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Os efeitos anti-inflamatérios dos Lactobacillus probiéticos naimunomodulacdo em
doencas inflamatérias crénicas intestinais: uma revisao sistemética

Naomi Souza Rodriguest
Kelly Cristina Rodrigues Simi?
Resumo

Os probidticos s@o definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em
gquantidades adequadas, conferem beneficio para a salde do hospedeiro. Dentre esses,
microrganismos tem se as bactérias do género Lactobacillus. As doencas inflamatérias
cronicas intestinais configura-se como uma inflamacgéo grave do intestino delgado e/ou do
célon decorrente do desequilibrio entre citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias das
imunes inatas e adquiridas. Nesse contexto, os Lactobacillus possuem a capacidade de
minimizar a resposta imune inflamatéria devido a sua capacidade de modular a producgéo de
citocinas proé-inflamatérias e anti-inflamatdérias. O objetivo do presente estudo é analisar os
efeitos anti-inflamatorios dos Lactobacillus probidticos sobre a imunomodulagéo frente a
doencas inflamatorias crénicas intestinais. Foi realizada busca de artigos entre os anos de
2007 a 2018 em bases de dados PubMed/MEDLINE, SCIELO e Google Académico. Foram
encontradas 970 referéncias sendo selecionados 9 estudos. Sugere se que 0 uso de
Lactobacillus probiéticos, em quantidades adequadas, confere efeitos anti-inflamatérios a
partir da imunomodulacéo de mediadores inflamatérios, devolvendo a homeostase perdida.
Além de melhorar os danos gerados pela inflamacdo na mucosa e submucosa intestinal.
Atenuando os sinais clinicos em doengas inflamatoérias crénicas intestinais.

Palavras-Chave: Probiéticos; Lactobacillus; Imunomodulacdo; Mediadores inflamatorios;
Doencas inflamatorias cronicas intestinais.

The anti-inflammatory effects of probiotic Lactobacillus on immunomodulation in
chronic inflammatory bowel diseases: a systematic review
Abstract

Probiotics are defined as living microorganisms, when administered in suitable amounts,
confer benefit to the health of the host. Among these microorganisms are the bacteria of the
genus Lactobacillus. Chronic inflammatory bowel diseases constitute severe inflammation of
the small intestine and / or colon due to the imbalance between pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokines of the innate and acquired immune. In this context, Lactobacillus can
minimize the inflammatory immune response due to its ability to modulate the production of
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. The objective of the present study is to
analyze the anti-inflammatory effects of probiotic Lactobacillus in immunomodulation in
chronic inflammatory bowel diseases. We searched articles from 2007 to 2018 in PubMed /
MEDLINE, SCIELO and Google Scholar databases. A total of 970 references were found
and 9 studies were selected. It is suggested that the use of probiotic Lactobacillus, in
adequate quantities, confers anti-inflammatory effects from the immunomodulation of
inflammatory mediators, returning the lost homeostasis. In addition to improve the damage
generated by inflammation in the intestinal mucosa and submucosa. Decreasing clinical
signs in chronic inflammatory bowel diseases.

Keywords: Probiotics; Lactobacillus; Immunomodulation; Inflammatory mediators; Chronic
inflammatory bowel diseases
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1. INTRODUCAO

Os microrganismos probidticos sédo definidos como “microrganismos vivos que,
gquando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio para a saude do
hospedeiro”, de acordo com HILL. et al. (2014, p. 506). Em geral, no processo de obtenc¢éo
de energia por meio da fermentacdo de aclcar, esses microrganismos produzem acido
lactico como produto final, o que os classifica como parte do grupo das bactérias produtoras
de acido lactico (BAL), incluindo os Lactobacillus. Além da eficacia em produzir acidos
lacticos, essas bactérias possuem a capacidade de digestdo anaerbbia de sacarideos,
resisténcia a pH acido e a temperaturas variaveis. O ecossistema natural dos probioticos
sdo os tratos gastrointestinal e genital de seres humanos e animais (SAROWSKA et al.,
2013; SMITS et al., 2005).

Espécies do género Lactobacillus correspondem a um grupo heterogéneo de
bactérias Gram-positivas e anaerébias as quais tém apresentado propriedades terapéuticas,
visto que sao eficazes em prevenir possiveis patologias, como doencas infecciosas, alergias
alimentares, além de fortalecer a mucosa intestinal e modular a resposta imune contra
inflamacdes cronicas (SMITS et al., 2005; LEBLANC et al., 2014).

