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RESUMO

As Doengas Inflamatoérias Intestinais (DII) constituem um problema de satide global, com
aumento na sua prevaléncia e incidéncia especialmente nos paises desenvolvidos, sendo
as principais DII’s a Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (CU), com
caracteristicas clinicas comuns. Os fatores que provocam as DII’s estdo associados a
interacdo entre a genética individual, ambiente, microbioma intestinal (MI) e resposta
imunitaria. As DII’s sdo geralmente tratadas com farmacos que a longo-prazo acarretam
efeitos adversos, o que impulsiona a procura por outras terapias. Esta revisdo sistemética
procura entender os efeitos dos probidticos nas DII’s, utilizando as bases de dados
PubMed, Scopus e Royal Society of Chemistry, limitada a ensaios clinicos em seres
humanos e ensaios com animais. Constatou-se que o género Lactobacillus € o mais
estudado e o que mais apresenta resultados positivos, seguido de Bifidobacterium e
Streptococcus. As doses probidticas administradas foram capazes de demonstrar efeitos
benéficos variados, como atenuagdo da perda de peso, redu¢do da diarreia, diminuicdo da
infiltracdo de células inflamatdrias associada a diminui¢do da razdo peso/ comprimento
do cdlon, inibicdo da destruicdo da mucosa intestinal e deplecdo de células caliciformes.
Além disso, a suplementacdo com probidticos aumentou a concentragdo de citocina
antiinflamatoria IL-10 no tecido da mucosa, o que demonstra uma maior eficicia na
redu¢do do processo inflamatdrio. No entanto, sdo necessdrios mais estudos para
compreender os seus mecanismos de acao, indicacdo de uso, dose-efeito e melhor via de
administracao antes da sua utilizacdo como coadjuvantes na terapéutica e prevengao da

colite.

Palavras-chave: Doenca Inflamatoria Intestinal; Probiéticos; Colite; Doenca de Crohn.



ABSTRACT

Inflammatory Bowel Diseases (IBD) are a global health problem, with an increase in its
prevalence and incidence especially in developed countries, with the main IBD's being
Crohn's Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC), with common clinical characteristics.
The factors that cause IDI's are associated with the interaction between individual
genetics, environment, intestinal microbiome (MI) and immune response. IDI's are
generally treated with drugs that, in the long term, cause adverse effects, which drives the
demand for other therapies. This systematic review seeks to understand the effects of
probiotics on IDI's, using the PubMed, Scopus and Royal Society of Chemistry databases,
limited to clinical trials in humans and animal trials. It was found that the genus
Lactobacillus is the most studied and the one with the most positive results, followed by
Bifidobacterium and Streptococcus. The probiotic doses administered were able to
demonstrate varied beneficial effects, such as weight loss attenuation, reduced diarrhea,
decreased infiltration of inflammatory cells associated with decreased weight/length ratio
of the colon, inhibition of destruction of the intestinal mucosa and depletion of goblet
cells. In addition, supplementation with probiotics increased the concentration of anti-
inflammatory cytokine IL-10 in mucosal tissue, which demonstrates greater efficacy in
reducing the inflammatory process. However, further studies are needed to understand its
mechanisms of action, indication of use, dose-effect and better route of administration

before its use as adjuvants in the therapy and prevention of colitis.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease; Probiotics; Colitis; Crohn's disease.
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1. INTRODUCAO

As doencas inflamatérias intestinais (DII) sdo doencas crdnicas, de etiologia
multifatorial decorrente da interacdo de fatores genéticos, ambientais, imunoldgicos e da
microbiota intestinal. Em geral, apresentam-se de trés formas: doenca de Crohn (DC),
retocolite ulcerativa (RCU), ou colite ulcerativa, e a colite indeterminada (CI),
ocasionadas pelo que € conhecido como reagdo inflamatdria cronica no trato
gastrointestinal — TGI (FERREIRA; CAVALCANTT; SILVA, 2019).

A colite ulcerativa (CU) e a doenca de Crohn (DC) sdo entidades clinicas distintas,
porém relacionadas. Essas patologias estdo frequentemente associadas a distirbios
nutricionais significativos como por exemplo, desnutri¢do protéico-caldrica, deficiéncia
de vitaminas e elementos tracos. As doengas cronicas, como as DII sdo consideradas um
dos grandes desafios da populacdo moderna, pois tendem a ser progressivas, gerando
impactos significativos na qualidade de vida de seus portadores, que acarretam mudancas
nos ambitos social, psicoldgico e profissional. Um outro fator que agrava a situacdo dos
pacientes portadores de DII no Brasil, € a escassez de estudos e divulgagcdo desse grupo
de patologias, o que contribui para o atraso no diagnéstico e aumento da morbidade
(OLIVEIRA; EMERICK; SOARES, 2010).

O Brasil é considerado um pais de baixa prevaléncia da DII, entretanto, em um
estudo baseado em dados de internagdes hospitalares realizado no estado de Sao Paulo
(2009), apontou que a populagdo mais afetada com a doenca era da raca branca do género
feminino e que houve um aumento de casos de 1,75 a 11,3 casos por 100.000 pessoas
entre os anos de 1986 e 2005, sendo a Colite Ulcerativa das DII que mais aumentou nos
dltimos cinco anos (2001 — 2005) (SILVA, 2011).

A colite ulcerativa € uma doenca cronica que ocasiona inflamacdo das mucosas
do célon, ceco e reto. Algumas evidéncias sugerem que o desenvolvimento e as recidivas
da colite estdo relacionadas a susceptibilidade genética, ao desequilibrio da microbiota
intestinal e a resposta anormal do sistema imunoldgico a antigenos entéricos, que pode
surgir em qualquer idade, com pico de incidéncia entre 20 e 25 anos (CONCEICAO;
VASCONCELOS; SILVA, 2019).

A nivel intestinal ocorre a presenga de um conjunto de microrganismos que o
colonizam, denominado de microbiota intestinal. Estas populagdes estao localizadas entre
a mucosa e o lumen intestinal (BEDANI; ROSSI, 2009; TOMAS; GREER, 2010).
Aproximadamente 40 espécies de bactérias dominam o ecossistema da microbiota

intestinal, as quais
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compreendem os géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium, Fusobacterium,
Clostridium e Lactobacillus (MCLOUGHLIN; MILLS; 2011).

