961, B. lactis
DSM 32246, B. lactis DSM 32247) (2,4 x 10° UFC /dia), indicou melhora na falta de ar entre
os individuos que usaram probioticos, uma reducdo significativa de 8 vezes no risco de
evolucdo para insuficiéncia respiratoria, com necessidade de suporte de ressuscitacdo, entre 0s
pacientes em uso de probidticos comparados aqueles sem o uso do probidtico (D’ETTORRE et
al., 2020).

Ensaios recentes atestam que os probidticos podem afetar positivamente o sistema
imunolégico, no entanto, apenas a cepa probidtica oral Streptococcus thermophilus ENT-K12
demonstrou colonizar com sucesso a cavidade oral e modular a microbiota nasofaringea. Um
estudo realizado com profissionais de salde atuantes na linha de frente da COVID-19 com
média de idade de 36,13 + 8,62 anos, demonstrou que a suplementacdo de 1x10° UFC/dia de
Streptococcus thermophilus ENT-K12 por 30 dias foi capaz de reduzir significativamente a
incidéncia de ITRs em 64,8% comparando com o grupo controle, nimero significativamente
menor de dias com sintomas de ITRs (78%), reducdo significativamente na duracdo média dos
episodios de infecgdo (38%) (WANG et al., 2021b).

Lactobacillus acidophilus L - 92, L. rhamnophilus GG e outros probi6ticos podem
melhorar a resposta imune e antiviral no corpo, através de efeitos antibacterianos, anti-
inflamatdrios e até antitumorais. Um estudo realizado com 156 pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2 constataram que a administracdo de 0,5x107 UFC/dia de Bifidobacterium
longum, Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus reduziu significativamente a
duracdo da diarreia, também reduziu significativamente os indices inflamatorios procalcitonina

(PCT) e proteina C-reativa (PCR) em relagdo ao grupo controle (WANG et al., 2021a).
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As espécies de Lactobacillus plantarum pertencentes ao grupo de bactérias gram-
positivas sdo consideradas cepas probidticas indispensaveis na regulacdo da imunidade celular
e humoral inata e adaptativa. O L. plantarum atua aumentando o nivel de IL-10 que é vital na
protecdo do hospedeiro durante as fases agudas da resposta imune contra uma infeccao
patogénica e, reduz os niveis de IL-4, IFN-y e TNF-a e ainda, promove imunidade ao individuo
pela regulacdo de citocina pré-inflamatorias e anti-inflamatérias (ZHAO et al., 2021).

A administracdo de Lactobacillus, como L. acidophilus, L. casei e L. plantarum, resulta
na diminuicdo dos efeitos colaterais induzidos por antibidticos e agentes infecciosos, como
disbiose, diarreia e desregulacdo imunoldgica (COLLINSON et al., 2020; MCFARLAND;
EVANS; GOLDSTEIN, 2018; ZHAO et al., 2021). Outros microrganismos como Bacillus
coagulans, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium longum, Enteroccus faecium, L. gasseri,
L. rhamnosus e Streptococcus salivarius também apresentam eficacia na prevencao e
tratamento de doengas infecciosas de origem viral através do aumento do nivel de anticorpos
(IgA, IFN- o e IFN- B), modulagdo da atividade anti-inflamatdria e antiviral (MIRASHRAFI et
al., 2021).

A melhora clinica parece também estar associada ao uso de probidticos em pacientes
infectados pelos SARS-CoV-2, como reducdo no tempo de melhora clinica, tempo de
internacao, melhora radiolégica, reducdo na carga viral e reducdo na mortalidade (BOZKURT;
BILEN, 2021; LI et al., 2021; ZHANG et al., 2021b).

Na base de dados da Clinical Trials encontram-se estudos registrados em andamento
sobre a suplementacdo de probioticos em individuos infectados com a COVID-19, no qual
categorizou 10 ensaios clinicos com participantes de diversas faixas etarias, avaliando reducéo
dos sintomas, gravidade da doenca, taxa de hospitalizacdo, parametros imunoldgicos, analise

da microbiota, dentre outros (Tabela 4).



Tabela 4 - Ensaios clinicos com probioticos em andamento na doenga de coronavirus 2019 registrados no ClinicalTrials.gov.
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Microrganismo

Inicio do estudo/ Titulo Caracteristicas ~ Design de Populagdo Probiético/Dose Intervengao/ Medidas de resultado
Identificador estudo estimada/ldade Tratamento
28 de outubro de 2021 Evaluation of the Homens e Ensaio N=618 (>18 2 cepas 10x10° Experimental: Sintomas (FLU-PRO),
NCT05080244 efficacy of mulheres, teste Clinico, anos) UFC/capsula - Probiéticos, ansiedade (GAD-7) e
probiotics taken positivo para Randomizado, N&o relata Placebo (Amido  dificuldades de funcionamento
during the acute COVID-19 Quédruplo microrganismo de batata e (WG-SS);
phase of COVID- cego utilizado estearato de Anélises de microbiota
19 to reduce the magnésio) (sequenciamento
occurrence of metagendmico); Carga viral
long COVID (gPCR).
12 de janeiro de 2021 Evaluation of the Homens e Ensaio N=17(>18 anos) 2 cepas 10x10° Experimental: Numero de dias que os
NCT04621071 efficacy mulheres, teste Clinico, UFC - N&o relata Probiéticos, sintomas desaparecem;
of probiotics to positivo para Randomizado, microrganismo Placebo (Amido Gravidade da COVID-19;
reduce the COVID-19. Quédruplo utilizado de batata e Evolucdo da microbiota oral e
duration and cego estearato de fecal.

symptoms
of COVID-
19 (PROVID-19
study): a
randomized,
double-blind,

controlled trial

magnésio)
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31 de maio de 2021 The effect of Pacientes Ensaio N=60 (18-65 Symprove Experimental: Reducdo de tempo de
NCTO04877704 Symprove, a sintomaticos Clinico, anos) (probidtico) - Ndo Probidticos internacdo; Melhorias
multi- hospitalizados ~ Randomizado, relata o Placebo significativamente maiores nos
strain probiotic, as com COVID-19 Triplo cego microrganismo (Placebo sintomas clinicos em oposicédo
an adjuvant in the respiratorio utilizado e dose  combinado com  ao placebo nos dias 3 e 7; Se
management probiético reduz a inflamag&o intestinal;
of COVID-19 in Symprove) Se a recuperagéo dos sintomas
hospitalized € mais completa com
patients 0 probidtico 3 meses apos 0
inicio do estudo.
4 de maio de 2020 The intestinal Pacientes com Ensaio N=41 (>18 1x10° UFC Experimental: % de pacientes - com alta para
microbiota as a diagnéstico Clinico, anos) do probidtico - Probidtico UTI, com melhora entre as

NCT04390477
therapeutic target
in hospitalized
patients
with COVID-
19 Infection

confirmado de
infeccdo por

SARS-CoV-2 e

gue necessitem

de internacéo.

Randomizado.