Entre as inflamacgdes cronicas, a doenca inflamatoria do intestino configura-se como
uma inflamag¢@o grave do intestino delgado e/ou do coélon, gerando no portador dor
abdominal crénica e diarreias recorrentes. A sindrome do intestino irritdvel, a doenca de
Crohn e a colite ulcerativa correspondem aos principais subtipos clinicos patoldgicos da
doenca inflamatéria do intestino. Em geral, esses transtornos cronicos sdo desencadeados
por uma resposta exacerbada de células T, do sistema imune adaptativo, uma vez que, por
meio dele, pode-se ter um aumento do nivel de citocinas pré-inflamatérias induzidas pelo
grupo de linfécitos T-helper frente a fatores ambientais, bactérias/ patégenos comensais
(também chamados de gatilhos ambientais), que tém como habitat o intestino de
hospedeiros geneticamente predispostos. Isso leva o portador a desenvolver respostas
imunoldgicas inatas e adquiridas modificadas, bem como a defeitos na barreira da mucosa
intestinal (WELLS, 2011; MATRICON et al., 2010).

Dessa forma, a imunopatogénese é decorrente de trés fases distintas: (1)
entrada de contetido luminal em tecidos préximos ao intestino devido a fatores ambientais,
como infeccdo ou defeitos na permeabilidade da barreira da mucosa; (2) resposta
contra imundgenos da parede intestinal proveniente de secrecdo de citocinas pro-
inflamatoérias; e (3) uma resposta imunologica adquirida, a qual resulta em resposta
inflamatoria crénica, originando as lesGes e os sintomas tipicos das doencas inflamatorias
do intestino (MATRICON et al., 2010). Como mostra Figural.



Figura 1: Imunopatogenicidade das doencas inflamatérias cronicas intestinais
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Fonte: Adaptado NEURATH et al. (2014).

Nesse sentido, a entrada de contetdo luminal em tecidos subjacentes € dada por
defeitos nas juncfes estreitas que compfem o epitélio intestinal. Essas juncbes séo
responsaveis pela funcdo do epitélio intestinal, uma vez que regulam o fluxo de ions e
solutos entre o epitélio e células adjacentes. As deformidades nas jungfes estreitas geram
um aumento da permeabilidade intestinal, o que caracteriza fator patogénico para o
desenvolvimento da inflamacéo intestinal e da diarreia, pois 0 aumento da permeabilidade
facilita a passagem de produtos bacterianos e antigenos alimentares pelo epitélio intestinal.
A resposta inflamatoria contra imundgenos da parede intestinal € iniciada pelas células
apresentadoras de antigenos (APC), a exemplo das células dendriticas, que sdo capazes de
liberar fator de necrose tumoral — a (TNF- a) e interferon — y (IFN — y), as quais contribuem
para entrada de antigenos alimentares e microbiota presentes no limen em tecidos

adjacentes, levando a amplificacdo da inflamacé&o (HU et al.,2015).



Por esse motivo, a resposta imunolégica adquirida é ativada apds a sensibilizacao
dos linfocitos T pelas células dendriticas que se ligaram através de seus receptores Toll-like
(TLR) e NOD-like (NLR), com padrdes associados a patdégenos. Isso levara a polarizacdo
das células T efetoras em Thl, Th2, Thl7 e T reguladoras (Treg) para que os linfocitos
iniciem seu crescimento clonal e maturacdo em efetores. Lembrando que a polarizacédo das
células T é influenciada pelas citocinas expostas as células T sensibilizadas (ROITT et al.,
2014).

E importante ressaltar que a microbiota auxilia na digestdo de nutrientes e disputa
com antigenos patogénicos por nichos ecologicos. E, a fim de diferenciar patégenos e
microbiota comensal, as células da imunidade inata, como células dendriticas, possuem
receptores TLR e NOD, os quais reconhecem padrdes moleculares associados a patégenos.
Sabe-se que portadores de inflamagfes cronicas intestinais possuem variacdes no
reconhecimento de patdgenos por estes apresentarem mutacdes na expressdo dos
receptores. Tais células dendriticas garantem a tolerAncia da microbiota intestinal ao
apresentarem antigenos as células TCD4+ virgens /naive (Th0), gerando a diferenciacéo
destas em células Treg. Nas doencas inflamatérias intestinais crbnicas, existe uma
estimulacdo elevada das células dendriticas através dos receptores TLR e NOD2; tal
estimulacdo ira produzir citocinas pro-inflamatérias, bem como induzir a polarizacdo de
células T efetoras em Thl, Th2 e TH17, anulando a producdo de linfocitos Tregs. A
auséncia de linfécitos T regulatérios gera uma resposta imune a bactérias da microbiota as
quais eram toleradas pelo sistema imune intestinal. E, a perda da tolerancia as bactérias
comensais acarreta em inflamacéo persistente (Figura 2) (MARTINI et al.,2017; MATRICON
et al.,2010).