Assim, a parede intestinal abriga tanto bactérias benéficas quanto patogénicas, e
para que o intestino tenha um funcionamento 6timo € preciso que haja um equilibrio entre
estas populacdes (ROCHA, 2011). O desequilibrio ocorre por fatores internos ou externos
ao hospedeiro, incluindo o tipo de parto, a alimentacdo, o uso de antibidticos, fatores
genéticos, idade, estresse, entre outros que se reflete na modificacdo desta microbiota,
ocorrendo diminui¢@o de bactérias benéficas e aumento de patdgenos, caracterizando um
quadro de disbiose (ZHANG et al., 2015).

Os probidticos sdo microrganismos vivos como (Lactobacillus, Bifidobacterium e
Streptococcus salivares), que administrados em quantidades adequadas produzem
beneficios a sadde, tais como: melhoria dos sintomas da sindrome do colén irritavel, colite
ulcerativa e doencas infecciosas, reducdo do desenvolvimento de eczema e outras
alergias. A ingestdo de probidticos beneficia também os individuos saudéveis, evidéncias
sugerem que os probidticos tem fun¢do de reduzir o risco de doengas infecciosas e
infec¢des do trato respiratorio superior (SANDERS et al., 2013).

Existe atualmente uma grande variedade de probidticos disponiveis no mercado e
sua grande procura deve-se a preocupacdo crescente das pessoas pelo bem-estar e pela
saude, acreditando que estes produtos podem ajudar de alguma maneira na melhoria
destas condigdes.

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo apresentar uma revisdo de
literatura sobre os efeitos da suplementacdo de probidticos no tratamento de doencas

inflamatorias intestinais.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

As doengas inflamatdrias intestinais (DIIs) sao distirbios idiopaticos e
reincidentes, caracterizados pela presenca de inflamacdo cronica em todo o trato
gastrointestinal (TGI) ou parte dele (SARTOR, 2006). Os principais fenétipos das DIIs
sdo a doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (RCU) (BOLDEANU et al., 2014). A
DC pode acometer todo o TGI, mas geralmente afeta o ileo terminal e o célon, a
inflamacdo € transmural e segmentar (MATRICON; BARNICH; ARDID, 2010). A RCU
€ restrita ao cdlon, ceco e reto, e as lesdes patoldgicas sdo tipicamente limitadas a mucosa
em um padrdo continuo (RONNBLOM; SAMUELSSON; EKBOM, 2010).

Ambas tém manifestacdes clinicas semelhantes, que incluem diarreia severa, dor
abdominal, fadiga e perda de peso (BOLDEANU et al., 2014). A patogénese das DIIs ndo
estd completamente elucidada, mas se acredita que envolve uma interagdo complexa entre
genética, sistema imunoldgico (SI), ambiente e o ecossistema entérico (CHEN; REN;

SHI, 2014).

2.1.1 Retocolite ulcerativa

A Retocolite ulcerativa € uma doenca inflamatoria intestinal, consiste em uma
inflamacdo idiopatica que envolve a mucosa do c6lon e do reto, resultando em friabilidade
difusa e erosdes com sangramento. Pode, em 40 a 50% dos pacientes, ser limitada ao reto
ou ao retossigmoide. Em 30 a 40% dos doentes vai além do sigmoide, ndo atingindo o
c6lon em toda a sua extensdao e numa minoria, ndo mais do que 20%, atinge todo o célon
(ROYA et al, 2017).

Os principais sintomas sdo: diarreia, enterorragia, tenesmo, eliminacdo de muco e
dor abdominal tipo célica. A doencga € caracterizada por periodos de recidiva sintomética
e remissoes e os sintomas, em geral, permanecem por semanas e até meses. Além disso,
ha intensa correlacdo da gravidade com a extensdo da doenca. Existem manifestacoes
extra intestinais em aproximadamente 25% dos doentes, incluindo o eritema nodoso, a
epiesclerite e a artrite ndodeformante oligoarticular, entre outras (SBCP, 2016).

Acredita-se que a doenga tenha etiopatogenia multifatorial, com participacdes de
fatores genéticos, ambientais, microflora intestinal e reposta imune. No que se refere aos
fatores genéticos e ambientais, sdo mal definidos e ndo sdo ainda sensiveis as

manipulacgdes terapéuticas por razdes técnicas e éticas, apesar de descritas maiores
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incidéncias em gémeos monozigdticos e grupos éticos especificos (SALVIANO,
BURGOS, SANTOS, 2007). E também sugerido que decorram de anormalidades
imunolégicas celulares, ou seja, da reatividade anormal dos linfécitos T da mucosa
gastrointestinal a uma microflora normal nao patogénica, porém a patogénese permanece
desconhecida (SBCP, 2016).

A determinagdo da incidéncia e da prevaléncia das doengas inflamatérias
intestinais no Brasil, como em todos os paises em desenvolvimento, é dificil, em fungao
das deficiéncias dos sistemas de registro de dados, bem como da impossibilidade do
acesso as informacdes de fora do sistema publico de satide. Estima-se que na Asia e na
América do Sul as taxas de incidéncia da RU sdo de 0,5 e 0,08 por 100.000 habitantes,
respectivamente. J4 nos EUA a incidéncia € de 11 por 100.000 habitantes para RU. A
idade de inicio da doencga estd entre os 15 e os 30 anos, tendo um segundo pico entre 0s
60 e os 80 anos (SOUZA et al, 2002) Nao hé predominancia de género, mas uma possivel

associacao com certas sindromes genéticas (SBCP, 2016).

2.1.2 Doenca de Crohn

A Doenca de Crohn (DC) é uma doenca cronica de causa desconhecida e envolve
um processo inflamatdrio que afeta vérias partes do trato gastrointestinal, da boca ao anus,
onde geralmente, o ileo terminal é considerado o epicentro da doenga, enquanto que o
reto € poupado e o duodeno raramente estd envolvido (SANTOS, MARTINS, 2013).

N3ao ha cura, mas as opcoes de tratamento ajudam a aliviar os sintomas, mantém
as remissoes e previnem as recidivas. Com um quadro clinico extremamente variavel, a
DC apresenta sintomas e lesdes prevalentes que diferem de acordo com a sua localizagao,
extensdo, manifestacdes sistémicas e complicacdes potenciais (HABR et al.,2011).