N&o relata o
microrganismo

utilizado

Controle- Sem

tratamento

visitas inicial e final, com alta
domiciliar, de mortes;

N° - de eventos adversos que
ocorrem durante o periodo de
tratamento, atribuiveis ou ndo

ao produto de intervencdo

e novos casos de infeccdo
positiva por SARS-Cov-2 por

analise de PCR;

% de pacientes com teste

negativo para SARS-CoV-2.
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1° de dezembro de  Role of nutritional Adultos com Ensaio N= 100 (18-65 NordBiotic Experimental: ~ Pontuacdo clinica da doenca de
2021 support COVID-19 Clinico, anos) ImmunoVir Probidtico Coronavirus-19;
NCT04907877 with probiotics in sintomatico Quadruplo (combinacéo de Comparador de Gravidade e tempo de
adult outpatients confirmado. cego, bifido e placebo: recuperacéo;
with randomizado. lactobactérias) - 5 Placebo % pacientes recuperados;
symptomatic CO X 10° UFC (1x ao Taxa de hospitalizacao;
VID-19: a dia) Resposta 1gG de anticorpos
randomized anti-SARS-CoV-2
dietary study
4 de novembro de 2021 Investigation of Individuos Ensaio N=30 (18-99 296 ml de citrato Experimental: Mudanca na escala de
NCT04941703 choice alteration adultos Clinico, Triplo anos) de magnésio + 2 Citrato de resultado ordinal COVID-19.
of the gut hospitalizado ou cego, capsulas Magnésio
metagenome em um randomizado. de probioticos mais probidtico
on COVID- departamento de (ndo informa a Comparador de
19 severity emergéncia com cepa e dose placebo:
internagéo indicada) Placebo
10 de setembro de 2021 Study to Individuos Ensaio N=50 (=18 2 comprimidos Experimental: Recuperacao e alta;
NCT05043376 investigate the adultos Clinico, anos) orais BLIS K12 - Probidtico Reducdo dos dias de

treatment effect
of probiotic Strept
ococcus salivarius
K12 in
hospitalised

patients (Non-

hospitalizados e
que ndo
recebem suporte
ventilatorio

mecanico

randomizado,
sem

cegamento.

Streptococcus

salivarius (ndo

informa a dose
indicada)

hospitalizacéo;
N° de pacientes com melhora
nos marcadores inflamatérios;
Reducdo na taxa de

transferéncia para UTI.
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ICU)
With COVID-19
11 de setembro de 2020 Effect of Individuos Ensaio N=70 (=18 Gel oral contendo  Experimental:  Ocorréncia de sintomas e sinais
NCT05175833 oral probiotics Str adultos Clinico, anos) Streptococcus Probiéticos de pneumonia bacteriana
eptococcus internadosna  Randomizado, salivarius K12 (2 orais secundaria;
salivarius K12 UTI com Quédruplo x 109 e Comparador de  Tempo de permanéncia na UTI
and Lactobacillus sindrome cego Lactobacillus placebo: Taxa de mortalidade.
brevis CD2 on the respiratéria brevis CD2 (4 x placebo oral
prevention of aguda grave 10)
secondary
bacterial
pneumonia in
patients with
severe COVID-
19: a phase Il
randomized
clinical trial
10 de dezembro de 2020 Efficacy Pacientes com Ensaio N=200 (18-75 Probiéticos (10° Experimental: N° de pacientes que morreram
NCT04854941 of probiotics (Lac infeccéo por Clinico, anos) UFC de cada Probidticos durante a hospitalizacéo;
tobacillus COVID-19 Randomizado, cepa: orais N° de dias hospitalizados,
rhamnosus, confirmada RT- sem Lactobacillus Sem pacientes que tiveram queixas;
Bifidobacterium PCR cegamento rhamnosus PDV intervencdo: Incidéncia de internagcdo em

bifidum,

Bifidobacterium

1705,

Bifidobacterium

grupo controle

UTI;
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longum Subsp.
infantis and
Bifidobacterium

longum) in the

bifidum PDV
0903,

Bifidobacterium

longum subsp.

Necessidade e dias de
ventilagdo ndo invasiva e
ventilagdo invasiva;

AlteragBes nos paradmetros

treatment of infantis PDV biogquimicos;
hospitalised 1911e Incidéncia e duracdo da
patients Bifidobacterium diarreia;
with Novel longum PDV Volume maximo dos pulmdes
Coronavirus Infec 2301) 3 vezes por afetados.
tion dia
19 de agosto de 2020 Efficacy and Individuos Ensaio N= 300 (18- 60 Lactobacillus Experimental: Progresséo da gravidade;
NCT04517422 safety of adultos com Clinico, anos) plantarum Probidticos Tempo de permanéncia na
Lactobacillus infeccdo por Randomizado, CECT30292, Comparador de UTI;
plantarum and RT-PCR. Quadruplo Lactobacillus placebo: Taxa de mortalidade;
Pediococcus cego plantarum Placebo Descricéo da carga viral do
acidilactici as CECT7484, SARS-Cov-2;
coadjuvant Lactobacillus Frequéncia de anormalidades
therapy for plantarum pulmonares;
CECT7485¢e Niveis de 19G e IgM;

reducing the risk

of severe disease
in adults

with SARS-CoV-
2 and Its

modulation of the

Pediococcus

acidilactici

CECT7483 (ndo

informada a dose

Frequéncia e gravidade da
manifestacdo gastrointestinal;
Alteragdes no microbioma

fecal;
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fecal microbiota: de cada

A randomized microrganismo)

Clinical Trial

Frequéncia de eventos
adversos;
Alteragdo nos biomarcadores
séricos;

Durag&o dos sintomas
individuais.

Gravidade dos sintomas de

Ensaio N=150 (18-65  Spray de garganta

1° de fevereiro de 2021  Covid-19 primary Pacientes na
anos) contendo 3 cepas

NCT04793997 care support with  atencdo primaria  Clinico, Duplo
de lactobacilos

microbiome com teste cego,
therapy. positivo randomizado, benéficas (Nao
controlado por informa quais

placebo cepas e dosagem

utilizadas)

Experimental:
grupo de spray
Verum
Microbiome
Comparador de
placebo: grupo
de spray
placebo

COVID-19;
Duracéo dos sintomas;
Alteragdo nos nimeros

absolutos de SARS-CoV-2 e
patdgenos bacterianos
especificos;
Alteragdo no microbioma da
regido do nariz/garganta;
Prevaléncia de anticorpos
contra SARS-CoV-2 nos
membros da familia dos

pacientes.