Figura 2: Diferenciacéo dos linfocitos T e acdo das citocinas
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Fonte: ROITT et al. (2013).

Nesse contexto, os Lactobacillus probiéticos possuem a capacidade de minimizar a
resposta imune inflamatéria devido a sua capacidade de modular a producéo de citocinas
pro-inflamatdrias, ou seja, relacionadas a ativacdo, a diferenciacdo e a regulacao de células
imunes, conferindo propriedades anti-inflamatorias. Além disso, estabilizam a microbiota
intestinal e a permeabilidade da barreira intestinal, aumentando a produ¢do de muco dessa
(CARMEN et al.,2017; WELLS, 2011).

Liu et al (2014), em seu estudo o qual se tinha como objetivo esclarecer o
mecanismo de imunomodulagdo dos Lactobacillus reuteri em camundongos com
enterocolite necrotizante, uma condicdo inflamatoéria crénica intestinal de neonatos devido
ao aumento de citocinas pro-inflamatérias a nivel sérico e a diminuicdo das células Treg
(reguladoras da homeostase intestinal controlando inflamag6es) no intestino, demonstrou
gue, apd6s a administracdo de Lactobacillus reuteri nos modelos murinos, houve um
desenvolvimento/migracdo das células Treg para o intestino, bem como a modulacdo de
células imunes responsaveis pela ativagédo inflamatoéria, e consequentemente a diminuicdo
de citocinas pro-inflamatérias.

Diante disso, o objetivo do presente estudo € analisar os efeitos anti-inflamatérios
dos Lactobacillus probiéticos sobre a imunomodulagdo frente a doencas inflamatérias

cronicas intestinais.



2. METODOLOGIA

O presente estudo trata-se uma revisdo sistematica da literatura realizada durante o
periodo de agosto de 2017 a julho de 2018, acerca dos efeitos anti-inflamatérios dos
Lactobacillus sp. probiéticos na imunomodulacao de doencas intestinais crénicas.

A fonte de dados é secundaria e obtida mediante um levantamento bibliografico em
bases de dados PubMed/MEDLINE, SCIELO e Google Académico, por meio das palavras
chave: probibéticos, lactobacilos, imunomodulagéo, anti-inflamatério e doenca inflamatéria
intestinal tanto no idioma portugués quanto no inglés. Além disso, foi utilizado o operador
boleano AND com o intuito de combinar os descritores.

Desse modo, foram incluidos na pesquisa os artigos publicados em revistas
indexadas no periodo de 2007 a 2018, com a tematica relacionada a implicacao anti-
inflamatéria dos Lactobacillus probidticos na imunomodulagdo em doencas crénicas
intestinais, bem como estudos experimentais aqui ponderados como estudos originais.

Para os critérios de excluséo, foram artigos que ndo corresponderam aos critérios ja
estabelecidos, tais como: textos repetidos (presentes em revistas indexadas em mais de
uma base de dados), revisbes narrativas, sistematicas ou meta-analises, relatos de caso,
artigos de opinido e reflexdo, assim como estudos que nao estivessem relacionados aos
objetivos desta revisdo, e em outros idiomas além de inglés e portugués.

Nesse sentido, foi realizada a analise dos titulos dos artigos e posteriormente
adotados os critérios de inclusdo e excluséo, e a avaliacdo dos resumos por meio da leitura,
verificando o objetivo, os probioticos utilizados e a imunomodulagdo das células
imunoldgicas no contexto de tais doencas cronicas. Em seguida, foi realizada a andlise da
metodologia e dos resultados, avaliando o método de andlise do efeito anti-inflamatério dos
Lactobacillus sp., selecionando aqueles que se enquadraram nos critérios de inclusdo, bem

como 0s que possuiam resultados cabiveis de interpretacédo (Figura 3).

Figura 3: Fluxograma das etapas da pesquisa
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3. RESULTADOS

Combinando-se os descritores Probiotics, Lactobacillus, Immunomodulation, Anti-
Inflammatory e Inflammatory bowel disease, foram encontradas 970 referéncias; dessas 957
(novecentos e cinquenta e sete) na base de dados Google Académico, 13 (treze) na
PubMed/MEDLINE e 0 (zero) SCIELO. Diante disso, foram excluidos 884 artigos apés
andlise dos titulos; entre esses, 22 artigos foram excluidos por estarem em outros idiomas.