A caracteristica mais marcante da DC € o acometimento transmural do trato
gastrointestinal, que pode afetar todas as camadas, da mucosa a serosa, € que apresenta
um carater descontinuo das lesdes devido a dreas de mucosa preservada em meio as de
atividade inflamatdria. Dessa forma, podem ser observadas desde discretas erosodes,
edema, friabilidade, enantema, sendo mais caracteristica a presenca de tlceras (FERRAZ

,2016).
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Todas essas lesdes podem sofrer processo inflamatério e dessa forma levar a
desnutri¢do do paciente, ndo s6 pela velocidade com que a doenga evolui, mas também
por problemas como anorexia, md absorcdo de nutrientes, estresse oxidativo,
necessidades nutricionais aumentadas e uso de medicamentos. Cerca de 70 a 80% dos
pacientes perdem peso durante a doenga, levando a algum grau de comprometimento
nutricional, e em torno de 23% dos pacientes ambulatoriais e 85% dos hospitalizados com
predominancia de desnutricdo (SANTOS et al, 2015).

Esse déficit nutricional estd associado ao retardo da melhora clinica e da
recuperacao pods-operatoria, bem como a mortalidade e aos crescentes casos de

complicagdes cirurgicas (SILVA, 2012).

2.2 PROBIOTICOS

O termo probidtico origina-se do grego e significa “para a vida”, embora essa
defini¢do tenha origem nos anos 1990, o interesse por micro-organismos potencialmente
benéficos a satde é de tempos antigos. A expressao probidtico foi inicialmente utilizada
por Lilly e Stillwell, em 1965, e vem ganhando muitas denominagdes conceituais, no
entanto a definicdo aceita é que os probidticos sio0 micro-organismos vivos que, se
consumidos de maneira correta, trazem beneficios a saide do consumidor (RAIZEL et
al., 2011).

Definidos como alimento, os probidticos, quando complementados com micro-
organismos vivos e consumidos regularmente em quantidades suficientes e adequadas,
sdo capazes de produzir efeitos benéficos a saide e ao bem-estar, além dos efeitos
nutricionais, que diariamente beneficiam o hospedeiro por meio da melhoria do equilibrio
da microbiota intestinal (VARALLO; THOME; TESHIMA, 2008).

Nos dias atuais, os probidticos sao utilizados na medicina humana tendo em vista
a prevencdo e o tratamento de patologias, a regulacdo da microbiota intestinal, a
interdicdo da carcinogénese e em disturbios do metabolismo gastrintestinal. Os micro-
organismos pertencentes ao género Lactobacillus sido caracterizados como gram-
positivos, e o género compreende 56 espécies;o género Bifidobacterium habita no trato
intestinal humano, em especial de criancas (85% a 99% da microflora normal) (SANTOS;

CANCADO, 2009).
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No intestino adulto em bom estado de satide, a microbiota intestinal prevalente é
composta por micro-organismos que promovem a saide em sua maior parte pertencem
aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, os quais podem ser encontrados em
iogurtes, produtos lacteos fermentados e suplementos alimentares, para que uma cepa seja
considerada probidtica (RAIZEL et al., 2011).

As bactérias do género Lactobacillus estdo distribuidas em vdrias cavidades do
trato gastrointestinal e integram uma importante parte da microbiota, a sua utilizacdo é
afetada por diversos fatores ambientais como: pH, disponibilidade de oxigénio, nivel de
substrato especifico, presenca de secrecdes e interagdes bacterianas. Como possuem
propriedades potencialmente probidticas, uma das bactérias desse género, a L.
acidophilus e L. casei, tem sido abundantemente usada pelos laticinios para a
produtividade de leites fermentados e outros derivados lacteos. Esse género degrada
amidalina, celobiose, frutose, galactose, lactose, glicose, maltose e manose (RAIZEL et
al., 2011).

Alguns géneros de bactérias intestinais, como o Lactobacillus e o
Bifidobacterium, os quais sdo os mais utilizados pelas industrias, estdao de modo direto
associados como impulso da resposta imune pelo crescimento da producdo de anticorpos,
ativacdo de macrofagos, proliferacdo de células T, producdo de interferon e outros
beneficios (VARALLO; THOME; TESHIMA, 2008).

Em doencas inflamatérias cronicas do intestino e outras situagdes
gastroenteroldgicas, parece bastante promissor o uso de probidticos, especialmente de
Saccharomyces boulardiie do género Lactobacillus casei para a doenga de Crohn, para a
colite ulcerosa e para a inflamacao cronica da bolsa ileal, obtém-se resultados satisfatorios
com o uso de probidticos na sindrome do intestino curto e na alergia alimentar,
supostamente pela reducdo da permeabilidade intestinal e pelas suas caracteristicas anti-
inflamatorias (VARALLO; THOME; TESHIMA, 2008)

Segundo Szajewska et al. (2006), existem critérios utilizados e aceitos na literatura,

para classificar os organismos como probiéticos (Quadro 1):



Quadro 1: Critérios de identificacdo de organismos probidticos

Ter origem humana

Nao ser patogénico

Ser resistente ao processamento

Ser estdvel e permanecer vidvel, apds exposicao aos sucos digestivos

Aderir-se a célula epitelial

Ser capaz de persistir no trato gastrointestinal

Ser capaz de influenciar atividade metabdlica local

Fonte: (Szajewska et al., 2006)

19
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. TIPO DE PESQUISA

Esse estudo se caracteriza como uma pesquisa qualitativa, realizada a partir de uma revisao integrativa de literatura, buscando identificar
producdes publicadas entre 2014 e 2020, que tratam sobre o efeito do uso de probidticos nas doengas inflamatorias intestinais (DII’s).
Este tipo de levantamento bibliogréafico contribui para a sistematiza¢do e andlise dos resultados, visando a compreensdo do tema proposto a

partir da andlise de estudos anteriormente publicados, levando a constru¢do de hipoteses (WHITTEMORE; KNAFL, 2005).