FLU-PRO: InFLUenza Patient-Reported Outcome; GAD-7: General Anxiety Disorder-7; WG-SS: WG Short Set on Functioning; gPCR: Real Time Quantitative PCR; PCR:
Proteina C reativa; COVID-19: Doenca de coronavirus-2019; 1gG: Imunoglobulina G; IgM: Imunoglobulina M; RT-PCR: reacdo da transcriptase reversa seguida pela reacéo

em cadeia da polimerase; SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus-2; UFC: Unidade formadora de coldnia; UTI: Unidade de terapia intensiva;

AST:Aspartato aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Dessa forma, demonstramos através dessa revisao de literatura o efeito benéfico
dos probioticos no tratamento complementar em pacientes com infecgdes respiratorias
como a COVID-19, através da reducdo da gravidade, duracdo dos sintomas e da doenca,
além da melhora dos parametros imunologicos. Estratégias terapéuticas robustas, tais
como dose adequada, tempo e cepas probioticas vém sendo desenvolvidas a fim de se
estabelecer um protocolo especifico para a doenca ocasionada pelo agente viral SARS-
CoV-2. Os Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as cepas probidticas mais utilizadas, com
maior eficacia e seguranca dentre os estudos em humanos, especialmente, adultos e idosos
que sdo a populacdo mais acometida e com maior agravo por infecgdes respiratorias.

Sendo assim, foram apresentados dados relevantes da eficacia e segurancga do uso
de microrganismos probioticos em infec¢Ges respiratorias virais como estratégia
complementar no manejo da COVID-19 e reducdo de agravos a salde, ocasionadas por
agente virais altamente infecciosos que sdo responsaveis por morbidade e mortalidade em

todo o mundo.
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Effect of probiotic administration on COVID-19: a systematic review

with meta-analysis

ABSTRACT

SARS-CoV-2 is the virus that causes the new global pandemic, which has
already resulted in millions of deaths, affecting the world's health and
economy. Probiotics have shown benefits in a variety of diseases, including
respiratory infections, and may be beneficial in the adjunctive treatment of
COVID-19. This study analyzed the effectiveness of probiotics in
adjunctive treatment and in reducing symptoms of patients with COVID-
19, through a systematic review with meta-analysis. The EMBASE
(Elsevier), Pubmed, Scopus, Web of Science and International Clinical
Trials databases Registry Platform (ICTRP) were searched through March
16, 2022. The hazard ratio (RR) with 95% confidence intervals (Cls) was
estimated using a fixed-effect model. RoB 2 and ROBINS | were used to
assess the risk of bias of included studies. Nine studies were included (7
clinical trials and 2 cohorts), of which three clinical trials comprised the
meta-analysis. Results showed that probiotics were associated with a
significant 51% reduction in symptoms portrayed in COVID-19 patients
(RR 0.49, 95% CI 0.40-0.61). There was a significant improvement in
cough (RR 0.56, 95% CI 0.37-0.83), headaches (RR 0.17, 95% CI 0.05-
0.65) and diarrhea (RR 0. 33, 95% CI 0.12-0.96) of patients on probiotic
therapy. These findings suggest that probiotic supplementation is effective

in improving symptoms of COVID-19.

Keywords: coronavirus; coronavirus 2019; viral infection; respiratory

infections; probiotics.
Introduction

In December 2019, a disease resulting from an infection with the new coronavirus, called
Severe Acute Respiratory Syndrome 2 (SARS-CoV-2), named coronavirus disease 2019

(COVID-19), appeared in a province of China, which significantly affected global health
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and economy (Huang et al. 2020). Respiratory infection by SARS-CoV-2 had impacts
worldwide, with 559,469,605 confirmed cases and 6,361,157 deaths estimated by the
World Health Organization (WHO) reported as of July 18, 2022 (World Health
Organization 2022c).

COVID-19 is an infectious disease caused by the viral agent SARS-CoV-2,
defined as a positive-stranded, single-stranded RNA (ribonucleic acid) virus with high
mutagenic capacity, being considered one of the largest known RNA viruses (Chen, Liu,
and Guo 2020). It infects the host by binding to the angiotensin-converting enzyme 2
(ACEZ2) receptor with its structural peak glycoprotein (S protein). The ACE2 receptor is
located in several human tissues, including pulmonary, renal, cardiovascular and
gastrointestinal epithelia, being expressed by arterial and venous endothelial cells and
arterial smooth muscle cells, making them potential targets for SARS-CoV-2 infection
(Caramaschi et al. 2021; World Health Organization 2022a; Huang et al. 2020). Its
transmission normally occurs from individual to individual through direct or indirect
contact with droplets, physical contact and fomites (Zheng 2020; Talic et al. 2021;
Caramaschi et al. 2021). The most prevalent symptoms in infected individuals are: fever,
cough, fatigue, myalgia, headache, loss of smell and taste; the less common are sore
throat, sputum, hemoptysis, diarrhea, chest pain, rhinorrhea, nausea, and vomiting; the
most severe symptoms are loss of speech or mobility or confusion, shortness of breath,
or dyspnea and anorexia (Huang et al. 2020; World Health Organization 2022a; Zheng
2020).

However, since SARS-CoV-2 it is a mutagenic virus, on November 24, 2021,
WHO released the fifth new COVID-19 covariant designated as B.1.1.529, a variant of
concern (VOC) named “Omicron”, exhibiting greater transmissibility and high resistance

to vaccine-induced immunity when compared to previous VOCs. Patients affected by the
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“Omicron” variant presented symptoms of fever, severe fatigue, scratchy throat, wet
cough, runny nose, diarrhea, headache, and other body aches (World Health Organization
2022b; Chenchula et al. 2022).

With the advancement of the COVID-19 pandemic, many studies have emerged
in order to establish a safe and effective pharmacological therapeutic protocol in order to
hold the evolution of the disease. Consequently, many drugs used for other viral
infections were adopted alone or in combination for the management of the disease,
including Chloroquine, protease inhibitors, such as Lopinavir/Ritonavir (LPV/r) (Cao et
al. 2020; Wu et al. 2020), and Remdesivir (Ader et al. 2022; Beigel et al. 2020; Cao et al.
2020; Wu et al. 2020), as well as lvermectin (Deng et al. 2021), and Azithromycin (Kamel
et al. 2022). However, these drugs showed low evidence in non-serious individuals, and
no scientific evidence about safety and efficacy for critically ill patients was (Cheng et
al. 2021; Deng et al. 2021; Huang et al. 2020; Kamel et al. 2022). Although great
achievements have gained prominence in studies of the disease, for example, how
vaccination works to protect against hospitalization and death, in addition to the
significant reduction in the chance of infection, reinfection, and the emergence of new
variants (Chenchula et al. 2022; World Health Organization 2022b), measures aimed at
improving the symptoms of patients with COVID-19 are still of clinical interest.

Complementary treatments, such as the use of probiotic microorganisms, have
emerged in order to obtain a reduction in the period of infection and severity of symptoms,
improvement in the clinical viral infection caused by SARS-CoV-2, and to reduce the
mortality rate (Hu et al. 2021). Probiotics are defined as “beneficial live microorganisms
whose administration in adequate amounts confers a benefit on the health of the host”,
with properties either in the gastrointestinal or respiratory function reported in research

carried out in humans and animals (Rashidi et al. 2021; Rijkers et al. 2010). However,
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these probiotic properties, as well as their specific effects on the individual's health,
depend on the species, genus and lineage of the microorganism (Santagati et al. 2015).
Probiotic microorganisms have demonstrated clinical evidence in the prevention and
treatment of several diseases, especially respiratory infectious diseases, through the
colonization of the oral cavity and modulation of the nasopharyngeal microbiota (Wang
et al. 2021). Efficacy has been proven in clinical trials with a single or multivariate strains
in the management of respiratory infections, especially in adults and elderly individuals,
who are the most affected by respiratory diseases, as they present changes due to age,
immune system dysfunctions or even comorbidities (Ahrén et al. 2021; Chong et al. 2019;
Fonolld etal. 2019; Pu et al. 2017; Wang et al. 2021; Wang et al. 2018; Zhang et al. 2018).
Bifidobacterium and Lactobacillus are probiotic gram positive bacteria,
predominant in the gastrointestinal microbiota, being the two most studied probiotic
species, included in functional foods and dietary supplements (Bermudez-Brito et al.
2012). Their main benefits are improvement of side effects induced by antibiotics and
infectious agents, such as intestinal dysbiosis, diarrhea and immune dysregulation
(Collinson et al. 2020; McFarland, Evans, and Goldstein 2018; Zhao et al. 2021), in
addition to reducing the risk of virus infection, decreasing viral titers (Shi et al. 2021),
and improving/relieving of the severity of symptoms presented (Gutiérrez-Castrellon et
al. 2022; Ke and Zhang 2020; Meskina et al. 2021; Shi et al. 2021; Zhang et al. 2018).
In this context, it is important to carry out a systematic review with meta-analysis
with the studies available in the scientific literature with individuals affected by COVID-
19 treated with probiotic strains to investigate their role in adjuvant treatment and its
association with the reduction of clinical symptoms experienced for these patients. The
present study aimed to analyze the effectiveness of probiotics as adjunctive treatment and

in reducing symptoms of patients with COVID-19, aged 0 to 99 years-old.
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Methods

This review was conducted according to the guidelines of the Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analysis (PRISMA) (Page et al. 2021). The protocol
was registered in the International Prospective Register of Systematic Reviews
(PROSPERO) database before starting the literature search (CRD42022313141).
Eligibility Criteria

Eligibility criteria were defined using the acronym PICO, listed in Table 1. In this
systematic review, the study population (P) was individuals with COVID-19, the
intervention (1) considered was the use of probiotics, the comparison (C) was between a
control or placebo group, and the outcomes (O) investigated were infection incidence,
severity, and gastrointestinal symptoms. In addition, secondary outcomes were also
evaluated, such as changes in the immune response and impact on the intestinal and/or
respiratory microbiota.

Animal studies, review studies, case reports, meta-analyses, studies that did not
evaluate oral therapy with probiotics, studies that used combination with nutrients
(carbohydrates, proteins, lipids, vitamins and minerals), and studies that did not evaluate
the outcomes of interest were excluded.

Based on this, the research question of this systematic review with meta-analysis
is: Are the use of strains of probiotic microorganisms in respiratory infections caused by
SARS-CoV-2 effective in the adjuvant treatment, as well as in reducing the incidence,
symptomatology, severity, alteration of the microbiota and immunological parameters in
individuals aged 0-99 years affected by COVID-19?

Search strategy
Search was carried out in the EMBASE (Elsevier), Pubmed, Scopus, Web of Science and

International Clinical Trials Registry Platform (ICTRP) to identify studies that evaluated
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the use of probiotic microorganisms in individuals with COVID-19 as of March 2022.
No year or language limits of publication were applied.

Descriptors were defined based on Medical Subject Heading (MeSH), Health
Sciences Descriptors (DeCS) and EMTREE. The Boolean operators “AND” and “OR”
were used in all combinations to improve database searches. The published articles
registered in these databases were identified by the descriptors “COVID-19” and
“probiotics” (Table 2).

Gray literature sources were also searched (BioXiv) and the reference lists of all
selected studies were reviewed to identify any studies that were not indexed in the
databases, but that might be relevant for inclusion in this review.

Study selection and data extraction

Titles and abstracts of articles were independently examined by 2 reviewers (SNAV and
JCA) using Rayyan (Ouzzani et al. 2016), a free online software that assists in the initial
screening of studies. Duplicate records were removed prior to initial screening. Studies
that met the inclusion criteria in the initial phase had their eligibility confirmed through
their full reading. Articles that met all inclusion criteria were included in the qualitative
and quantitative synthesis. In cases of disagreement between reviewers regarding the
inclusion or exclusion of an article, a third reviewer (CTC) was consulted. In cases of
continued divergence, a fourth reviewer (MNR) was consulted for a final decision.

Details of included studies were independently extracted by two reviewers
(SNAV and TRSP) using a data extraction form. Extracted data include information
related to study publication and design, sample size, age of participants, study completion
period, study location, study year, exposure, study outcome, confounding control, and
statistical measures used. Authors were contacted by email when the selected studies did

not provide all the information needed to calculate measures of association.
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Risk of Bias Assessment of the included studies

Two reviewers (LSCS and CTC) independently assessed the risk of bias in the included
studies using the Risk-of-Bias tool for randomized trials (RoB 2.0) (Sterne et al. 2019)and
the Risk Of Bias In Non-randomized Studies of Interventions (ROBINS-I) (Sterne et al.
2016).

The RoB2 assesses the risk of bias in randomized controlled trials across five
distinct domains: randomization, deviations from intended interventions, missing data,
outcome measurement, and selection of reported outcome. The classification of risk of
bias through this instrument is performed by domain, classifying it as low (low), some
concerns (some concerns) and high (high).

ROBINS | assesses the risk of bias in non-randomized studies in seven domains:
confounding, participant selection, intervention classification, bias in intervention use,
missing data, outcome measurement, and selection of reported outcomes. The
classification of risk of bias by this instrument is also performed by domain, classifying
it as low (low), moderate (moderate) and high (high).

Statistical analysis

Data from eligible studies were extracted and organized into 2 x 2 tables. The relative
risks (RR) and their respective 95% CI were calculated following the fixed-effect model.
Heterogeneity and consistency between studies were evaluated using the Cochran Q test
and the 12 statistic, considering heterogeneity as p < 0.05 and 12 > 50% (Higgins et al.
2003). A minimum number of ten studies was considered for the elaboration of the funnel
plot and assessment of risk of publication bias (Higgins et al. 2020).

Analysis were performed using the R software version 4.2.0 and the “meta”
package version 5.2-0 (Balduzzi, Riicker, and Schwarzer 2019).

Results
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Selected Studies

The initial search resulted in a total of 1,139 articles, of which 335 were duplicates. After
screening titles and abstracts, 23 studies were analyzed for inclusion criteria and 14 were
excluded. Subsequently, the references of the included studies were manually searched
to detect relevant articles, but none were identified. Articles were excluded once they did
not meet the previously defined study designs and did not analyze only probiotics (Figure
1).

Study characteristics

Nine articles were eligible for inclusion in the present study, consisting of 7 clinical trials
and 2 cohort studies. The articles were published between 2020 and 2022, with the
majority (n = 4) being carried out in China(Ke and Zhang 2020; Wang et al. 2021; Li et
al. 2021; Zhang et al. 2021), followed by Italy (n = 2) (Ceccarelli et al. 2021; d’Ettorre et
al. 2020), Mexico (n = 1) (Gutiérrez-Castrellon et al. 2022), Turkey (n = 1) (Bozkurt and
Bilen 2021) and Russia (n = 1) (Meskina et al. 2021)(Table 3).