3.2 ETAPAS METODOLOGICAS

A pesquisa seguiu os padroes de rigor metodoldgico propostos para a revisdo integrativa da literatura. Apds validagdo do protocolo de
pesquisa, foram percorridas as seis etapas sugeridas para desenvolvimento do método: 1) identificacdo do tema e defini¢do da questao de pesquisa;
2) estabelecimento de critérios para inclusdo e exclusdo de estudos; 3) definicdo das informacdes a serem extraidas dos estudos selecionados; 4)
avaliagdo dos estudos incluidos na revis@o integrativa; 5) interpretagao dos resultados; e
6) apresentacao da revisao/sintese do conhecimento (WHITTEMORE; KNAFL, 2005).

Na primeira etapa, foi formulada a questdo norteadora: O uso de probidticos para o tratamento de DII’s ¢ eficaz?

A segunda etapa envolveu a busca na literatura, que ocorreu entre os meses de setembro e dezembro de 2019, utilizando como ferramenta a
Biblioteca Virtual em Saude (BVS), a partir dos descritores em ciéncias da satide (DeCS): “Probiodticos” AND “Doenga inflamatoria intestinal”
AND “Colite” AND “Lactobacilos” AND “bifdibacterium”. A partir do uso dessa ferramenta, foi possivel a identificacdo de artigos dentro das mais
diversas bases de dados, tais quais: PubMED, Scielo, Royal Society of Chemistry e Scopus.

Foram adotados como critérios para selecao dos artigos: todas as categorias de artigos publicados em todos os idiomas, entre 2014 e 2020.
Foram critérios de exclusdo: resenhas, anais de congresso, teses, dissertacdes e boletins epidemioldgicos.

Ap6s a busca foram localizados 104 estudos. Estes foram submetidos a uma leitura flutuante, na qual foram analisados seus titulos e resumos.

Excluiu-se nesta etapa, estudos que apareceram mais de uma vez na busca e toda a produ¢ao nao relacionada com o escopo da pesquisa, no total de
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79.

ApOs esta etapa, pré-selecionou-se e submeteu-se a leitura integral 25 artigos, como mostra a figura 1. Na terceira etapa, estes estudos foram
organizados para fichamento das informagdes relevantes (TABELA 1), sendo extraidos dados como: titulo, mecanismo proposto, tipo de estudo, ano
de publicacao e base de dados.

Figura 1: Fluxograma da elegibilidade dos artigos

Regisires identificados por
meia de pesquisa na base de ——i Registros excluides= 79
dados= 104

1

reqistros potencialmente
atrelados ao tama= 25

1

Regisros diretamente
relacionados as Dils= 14

1

Arfigos incluidos na sintesa
gualitativa= 10

S Astigos excluidos= 04

Fonte: autoria prépria (2020).

Na quarta etapa foram selecionados 10 artigos para utilizar como base das discussdes deste trabalho, pois a partir da leitura integral, eles
apresentaram uma maior proximidade e relevancia em relagdo a questao norteadora desta pesquisa. Na quinta etapa, estes artigos foram analisados
profundamente. Seguiu-se com a discussdo sustentada a partir da literatura pertinente. Por fim, na sexta etapa, foi processada entdo a revisao de

literatura e sintese do conhecimento.



Tabela 1: Descri¢do dos artigos referentes aos objetivos, discussdes, resultados e conclusao.

Rastrear bactérias de acido lactico (BAL) por sua atividade anti- Pesquisa
CHOlI et al, 2019 inflamatéria usando células RAW264.7 e colite induzida por sulfato experimental PubMed
de dextrano de soédio (DSS).
Caracterizar a atividade imunomoduladora da cepa Lactobacillus .
" , o ) ) i Pesquisa
STOFILOVA et plantarum LS/07 in vitro, usando modelo de intestino funcional de .
) experimental
al., 2019 colite Scopus
ALARD et al, Identificar novas cepas probidticas, com alto potencial para o Pe?, dquisa PubMed
2018 . . e . experimental
manejo de doengas inflamatdrias intestinais
KIM et al., 2017 Examinar uma I:OV.a combinagdo de'problotlc,:o's p?ra dejser'lvolver Pesgulsa
um agente terapéutico para doencas inflamatdrias intestinais (DII) experimental

PubMed




LEVIT et al.,
2016

AL-HASSI et al,
2014

MANN et al, 2014

KASHIMA et al,
2015

LIU et al, 2019

RODRIGUES et
al, 2018

Avaliar o possivel potencial terapéutico do leite de soja fermentado
pela cepa produtora de riboflavina, Lactobacillus plantarum

Manipular a flora intestinal usando probidticos para corrigir e / ou
prevenir a fungdo imunoldgica desregulada na UC

Manipulagdo indireta das respostas das células T através dos efeitos
do condicionamento bacteriano na DC intestinal, com implica¢cdes
nos efeitos imunomoduladores da microbiota comensal in vivo

Investigar se o polifosfato (poli P), uma molécula ativa derivada de
Lactobacillus brevis, poderia melhorar a fibrose em um modelo de
colite cronica.

Rastrear uma nova cepa probidtica com atividade antiinflamatdria e
investigar os mecanismos potenciais subjacentes a sua atividade

Analisar o efeito de pré-tratamento de Lactobacillus rhamnosus
EM1107, isolado (EM1107) ou adicionado a queijo de cabra
(LRC), em ratos com colite induzida por acido acético

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental

Pesquisa
experimental
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PubMed

PubMed

PubMed

Scopus

Royal Society of
Chemistry

Scopus
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INDUCAO DA COLITE

Nos estudos que tratam de Doencas Inflamatdrias Intestinais (DII), os portadores
estudados (humanos ou animais) podem ser classificados, segundo o acometimento do
processo inflamatério, em dois grupos. O primeiro contempla aqueles individuos que
apresentam a DII de forma ndo-induzida (natural), o que geralmente ocorre em estudos
com humanos, como nas pesquisas realizadas por MANN e colaboradores (2014) e AL-
HASSI e colaboradores (2014), onde a doenca é decorrente da interacdo de fatores
genéticos, ambientais, imunoldgicos e da microbiota intestinal. O segundo grupo se refere
aos portadores de DII cuja inflamacao ocorre de maneira induzida por algum agente como,
por exemplo, Sulfato de Dextrano de Sédio - DSS (CHOI et al., 2019; STOFILOVA et al.,
2017; KIM et al., 2017, KASHIMA et al.,, 2015; LIU et al.,, 2019), o Acido
Trinitrobenzeno Sulfénico - TNBS (ALARD et al., 2018; LEVIT et al., 2016), Acido
Dinitrobenzeno Sulfonico - DNBS (ARAUJO et al, 2016) e Acido Acético
(RODRIGUES et al., 2018, OLIVEIRA et al,. 2018). Esse tltimo grupo geralmente ocorre
em estudos feitos com animais, sendo o DSS e o TNBS os agentes indutores mais

aplicados.