A total of 1,410 individuals participated in the studies, 660 in the probiotic-
supplemented group (PRO) and 750 in the placebo group (PLA). The age of the
participants included in the studies ranged from 18 to 77 years-old.

Probiotic supplements were provided in the form of capsules, tablets and sachets.
In all, 17 probiotic strains were used in the included studies to assess their effectiveness
in treating COVID-19. The probiotic microorganisms used were: Bacillus cereus (Li et
al. 2021), Bacillus subtilis (Li et al. 2021), Bacterium bifidum (Meskina et al. 2021) ,
Bifidobacterium lactis (Ceccarelli et al. 2021; d’Ettorre et al. 2020), Bifidobacterium
(Bozkurt and Bilen 2021; Zhang et al. 2021), Bifidobacterium infantil (Li et al. 2021),
Bifidobacterium longum (Li et al. 2021; Wang et al. 2021), Enterococcus (Zhang et al.

2021), Enterococcus faecium (Li et al. 2021), Enterococcus dung (Li et al. 2021),
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Lactobacillus (Zhang et al. 2021), Lactobacillus acidophilus (Ceccarelli et al. 2021;
d’Ettorre et al. 2020; Li et al. 2021), Lactobacillus brevis (Ceccarelli et al. 2021; d’Ettorre
et al. 2020), Lactobacillus bulgaricus (Li et al. 2021; Wang et al. 2021), Lactobacillus
helveticus (Ceccarelli et al. 2021; d’Ettorre et al. 2020), Lactobacillus paracasei
(Ceccarelli et al. 2021; d’Ettorre et al. 2020), Lactobacillus plantarum (Ceccarelli et al.
2021; d’Ettorre et al. 2020; Gutiérrez-Castrellon et al. 2022; Meskina et al. 2021),
Pediococcus acidilactici (Gutiérrez-Castrellon et al. 2022), Saccharomyces boulardii (Ke
and Zhang 2020), Streptococcus thermophilus (Ceccarelli et al. 2021; d’Ettorre et al.
2020; Wang et al. 2021; Li et al. 2021). The most studied species was Lactobacillus
followed by Bifidobacterium.

Risk of bias of included studies

According to the RoB2, one study showed a low risk of bias in all domains evaluated
(Gutiérrez-Castrellon et al. 2022) , while two studies showed some concerns regarding
the risk of bias (d’Ettorre et al. 2020; Wang et al. 2021), and four studies (Bozkurt and
Bilen 2021; Ceccarelli et al. 2021; Ke and Zhang 2020; Meskina et al. 2021)were
classified as high risk of bias (Figure 2).

Of the seven results evaluated, four presented a high risk of general bias (57.14%),
which were related to the randomization process, missing results data and selection of
reported outcome (Figure 3).

According to ROBINS 1, the cohort by Zhang et al. (2021)presented a high risk
of bias in the selection of reported outcomes, while the study by Li et al. (2021)
demonstrated a high risk of bias in the missing data and selection of reported outcomes
domains (Figure 4).

Both cohort studies had a high risk of bias overall (100%), mainly related to

missing data (50%) and bias in the selection of reported outcomes (Figure 5).
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Meta-analysis

The association between probiotic use and adverse events in COVID-19 was evaluated
by 3 randomized clinical trials (Bozkurt and Bilen 2021; Gutiérrez-Castrellon et al. 2022,;
Meskina et al. 2021). The meta-analysis revealed a significant reduction in symptoms
reported by patients with COVID-19 (RR 0.49, 95% CI 0.40-0.61; p = 0.11; 12 = 31%)
(Figure 6).

In the analysis related to type of symptoms, there was a significant reduction in
cough (RR 0.56, 95% CI 0.37-0.83; p = 0.49; 12 = 0%), headache (RR 0 .17, 95% ClI
0.05-0.65; p = 0.38; 12 = 0%), and diarrhea (RR 0.33, 95% CI 0.12-0.96; p = 0.04; 12 =
76%) among COVID-19 patients using probiotics (Figure 6).

Discussion

This systematic review with meta-analysis provides a quantitative estimate of the
effectiveness of adjunctive probiotic treatment in patients with COVID-19. According to
the results of the meta-analysis, the use of probiotics reduces the symptoms experienced
by patients with the disease, especially cough, headache, and diarrhea. However, it is
important to highlight the low number of studies included in this analysis.

Probiotics have their effects on the gastrointestinal and respiratory systems, as
reported by several studies carried out in both humans and animals (Rashidi et al. 2021,
Rijkers et al. 2010). The effectiveness of probiotics with single or multivariate strains in
the management of respiratory infections has been studied in several clinical trials. These
trials proposed to verify probiotic treatment effects, especially in adults and elderly
individuals (Ahrén et al. 2021; Chong et al. 2019; Fonolla et al. 2019; Pu et al. 2017;
Wang et al. 2018; Zhang et al. 2018), which correspond to the population most susceptible
to diseases and respiratory infections since they present changes due to age or

dysfunctions in the immune system. Evidences show that specific strains exhibit powerful
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capabilities in reducing the incidence and duration of symptoms from respiratory
infections, whether caused by bacteria or viruses (Ahrén et al. 2021; Bozkurt and Bilen
2021; Ceccarelli et al. 2021; Chong et al. 2019; d’Ettorre et al. 2020; Fonoll4 et al. 2019;
Gutiérrez-Castrelldon et al. 2022; Ke and Zhang 2020; Li et al. 2021; Meskina et al. 2021,
Pu et al. 2017; Wang et al. 2018; Wang et al. 2021; Zhang et al. 2018, 2021), reassuring
the effectiveness of probiotics in the treatment of respiratory diseases.

In the present study, a 44% lower risk of cough symptoms (95% CI 0.37-0.83)
was observed among patients with COVID-19 using probiotics. A randomized quadruple-
blind study conducted in Mexico evaluated 300 symptomatic adult outpatients for
COVID-19, allocated 1:1 to probiotic formula therapy containing L. plantarum
KABP022, KABP023 and KAPB033 and Pediococcus acidilactici KABP021, summing
2 x 10° colony forming units (CFU), or placebo for 30 days. Probiotic supplementation
was well tolerated and reduced nasopharyngeal viral load and pulmonary infiltrates
compared to the placebo group. Furthermore, probiotic supplementation significantly
increased specific IgM and 1gG against SARS-CoV-2 compared to placebo, which
suggests that probiotics act on the immune system of the individuals (Gutiérrez-
Castrellon et al. 2022).