4.2 SINAIS CLINICOS RELACIONADAS A COLITE

A causa da UC pode ter origem em diversos fatores, o que torna complexa a
prevencdo e tratamento da patologia, no entanto, os seus efeitos ja foram verificados por
varios cientistas, os quais comprovaram que os disturbios na microbiota intestinal e a
resposta inflamatdria sdo sintomas caracteristicos de pacientes acometidos com adoenca
(Saad, 2006, apud Rodrigues e colaboradores, 2018). Além disso, outras alteragdes podem
ser percebidas nos portadores da UC, tanto em humanos como em animais, sendo as
principais relacionadas a reducio de peso, diarreia, sangramentos, aumento da relacdo
peso/ comprimento do cdlon, danos histolégicos, entre outras (ABRANTES, 2015)

Ap6s a inducdo da UC esses sintomas foram percebidos em diversos estudos.
Ap6s a administragdo de DSS em ratos e camundongos, diferentes estudos verificaram
diminui¢des significativas no peso corporal € no comprimento do c6lon desses animais.
Além disso foi verificado que o tecido coldnico, que no grupo controle mostrou epitélio

e camada mucosa normais, apresentou extensa ruptura do epitélio e infiltracao decélulas
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inflamatérias foram observados no grupo tratado com DSS (CHOI et al., 2019;
STOFILOVA et al., 2017; LIU et al., 2019). Na pesquisa realizada por Stofilova e
colaboradores (2017), a indugdo de UC fez com que surgisse também diarreia aquosa com
sangramento a partir do sexto dia ap6s a administracdo do 4cido, que foi associada a um
aumento significativo do indice de atividade da doenca (DAI). Além disso, a relacdao
peso/comprimento do célon e o indice de inflamacdo do célon foram significativamente
elevadas no grupo tratado com DSS, tais achados foram corroborados por outros
pesquisadores (KIM et al., 2017; KASHIMA et al., 2015).

O indice de atividade da doenca (DAI) é um cédlculo numérico derivado da soma
dos produtos de uma lista de 8 itens e multiplicado por fatores de ponderacdo para cada
item para definir a gravidade da “atividade da doenc¢a” (Quadro 2). O estudo de Kashima
e colaboradores (2015), que também relatou o encurtamento do cdlon, associa esse
achado com a inflamacao e fibrose causadas nos animais dos grupos coliticos. O mesmo
relato € encontrado na pesquisa de Liu e colaboradores (2019), onde além do
encurtamento do célon, a coloracdo HE dos tecidos do c6lon revelou aumento nos sinais
de inflamacdo com a perda de criptas do epitélio, criptas irregulares e estruturas
submucosas, bem como edema intestinal mais extenso no grupo DSS.

Alguns autores descreveram um dano significativo a estrutura do c6lon, incluindo
infiltracdo de células inflamatdrias, inflamagdo transmural com espessamento da
musculatura e perda de criptas no célon, mostrando um agravamento clinico da doenca
(LIU et al., 2019; CHOI et al., 2019).

Ja no estudo de Levit e colaboradores (2016), a inoculacdo de TNBS em ratos foi
associada a perda de peso corporal em todos os grupos quando comparado ao controle.
Além disso, os intestinos dos ratos do grupo TNBS mostraram infiltracdes e alteracdo na
arquitetura das criptas do cdlon, além da proliferacdo de vasos sanguineos situacio

semelhante foi verificada na pesquisa de Kashima e colaboradores (2015).



Quadro 2: Itens DAI e fatores de ponderagao

Item (soma didria por semana)

Numero de fezes liquidas ou muito moles
Pontuacdo de dor abdominal em uma semana (classificacao, 0-
3)

Bem-estar geral (classificacdo, 1-4)

Soma das descobertas fisicas por semana:

Artrite / artralgia
Lesdes nas mucosas (por exemplo, eritema nodoso, tlceras
aftosas)

Irite / uveite
Doenca anal (fissura, fistula, etc. )

Fistula externa (enterocutanea, vesicula, vaginal, efc. )
Febre acima de 37,8 ° C
Uso de medicamento antidiarreico
Massa abdominal (no = 0, equivoco = 2, sim = 5)

47 menos hematdcrito (homens) ou 42 menos hematdcrito
(mulheres)

1-x (1 peso corporal dividido por um peso padrao)

Fonte: Freeman (2008)
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Fator de
ponderacao
2
5
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4.3 CEPAS PROBIOTICAS NA REDUCAO DO PROCESSO INFLAMATORIO

A doenca inflamatoria intestinal (DII) é uma doencga cronica do trato digestivo,

que inclui duas formas clinicas distintas, Doenca de Crohn (CD) e Colite Ulcerativa (UC).

Ambas as formas s3o caracterizadas por inflamacdo intestinal cronica. O processo

inflamatério € uma resposta imune inadequada as bactérias endégenas (FIGURA 2), que

ocorre em portadores geneticamente suscetiveis como resultado de interagdes complexas

entre o sistema imunoldgico intestinal, a microbiota intestinal e fatores ambientais

(STOFILOVA et al, 2017).
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Figura 2: Esquematizacio do processo inflamatério em tecido coldnico.
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Fonte: Ribeiro, 2016.

Para que ocorra uma resposta humoral e celular adequadas, hd necessidade da
expansao clonal dos linfocitos T auxiliares, seguida pela sua ativacao. Logo, os linfécitos
T ativados produzem citocinas que levam a ativacao de outras células efetoras, que podem
atuar diretamente ou produzir citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas, que junto com a
expressao das moléculas de adesdo controlam os processos de ativagdo e migracao aos
sitios inflamatdrios, sdo os conhecidos marcadores inflamatérios (FERRAZ, 2015).