A Russian randomized clinical trial with 100 adult patients with pneumonia
caused by SARS-CoV-2 virus, divided into an intervention group (using adsorbed
probiotics B. bifidum 5x10® CFU, B. bifidum 5x10” CFU and L. plantarum 8P-A3 5x10’
CFU), and control group (no use of probiotics), observed a significant improvement in
cough among patients in the intervention group compared to those in the control group.
Authors also showed a significant improvement in all respiratory symptoms evaluated,
such as wheezing and breathing difficulties, among patients using probiotics (Meskina et

al. 2021).
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Ceccarelli et al. (2021) analyzed the blood oxygenation parameters of 69 critically
ill patients with COVID-19 who required non-invasive oxygen therapy and had 50%
pulmonary involvement. Twenty-nine patients received standard therapy (low molecular
weight heparin, azithromycin, and remdesivir) while forty patients received standard
therapy and SLAB51 probiotics (Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum,
B. breve, B. infantil, L. acidophilus, L. plantarum, L. paracasei, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. brevis). Patients who received only standard therapy required significantly
greater amounts of oxygen within 24 hours. In addition, they had lower blood levels of
pO2, O2Hb and Sa02 than the group supplemented with probiotics.

An Italian group conducted a study with 70 hospitalized patients with COVID-19,
randomized into standard therapy (hydroxychloroquine, azithromycin, tocilizumab, and
eventually oxygen) and standard therapy in combination with oral probiotics
(Streptococcus thermophilus DSM 32345, L. acidophilus DSM 32241, L. helveticus DSM
32242, L. paracasei DSM 32243, L. plantarum DSM 32244, L. brevis DSM 27961, B.
lactis DSM 32246, B. lactis DSM 32247). This study pointed out to a tendency of
improvement in dyspnea among individuals who used probiotics, more evident in the
second day of treatment. After 7 days of treatment, a significant 8-fold reduction in the
risk of progression to respiratory failure, requiring resuscitation support, was observed
among patients using probiotics compared to those using standard therapy alone
(d’Ettorre et al. 2020).

Similar results were observed in the study by Chong et al. (2019), in which the
use of L. plantarum caused a reduction in the duration of nasal, pharyngeal and general
flu symptoms. In addition, it was also observed a decrease in the incidence of acute
respiratory infections and the induction of immunomodulatory and anti-inflammatory

effects in young adults compared to placebo in a 12-week intervention period. Another
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study, performed by Altadill, Espadaler-Mazo, and Liong (2021), supports that L.
plantarum supplementation for 12 weeks is effective in reducing the number of days of
acute respiratory infection and duration of fever, in addition to reducing the use of
medication.

Studies included in this systematic review also point out to the role of probiotic
supplementation in reducing fever in COVID-19 patients, with significant reduction in
fever duration among patients exposed to probiotics compared to those not exposed
(Gutiérrez-Castrellon et al. 2022; Zhang et al. 2021).

According to the meta-analysis, there is an 83% lower risk (95% CI1 0.05-0.65) of
headaches among individuals with COVID-19 treated with probiotics. In their study,
Gutiérrez-Castrellon et al. (Gutiérrez-Castrellon et al. 2022)reported that patients treated
with probiotics reported significantly fewer headache days. The same was observed in
the study by Meskina et al. (2021), in which the mean duration of headaches in the
intervention group was 4.1 days compared to 6.1 days in the control group (p = 0.011).

Regarding diarrhea, patients with COVID-19 using probiotic therapy have a 67%
reduction (95% CI 0.12-0.96) in the risk of this outcome. Gutiérrez-Castrellon et al.
(2022)observed a decrease in the duration of digestive symptoms in the group using
probiotics compared to the placebo one. However, no significant compositional changes
were detected in the fecal microbiota between the probiotic and placebo groups.

Meskina et al. (2021)also found a shorter mean duration of diarrhea in the group
of patients who used probiotics compared to the control group: 1.8 days versus 3.5 (p <
0.001). Similarly, d’Ettorre et al. (2020)showed that 42.9% of patients using probiotics
did not experience diarrhea within 24 hours of using the therapy, and 92.9% of patients
no longer had the symptom within 3 days. However, more than half of patients not treated

with probiotics still had diarrhea within 7 days.
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In a cohort study, the incidence of diarrhea among 156 patients with COVID-19
was 15.38% (8.16% among patients with mild to moderate illness and 27.59% among
those with severe to critical illness). Among patients with more severe disease, treatment
with probiotics reduced the duration of diarrhea (Wang et al. 2021). Likewise, Ke and
Zhang (2020) observed a shorter duration of diarrhea in the group treated with probiotics
than in the control group. In addition, the author points out that probiotics had an effect
on relieving bloating, nausea, vomiting, and other gastrointestinal symptoms in patients.

A recent systematic review carried out through studies in both animals and
humans analyzed the clinical and laboratory results from the gastrointestinal tract
modulation. It presents Lactobacillus as the most used strain, followed by
Bifidobacterium and Lactococcus, confirming the ingestion of these microorganisms
decreases the risk of infection by rhinovirus, reduces the viral load, and promotes an
improvement/relief of the severity of the symptoms (Shi et al. 2021). Thus, this finding
corroborates the hypothesis that probiotics have a promising effect in reducing the
symptoms presented by symptomatic individuals infected with SARS-CoV-2.

Furthermore, current studies demonstrate the administration of lactobacilli, such
as L. acidophilus, L. casei, and L. plantarum, reduces the side effects induced by
antibiotics and infectious agents, including intestinal dysbiosis, diarrhea, and immune
dysregulation (Collinson et al. 2020; McFarland, Evans, and Goldstein 2018; Zhao et al.
2021). As antibiotic therapy can often be administered to individuals with COVID-19,
probiotics can also be used as an adjunct in the treatment of these patients in order to
reduce these side effects.

Improvements in other clinical symptoms also seem to be associated with the use
of probiotics in patients with COVID-19, such as decrease in time to clinical improvement

(Bozkurt and Bilen 2021; Li et al. 2021; Zhang et al. 2021), length of hospital stay (Zhang
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et al. 2021), radiological improvement (Bozkurt and Bilen 2021), decrease in viral load
(Lietal. 2021; Zhang et al. 2021), and decrease in mortality (Bozkurt and Bilen 2021).

In addition to the previously highlighted symptoms, probiotic supplementation
appears to have an immunomodulatory role in COVID-19. According to Wang et al.
(2021), COVID-19 patients treated with probiotics showed a significantly reduced time
to a negative result in nucleic acid test, and the inflammation indices, including PCT and
CRP, were significantly reduced compared to the control group.

Bozkurt and Bilen (2021)found significant differences in the reduction of
interleukin-6 levels in those who received oral probiotic therapy (median probiotic group
= 6.2; median control group = 33.6; p < 0.001). As for the species of probiotic
microorganism, Kageyama et al. (Kageyama et al. 2022)demonstrated that L. plantarum
significantly increases the innate cytokine index (mean change of 17-fold; p = 0.0138)
and decreases the plasma level of IL-6 (p = 0.0128), compared to baseline in individuals
with COVID-19. Furthermore, ingestion of L. plantarum significantly increases natural
killer cell activity. According to Li et al. (2021), the use of probiotics by patients with
COVID-19 can contribute to the modulation of immunity and decrease the incidence of
secondary infections.