Os marcadores inflamatérios sdo, portanto, proteinas de baixo peso molecular
com fun¢des metabdlicas e enddcrinas, que participam dos mecanismos de inflamacio e
da resposta imunoldgica do organismo para garantir a homeostase. Estes podem ser
divididos em: citocinas pro e antinflamatérias; adipocinas; quimiocinas; marcadores de
inflamacdo derivados de hepatdcitos; marcadores de consequéncia da inflamacgao e
enzimas (MIRANDA et al., 2014). Os marcadores pré-inflamatérios mais comuns nos
estudos relacionados as DII sdo: a necrose tumoral o (TNF-a), a interleucina 1  (IL-
1B), a interleucina 4 (IL- 4), a interleucina 5 (IL- 5), a interleucina 6 (IL- 6), a
interleucina 8 (IL- 8), a interleucina 12 (IL-12) e a interleucina 1827 (IL-1B27) e o
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interferon y (IFNy). J& os marcadores antiflamatorios mais comuns sdo: a interleucina 10
(IL-10) e o Fator de Transformagao de Crescimento (TGF- ).

A resposta imune da mucosa gastrointestinal dos pacientes com Doenga de Crohn
¢ basicamente realizada por linfécitos T CD4+ com fendtipo Thl, caracterizado pela
producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-1B27. Por outro lado, a
resposta imune em pacientes com Colite Ulcerativa é realizada por linfécitos T CD4+
com fenotipo Th2, caracterizado pela producdo de IL-4, IL-5 e IL-6 que favorecem a
imunidade humoral, estimulando a proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos B e a
consequente produgdo de anticorpos (FERRAZ, 2015).

Nos estudos aqui analisados, os marcadores pré-inflamatérios avaliados foram IL-
1 B (LIU et al., 2019; STOFILOVA et al., 2017); IL-6 (CHOI et al., 2019; ALARD et
al.,2018; KIM et al, 2017; LIU et al, 2019); IL-12 (ALARD et al, 2018); IFNy (et al,
2018) e IL-17 (KASHIMA et al., 2015). J4 os marcadores antiinfamatérios TGF- 3 e IL-10
foram comuns para todas as pesquisas analisadas.

A estratégia terapéutica implementada para tratar DII € induzir e manter a
remissdo da doenca. Sendo assim, os pacientes precisam tomar medicamentos
cronicamente, o mais comum € o uso de drogas que envolvem antiinflamatorios,
corticoides e o proprio sistema imunolégico modulador, mas eles ndo sdo eficazes em
todos os casos (Pereira, 2007, apud Rodrigues e colaboradores, 2018).

Drogas imunossupressoras e biologicas, como azatioprina e bloqueadores do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), respectivamente, foram amplamente utilizados como
terapia para DII (NEURATH, 2017; PITHADIA; JAIN, 2011). Apesar da eficéicia
comprovada desses agentes farmacoldgicos, o seu uso provoca diversos efeitos colaterais,
além de nao terem um custo acessivel. (BRESSLER et al., 2015, MOURA et al., 2015).
Portanto, é de grande interesse estudar alternativas terapéuticas na reducdo dos sintomas
inflamatérios, entre os quais incluem bactérias probidticas (DERIKX, DIELEMAN;
HOENTIEN, 2016, LE; YANG, 2018, SAEZ-LARA et al., 2015, SEO et al., 2017).

O uso de probiodticos em DII € principalmente apoiado pela capacidade de modular
os componentes da microbiota intestinal, um importante fator etiolégico da DII (AMIT-
ROMACH et al., 2015). Porém, além de modular a microbiota, outros mecanismos dos
probidticos garantem beneficios no tratamento da DII, como fun¢do de barreira melhorada
(RODRIGUES et al., 2018; LIU et al., 2019), permeabilidade da mucosa reduzida (KIM
et al.,2017; CHOI et al., 2019; MANN et al., 2014; STOFILOVA et al.,
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2017; LIU et al., 2019), a¢do imunorreguladora com supressdo de citocinas pro-
inflamatérias (KIM et al., 2017) e inducao de citocinas protetoras, tais como IL-10 e Fator
de Transformagio de Crescimento beta (TGF-B) (KASHIMA et al., 2015; STOFILOVA
etal., 2017; LEVIT et al., 2016; ALARD et al., 2018).

Foi relatado em varias pesquisas, que hd um equilibrio perturbado entre citocinas
pré-inflamatérios (TNF- a, IL-1, IL-6, IL-8) e citocinas anti-inflamatérias (IL-10, TGF-
b) em pacientes acometidos por DII. Estudos em modelos animais de DII e alguns ensaios
mostraram que a manipulacdo especifica de citocinas parecem reduzir a gravidade da
doenca e mantém em remissdo, assim, na ultima década, vdrias tentativas foram feitas
para tratar pacientes com agentes moduladores de citocinas, como citocinas
antiinflamatdérias recombinantes ou anticorpos especificos contra citocinas pro-
inflamatodrias. No entanto, o uso de citocinas antiinflamatérias, como anti-TNF, tém
efeitos colaterais ligados ao risco aumentado de infeccdes por bactérias, virus e fungos, e
apenas algumas delas sdo eficientes em ensaios clinicos, enquanto outros nao.

Dada a importancia da microbiota na patogénese da DII, o uso de probiéticos no
tratamento dessas patologias tem sido extensivamente explorado. Nesse sentido, a
atividade benéfica dos probidticos na DII foi demonstrado em modelos animais, incluindo
camundongos knock-out para IL-10 (STOFILOVA et al., 2017; LEVIT e et al., 2016;
KASHIMA et al., 2015), bem como efeitos promissores tendo sido demonstrados em
humanos (AL-HASSI et al, 2014; MANN et al, 2014). De um modo geral, as principais
cepas probidticas utilizadas nestas pesquisas sdo dos géneros Bifdobacterium,
Lactobacillus, Streptococcus e Lactococcus.

Al-Hassi e colaboradores (2014), avaliaram o efeito do peptideo Serina-Treonina
de Lactobacillus plantarum em células dendriticas do intestino humano acometidas por
um quadro inflamatério provocado pela colite ulcerativa. A expressao de marcadores de
células dendriticas imaturas DC-SIGN e ILT3 e receptores Toll-like semelhantes foram
aumentados no intestino. J4 Langerina (envolvida na fagocitose), linfonodo marcador de
homing CCR7 (enderecamento) e os marcadores de ativacdo CD40 / CD80 / CD86
diminuiram na colite ulcerativa. As c€lulas dendriticas intestinais coliticas tiveram sua
capacidade estimulatdria restrita para células T. Foi observado o condicionamento de
células dendriticas pelo STp in vitro, com redugdo da expressao do receptor Toll-like,
aumento da expressdao de CD40 e CD80 e restauragdo sua capacidade estimulatoria.

Mann e colaboradores (2014), realizaram sua pesquisa utilizando a cepa

Lactobacillus casei Shirota (L.cS), e células dendriticas intestinais humanas saudaveis ou
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provenientes de pacientes com UC para determinar se ocorrem alteracoes na sua
capacidade de gerar respostas de células T em DII e condicionar células dendriticas
intestinais para determinar qualquer efeito de denotacao nas células T. Células dentriticas
intestinal sdo distorcidas na colite ulcerosa (UC) em humanos, com uma perda de CD103
+ com de enderecamento DC de linfonodo, este subconjunto de células dendriticas
intestinais gera células T regulatérias em camundongos. A infiltracio de células
dendriticas negativas para o marcador mieloide CD11c, com expressdo aumentada de
receptores Toll-like no reconhecimento de bactérias foi melhorada. Apds a reacdo de
leucécitos mistos, as células dendriticas do célon inflamado tiveram uma capacidade
aprimorada para gerar células T CD4 + especificas do intestino com aumento na producao
de IL-4, mas uma perda de INF-y e producao de IL-22.

O condicionamento destas células com cepa probidtica de Lactobacillus casei
Shirota na colite ulcerativa restaurou parcialmente sua funcdo normal indicada pela
reducdo da expressdo do receptor Toll-like 2/4 e restauracdo de sua capacidade de
imprimir moléculas de enderecamento em células T e para gerar a producdo de IL.-22 por
células T estimuladas. A disfun¢do de células T em UC € impulsionada pelas células
dendriticas. As respostas das células T podem ser manipuladas indiretamente por meio
dos efeitos do condicionamento bacteriano nas DCs intestinais com implicagdes para os
efeitos imunomoduladores da microbiota do comensal in vivo.

Choi e colaboradores (2019), usaram em sua pesquisa as seguintes cepas:
Lactobacillus plantarum (CAU1045, CAU1054, CAU1055, CAU1064 e CAU1106),
Weissella viridescens CAU1224, Lactobacillus sakei ssp. sakei CAU1273 e Lactobacillus
salivarius CAU1301, com intuito de rastrear bactérias dcido lacticas por sua atividade
anti-inflamatéria usando células RAW264.7 e colite induzida por sulfato de dextrano de
sodio (DSS). A administracdo oral das cepas inibiu a perda de peso corporal, reduziu o
encurtamento do célon e danos ao célon em camundongos. O tecido do célon dos
camundongos tratados com Lactobacillus plantarum cepa CAU1055 demonstrou reducao
significativa nos niveis de 6xido nitrico, ciclooxigenase 2, TNF- a e IL-6.

J4 Rodrigues e colaboradores (2018), analisaram o efeito de pré-tratamento de
Lactobacillus rhamnosus EM1107, isolado (EM1107) ou adicionado a queijo de cabra
(LRC), em ratos com colite induzida por dcido acético. EM1107 ou LRC mostrou um
efeito protetor na inflamacdo intestinal, reducdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO),
TNF-0, IL-1B no coélon e melhora do estresse oxidativo. A avaliacdo histolégica

confirmou o efeito benéfico na preservacio do tecido coldnico. A andlise
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imunohistoquimica intestinal revelou supressao de IL-17, NF-xB p65, MMP-2, MMP-9
e expressao de iNOS, e regulagdo positiva de SOCs-1, ZO-1 e MUC-2, que sdo proteinas
importantes da barreira da mucosa intestinal.

Stofilova e colaboradores (2017), utilizaram a cepa probiética Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) ATCC 53103 como referéncia, com o intuito de caracterizar a
atividade imunomoduladora da cepa Lactobacillus plantarum 1LS/07 in vitro e estudar seu
potencial anti-inflamatério na colite induzida por sulfato de dextrano de sédio (DSS) em
ratos. Como resultados, os autores puderam observar que L.plantarum L.S/07 induziu a
producdo de IL-10 (citocina antinflamatéria) em macréfagos derivados de mondcitos
sanguineos, bem como linha celular de mondcitos/macréfagos estimulada indiretamente
via enterdcitos in vitro . Em modelo de colite em rato, L.plantarum LS/07 atenuou os
sinais de processo inflamatério induzidos por DSS no célon, como perda de peso, diarreia,
infiltracdo de células inflamatdrias associada a diminui¢io da razio peso/ comprimento
do colon, inibiu a destruicio da mucosa intestinal e deplecdo de células caliciformes.
Além disso, a suplementacdo com probidtico aumentou a concentracdo de citocina
antiinflamatodria IL-10 no tecido da mucosa.

Alard e colaboradores (2018), tiveram como objetivo identificar novas cepas
probidticas, com alto potencial para o manejo de doencas inflamatdrias intestinais. As
cepas bifidobactérias exibiram o melhor perfil anti-inflamatério (alta IL-10, baixa IL-12
e interferon y). Cinco cepas de bifidobactérias testadas induziram um aumento no nivel
de IL-10 e niveis muito baixos de IL-12 e IFNy. Apenas B. lactis LA306 induziu um nivel
moderado de IL-10. Os melhores niveis da capacidade de indug¢do de IL-10 foram obtidos
com Lactobacillus salivarius 1LA307 e Lactobacillus rhamnosus 1LA305. Quanto a
capacidade da cepa para induzir citocinas pr6-Thl (IL-12 e IFNy) foi inversamente
correlacionada, de modo que as bifidobactérias atingiram menores niveis de indugdo,
enquanto S. thermophilus P121, Lactobacillus plantarum P13 e L. rhamnosus PI128 foram
os maiores indutores desta citocina.