The biological mechanisms associated with these findings, however, are not
completely clear in the literature. However, isolated or combined probiotic strains
(Bacillus coagulans, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium longum, Enteroccus
faecium, L.casei, L. gasseri, L. plantarum, L. rhamnosus and Streptococcus salivarius)
present efficacy in the prevention and treatment of infectious diseases of viral origin by
increasing the level of antibodies (IgA, IFN-a and IFN-B), and modulating the anti-

inflammatory and antiviral activity (Mirashrafi et al. 2021).
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Until now, this is the first systematic review with a meta-analysis on the impact
of the use of probiotic microorganisms on the symptoms of patients with COVID-19.
Based on this analysis, probiotic therapy appears to be promising in the treatment of
COVID-19, demonstrating that supplementation positively contributes to the reduction
and remission of symptoms, decreased hospitalization time, and improvement of
biochemical levels, such as blood oxygenation, cytokines and interleukins levels, in
addition to a lower death rate when compared to the group with no use of probiotics.
However, there is a lack of studies on the evaluation of the intestinal microbiota.

In our analyses, probiotic supplementation involved, for the most part,
Lactobacillus and Bifidobacterium species. The microorganisms of these species are
predominant in the gastrointestinal microbiota, being the most used probiotic gram-
positive bacteria in clinical practice and included in functional foods and dietary
supplements. These probiotic strains promote an increase in the epithelial barrier,
adhesion to the intestinal mucosa, and concomitant inhibition of pathogen adhesion,
competitive exclusion of pathogenic microorganisms, production of antimicrobial
substances, and modulation of the immune system (Bermudez-Brito et al. 2012).

However, the studies included in this systematic review also used other probiotic
strains, such as Bacillus subtilis, Bacterium bifidum, Pediococcus acidilactici,
Saccharomyces bourlardii and Streptococcus tremophilus (Ceccarelli et al. 2021;
d’Ettorre et al. 2020; Gutiérrez-Castrellon et al. 2022; Ke and Zhang 2020; Li et al. 2021;
Wang et al. 2021; Zhang et al. 2021), alone or in combination. Although these
microorganisms are commonly used in clinical practice in the management of several
diseases, they are no fully studied in respiratory diseases. Therefore, these

microorganisms have not been fully investigated in this study.
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Although research on the safety and effectiveness of using probiotics in
respiratory infections indicates improvement in clinical symptoms, there is still not
enough evidence of their role in immune and anti-inflammatory modulation in SARS-
CoV-2 through intestinal modulation. Despite this, the use of probiotics seems to improve
the general clinical picture and immunomodulation of patients with COVID-19.

This systematic review with meta-analysis has strengths and limitations. It refers
to a broad assessment of evidence, integrating all published studies available on the use
of  probiotic  microorganisms in  COVID-19 in the alteration of
immunological/inflammatory markers and patients' symptomatology. Strengths also
include the use of tools to assess risk of bias.

An important limitation of this study is the possibility of type I errors and findings
by chance due to the low number of studies included. Although meta-analyses even with
few studies present valid results, they have limitations that may affect their findings
(Herbison, Hay-Smith, and Gillespie 2011).

In addition, the clinical features of patients were not homogeneous between
studies, and strains of probiotic microorganisms differed considerably among the studies.
Therefore, there is no conclusive evidence to explain whether the reduction in these
adverse effects was directly related to therapy with probiotic microorganisms alone or in
combination, due to the high heterogeneity of strains used in these studies.

Another point that should be highlighted is the variety of treatment regimens,
including dosage and frequency of use of different probiotics. In addition, some studies
have indicated a delay between disease onset and treatment, which may affect the
outcome of patients with severe COVID-19.

Although other outcomes such as fever, anorexia, myalgia, odynophagia,

dyspnea, weakness, hyposmia/dysgeusia, shortness of breath, Sp0O2<95, oxygen
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dependence, and death were included in the general meta-analysis, it was not possible to
perform an individual analysis due to the low number of studies evaluating these
outcomes.

Finally, risk of bias analysis revealed a high risk of bias related to randomization,
missing outcome data, and outcome selection in clinical trials, which possibly tend to
favor probiotic-administered groups over the control groups. Regarding cohort studies, a
high risk of bias was found, mainly related to missing data, beyond bias in the selection
of the reported result that possibly tend to favor groups treated with probiotics.

The findings of this systematic review with meta-analysis suggest that the
administration of probiotic microorganisms in individuals diagnosed with COVID-19
favors the improvement of clinical outcomes and reduction of the worsening of the
disease, in addition to indicate an immunomodulatory potential. However, there is no
conclusive evidence to explain whether the reduction of these symptoms is directly
related to therapy with probiotic microorganisms alone or in combination, due to the high
heterogeneity of the strains used. Thus, considering the low number of studies on the
topic, it is recommended to conduct more randomized studies and well-designed cohorts
that address questions about the strains used, dose, and duration of probiotic therapy to
clarify our findings.
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le 1. PICO criteria for inclusion and exclusion of studies

Inclusion criteria Exclusion criteria
Population Individuals diagnosed with ~ Studies including

COVID-19 (No age individuals without a

restriction) diagnosis of COVID-19
Intervention Probiotics, administered Studies that compared or

orally, without restriction ~ combined administration
of strains, doses, of probiotics with

frequency and duration of  synbiotics, drugs, other

administration. interventions, or nutrients.
Comparation Control or placebo group ~ N/A
Outcome Primary outcomes: N/A

reduction in infection
incidence, severity and
gastrointestinal symptoms
(diarrhea, constipation,
nausea, vomiting).
Secondary outcomes:
changes in the immune
response and impact on the
intestinal and/or

respiratory microbiota.
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Study design Clinical trials and
observational studies

(cohort, case-control or

cross-sectional studies).

Animal studies; review
studies and/or case reports;
meta-analysis, studies in
which orally therapy was
not used; studies in which
the combination with
nutrients was used
(carbohydrates, proteins,
lipids, vitamins, minerals,
etc.), and studies that did

not evaluate the outcomes.

Abbreviation: N/A, not applicable
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Table 2. Search strategy used in March 2022

Database Search Strategy

MEDLINE/Pubmed, Embase ((COVID-19 OR 2019 Novel Coronavirus
(Elsevier),Web of Science, Scopus, Disease OR 2019 Novel Coronavirus
ICTRP Infection OR 2019-nCoV Disease OR

2019-nCoV Infection OR COVID-19
Pandemic OR COVID-19 Pandemics OR
COVID-19 Virus Disease OR COVID-19
Virus Infection OR COVID19 OR
Coronavirus  Disease 2019 OR
Coronavirus Disease-19 OR SARS
Coronavirus 2 Infection OR SARS-CoV-
2 Infection)) AND ((Probiotics OR

Probiotic))

BioXiv ("covid 19 OR 2019 Novel Coronavirus
Disease OR 2019-nCoV Infection OR
SARS Coronavirus 2") AND

("probiotics* OR probiotic*")




Table 3. Characteristics of probiotic studies for SARS-CoV-2 infected individuals diagnosed with COVID-109.

1103

Age =70

Reference | Country | Study design | Population comorbidities Intervention/Dose/Time Outcomes

Bozkurt Turkey | Retrospective | Sex: Male Not defined 1x10 '? CFU Bifidobacterium BB- | Reduction in hospital stay

and Bilen and Female 12 - divided into 3 parts and and IL-6 levels;

(2021) PRO: n = 20, administered for 3 days Lower death rate;
Age = (=18 Improvement of lung
years) [36.0- condition with regression
73.0 years] of  diffuse  airspace
PLA:n=24 consolidations

Ceccarelli | Italy Prospective Sex: Male Not defined S. thermophilus , B. lactis , L. Improved blood

et al.( PRO: n =40, acidophilu, L. helveticus , L. oxygenation and

2021) Age =61 paracasei, L. plantarum and L. hemoglobin levels
(51.0-74.3) brevis - 2.4x10 ° CFU - 3 equal
years doses/day
PLA:n =29,
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(60.0-77.0)
years
d’Ettorre et | Italy Randomized Sex: Male Not defined S. thermophilus , L.acidophilus , L. | Diarrhea resolution;
al. (2020) clinical trial and Female helveticus , L. paracasei , L. Reduced risk of
PRO: n =28, plantarum , L. brevis , B. lactis , B. | progression to respiratory
Age = lactis - 2.4x10 ° CFU/day - 3 equal | failure, requiring
59+14.4 doses per day resuscitation support;
years T: 14 days Survival of COVID-19;
PLA:n =42, No need for invasive
Age = mechanical  ventilation
60.5+14.2 and ICU admission
years
Gutiérrez- | Mexico | Randomized, Sex: Male Diabetes L. plantarum and Pediococcus Complete remission of
Castrellon parallel, and Female mellitus; arterial | acidilactici, at a ratio of 3:1 :1:1 symptoms: fever, cough,
et al. quadruple- PRO: n= hypertension; colony forming units (CFU), headache, myalgia,
(2022) blind, placebo- | 147, Age = smoking respectively, and a total dose of dyspnea, nausea, diarrhea
controlled 37.0 years >2x10 °total CFU, with a and abdominal pain;
(range 18.0 to maltodextrin carrier. Reduction of
60.0) nasopharyngeal viral
PLA:n= load;

146, Age =
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37.0 years Increase in IgM and IgG
(range 18.0 to antibodies  specific to
60.0) SARS-CoV-2

Ke and China Observational | Sex: Male Not defined Saccharomyces boulardii powder Reduction in the duration

Zhang clinical trial and Female 0.5 g, 2 times a day for of diarrhea;

(2020) PRO: n =50, 4 weeks Relief of gastrointestinal
Age = 51.49 symptoms: bloating,
+ 12.94 years nausea and vomiting
PLA: n =40,
Age =50.02
+ 10.64 years

Lietal. China Retrospective | Sex: Male Chronic Combination of B. infantil (2x108 | Significant reduction of

(2021) cohort study PRO:n= bronchitis, CFU), L. acidophilus (1x10 ° cough phlegm;
123, Age = hypertension, CFU), Enterococcus dung, B. High levels in IL-6 and
62.02+10.88 | diabetes, heart cereus 1.5 g; Capsules (B. longum, | ESR (Erythrocyte
years disease, kidney L. bulgaricus, S. thermophilus - 2 Sedimentation Rate), and
PLA:n= failure, liver g; Combined enteric coated biochemical parameters;
188, Age = failure, and capsules of B. subtilis and E. Regulation of total T
60.20£12.67 | tumors faecium - 0.5 g + drugs lymphocytes, NK cells

years

and B lymphocytes;
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Reduction of secondary

infections

Meskina et
al. (2021)

Russia

Prospective,
open
controlled,

randomized

Sex: Male
and Female
PRO: n =50,
Age =55.5
[41.0-56.0]
years

PLA: n =50,
Age =48.0
[41.0-54.0]

years

Not defined

B. bifidum 1 (5x108CFU ), 3
capsules 2 times a day orally for 10
days, after that, from the 11th day
of treatment (including during the
outpatient observation period) - B.
bifidum 1 (5x10 " CFU) in
combination with L. plantarum 8P-
A3 (SBBLP), 5x10 ’ CFU of each
strain, 2 capsules 3 times a day for
14 days

Decreased frequency of
diarrhea, headache,
weakness, shortness of
breath,
hyposmia/dysgeusia;
Lower frequency of fever
and respiratory failure
(insufficient saturation of
capillary blood with
oxygen, respiratory
distress and oxygen
dependence);

Reduction in the risk of
antibiotic-diarrhea
association to who
participated in the
intervention group;
Increase in the average

count of leukocytes,
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lymphocytes and
platelets with
simultaneous decrease in
CRP

Wang et
al. (2021)

China

Randomized

clinical trial

Sex: Male
and Female
Total N = 156
Age = 48.58
years

N mild to
moderate =
98

Age = 46.19
years

N severe and
critical = 58
Age =56.32
years

PRO: n =23,
PLA: n=35

Hypertension;
diabetes;
obstructive

pulmonary

disease; coronary

heart disease

Bifidobacterium Lactobacillus
triplex tablet (0.5 g/capsule. Each
capsule must contain not less than
0.5x10 ’ CFU of B. longum ; L.
bulgaricus and S. thermophilus
must not be less than 0.5x10 ¢ CFU
), 4 capsules at a time, 3 times a

day.

Reduction of diarrhea
duration, PCT and CRP
inflammatory markers;
Higher plasma albumin
levels and lymphocyte
counts;

Reduction in nucleic acid

conversion time
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Zhang et
al. (2021)

China

Retrospective
cohort study

Sex: Male
PRO:n =
179, Age =
48 [36.0-
59.0] years
PLA: n= 196,
Age =50
[36.0-62.0]

years

Hypertension;
diabetes; heart

disease

630 mg (three capsules) 2x/day,
using Bifidobacterium,
Lactobacillus, and Enterococcus
capsules (Bifico); 210 mg, which
contains Bifidobacterium,
Lactobacillus and Enterococcus
(1.0x10 " CFU for each

microorganism)

Reduction and
improvement of
gastrointestinal
symptoms (nausea,
vomiting and diarrhea);
Reduction in the duration
of fever, viral spread and
length of hospital stay;
Accelerated time to

clinical improvement
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Figure 1. Flow diagram of preferred reporting items for systematic reviews and meta-

analyses (PRISMA). Representation of the flow of information in the systematic review.
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Figure 2. RoB2 Summary: Authors' assessment statement on each risk of bias item, presented
as percentages across all studies included in the systematic review and meta-analysis.
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D5: Bias in selection of the reported result. . Low

Figure 3. RoB2: Authors' assessment statement on each risk of bias item, presented as
percentages in all studies included in the systematic review and meta-analysis.
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Figure 4. ROBINS | Summary: Authors' assessment statement on each risk of bias item,
presented as percentages across all studies included in the systematic review and meta-analysis.
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D7: Bias in selection of the reported result.

Figure 5. ROBINS I: Authors' assessment statement on each risk of bias item, presented as
percentages across all studies included in the systematic review and meta-analysis.
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Figure 6. Association between use of probiotic microorganisms during COVID-19 and

reduction of adverse effects.
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