Kim e colaboradores (2017), examinaram uma nova combinacdo de probidticos
para desenvolver um agente terapéutico para doencgas inflamatdrias intestinais (DII),
estudando o potencial terapéutico de sete cepas bacterianas de 4cido lactico em
combinacdo (coquetel G17) - L. acidophilus LA1, L. plantarum LP3, L. rhamnosus LRS,
L. lactis SL6, B. bifidum BF3, B. breve BR3 e S. thermophilus ST3- para tratar destas
patologias, usando um modelo experimental de colite. Com andlise dos resultados, é

possivel observar que o coquetel G17 suprimiu citocinas pré-inflamatérias em
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macréfagos Raw264.7. Quando camundongos coliticos induzidos por DSS foram tratados
com GI7, seus sintomas de colite, avaliados pelo peso corporal, comprimento do célon,
atividade da mieloperoxidase, sangramento intestinal e dano histolégico, foram reduzidos
em comparacdo com camundongos ndo tratados. Além disso, o tratamento com o coquetel
inibiu significativamente a producido de citocinas pro-inflamatdrias inatas durante a
progressdo da colite.

Levit e colaboradores (2016), avaliaram o possivel potencial terap€utico do leite
de soja fermentado pela cepa produtora de riboflavina, Lactobacillus plantarum CRL
2130, em ratos acometidos por um modelo de colite induzida por trinitrobenzeno
sulfonico. Os camundongos que receberam leite de soja fermentado por L. plantarum
CRL 2130 mostraram uma diminuic¢io na perda de peso, apresentaram menor pontuacao
de danos no c6lon, menor translocacdo microbiana para o figado e diminuicao dosniveis
de citocinas em seus fluidos intestinais em comparacao com animais que receberam leite
de soja ndo fermentado ou leite de soja fermentado por uma cepa de L. plantarum nao
produtora de riboflavina.

Kashima e colaboradores (2015), investigaram se o polifosfato (poli P), uma
molécula ativa derivada de Lactobacillus brevis, poderia melhorar a fibrose em um
modelo de colite cronica. A inflamagdo histolégica e a fibrose melhoraram
significativamente no grupo administrado com poli P, em ambos os modelos de colite
DSS e TNBS. Os niveis de IL-1 f e TNF- o diminuiram significativamente com o
tratamento com poli P. Os niveis de expressao de TGF- 1 e coldgenos nos camundongos
com colite foram reduzidos, assim como expressdes induzidas por LPS de IL-1 B eTGF-
B1 em células Caco-2 / BBE e de TNF- a em células THP-1. Ou seja, o poli P suprime a
inflamacdo intestinal e a fibrose por regulacdo negativa da expressao destas condigdes,
associadas as moléculas no epitélio intestinal.

Em estudo com uma nova cepa probidtica com atividade antiinflamatdria, a cepa
de Lactococcus lactis ML2018, os autores investigaram oS mecanismos potenciais
subjacentes a sua atividade. In vitro, L. lactis ML2018 impediu a liberacdo de 6xido
nitrico (NO) e a producdo de fatores inflamatoérios induzidos pela lipo-polissacarideos
(LPS) em células RAW264.7. Ja no experimento in vivo, a administragcdo oral de L. lactis
ML2018 melhorou significativamente a colite induzida por DSS, inclusive a prevencao
da diminui¢do no peso corporal, encurtamento do comprimento do clon e apoptose de
células epiteliais. A cepa também inibiu a inflamagdo intestinal induzida por DSS,

evitando a superproducdo de fatores pré-inflamatérios, suprimindo a infiltracdo de
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macréfagos, controlando a fibrose, melhorando a integridade da barreira epitelial do
intestino e regulacdo positiva das concentracdes de 4acidos graxos de cadeia curta
(SCFAs). Além disso, L. lactis MLL2018 preveniu a inflamagao ao inibir a ativacao da via

de sinalizacdao de NF-xB e MAPK.



Tabela 2: Descricdo dos artigos referentes aos resultados e discussio.
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| escores de inflamagao e a expressao de genes pro-
inflamatoérios; A cepa B. bifidum P122 Tprotecdo na
colite aguda e efeitos moderados em colite cronica;

| niveis de hemoglobina; | sangramento; | de IL-6,
TNF-o e IL-1.

| DAI; | crescimento microbiano do figado;
Camada muscular da mucosa espessa; 1 células
caliciformes.

1 IL-10 e IL-17A ; Supressdao do mRNA de
citocinas pré-inflamatérias IL-1 B, TNF- ae IFN- v;
| de fibrose.

Inibi¢do do MMP-9, TGF-B1e VEGF;
1 ZO; Apoptose de células epiteliais

| IL-17, NF-«xB p65, MMP-2, MMP-9 e expressao
de iNOS; Regulagao + SOCs-1, ZO-1 e MUC-2
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5. CONCLUSAO

Considerando os resultados apresentados, pode-se concluir que os probidticos,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem efeitos anti-inflamatérios a
partir da imunomodulac¢do de mediadores inflamatérios. Um dos fatores relacionados a
imunopatogenicidade das doencas cronicas intestinais € o desequilibrio entre citocinas
pré-inflamatdrias e anti-inflamatdrias em vista da ndo regulacio de mediadores pro-
inflamatoérios. Os resultados dos estudos selecionados demostraram que o tratamento com
as cepas probidticas atenuou a sintese das principais citocinas pré-inflamatérias
envolvidas na inflamacdo cronica intestinal (TNF - a, IL- 6, IL- 1P e IL-12) em ensaios
in vitro e in vivo. Tais citocinas sdo produzidas por células da imunidade inata, que
induzem a polarizagdo de células T efetoras em Thl e TH17, anulando a producgdo de
linfécitos Tregs. Também foi observado que o tratamento com as cepas estudadas induziu
a producdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10 e do o Fator de Transformagdo de
Crescimento (TGF- B), melhorando os sinais e sintomas da doenga como: perda de peso,
diarreia, danos histoldgicos, entre outros.

Além disso, a histologia dos estudos selecionados demonstrou que o uso dos
probidticos melhorou os danos na mucosa e submucosa do colén intestinal, causados pelo
processo inflamatdrio cronico, em camundongos com colite induzida. Bem como, diminui
a infiltragcdo de células imunitarias na regido, do edema e da necrose no epitélio intestinal.
Diante disso, sugere-se o uso destas cepas probidticas como forma de tratamento das
doencas inflamatdrias intestinais, especialmente as cepas do género Lactobacillus. No
entanto, se faz necessario a realizacdo de mais pesquisas acerca do assunto, de modo a

garantir tais efeitos em seres humanos, pois os estudos com esse grupo ainda sao raros.
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