Nesse sentido, foi dada a avaliagdo dos resumos, dos objetivos das pesquisas, bem
como dos probiéticos utilizados frente as referidas doencas cronicas, sendo selecionados 48
artigos. Posteriormente foi feita a andlise desses artigos com énfase na metodologia e nos
resultados, averiguando o método utilizado para andlise do efeito anti-inflamatério dos
Lactobacillus e 0 modelo do ensaio, sendo eliminados 37 desses, e resultando em 9 artigos

selecionados (Figura 4).

Figura 4: Fluxograma da selecdo dos artigos
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Fonte: Elaborado pela autora



Os diferentes estudos avaliaram os efeitos anti-inflamatorios de lactobacilos utilizando

ensaios In vitro e In vivo (modelo murino). Todos os estudos utilizaram lactobacilos de

diferentes origens. A tabela 1 caracteriza cada estudo utilizado nesta reviséo.

Tabela 1: Caracteristicas gerais dos estudos

Artigos Tipo de Amostra (n) Espécie Origem
Ensaio
Duary et al., In vivo n=36 subdivididos Lactobacillus plantarum Lp91 - origem
2011 (n=6 /grupo) Lp91 e Lactobacillus humana;
plantarum CSCC5276 CSCCh276 - cepa
padrao
Liu et al., In vivo n=24 subdivididos Lactobacillus plantarum Comida tipica do
2011 e (n=8/ grupo) K68 Taiwan (futsal)
In vitro
Choi et al., In vitro NA Lactobacillus casei Leite cru
2012 MCL
Kumar et al., In vivo n=50 subdivididos Lactobacillus plantarum Presente em
2015 (n=5/ grupo) 21 vegetais
Joetal., In vivo n=6 subdivididos Lactobacillus curvatus Comida tipica da
2016 e (n=3/ grupo) WiKim 38 Coreia (kimchi)
In vitro
Trabelsi et al., In vivo n= 18 subdivididos Lactobacillus plantarum Trato
2016 (n=6/grupo) TN8 gastrointestinal de
aves indigenas da
Tunisia
Chen et al., In vivo n=40 subdivididos  Lactobacillus fermentum logurte tipico da
2017 (n=10/ grupo) HYO01 China (yak yoghurt)
Di Luccia et In vivo n=18 subdivididos Lactobacillus gasseri Bidpsia Intestinal
al., 2018 (n=6/ grupo) SF1183 Humanos
(saudaveis)
Park et al., In vivo n=9 subdivididos Lactobacillus Microflora intestinal
2018 e (n=3/ grupo) acidophilus de humanos
In vitro

Legenda: In Vivo — Testes com camundongos; In Vitro — Testes com culturas de células; NA — ndo se

aplica

Fonte: Elaborado pela autora

Os estudos realizaram a administragéo dos lactobacilos em camundongos por via oral

(presente na agua). Contudo, a quantidade de Lactobacillus variou de acordo com cada

estudo, como demonstra a Figura 5.
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Figura 5: Administracdo dos Lactobacillus em relagdo ao nimero de dias em cada estudo
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Fonte: Elaborado pela autora

Para avaliar se 0 uso dos Lactobacillus probiéticos em modelos murinos com colite
induzida e cultura de células induziam a imunomodulacdo, os estudos avaliaram ainda, o
perfil de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatoérias produzidas. Alguns dos estudos
utilizaram apenas o ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) para fazer dosagens destas
citocinas, outros utilizaram apenas PCR em tempo real (RT-PCR), e outros, as duas
metodologias. As Tabelas 2 e 3 demonstram estes resultados como uma regulacdo para
‘baixo” ou regulagdo “para cima” dos niveis dos mediadores inflamatorios, quando
comparados com grupos controles. A Tabela 2 apresenta a deteccdo dos niveis de transcrito

utilizando RT — PCR, enquanto que a Tabela 3 apresenta os niveis detectados por ELISA.
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Tabela 2: Nivel de mediadores de inflamag¢do em modelos de ratos com colite/ cultura de

células — RT PCR

RT - PCR Anti-inflamatérios Pré-inflamatérios
Artigos IL-4 IL-10 IL-1B TNF-a IL-6 IL-12 COX-2
Duary et al., 2011 ND ND SA
(Lp 91) t t l l
Duary et al., 2011 ND ND
(CSCC5276) t t l' l l
Liu et al., ND ND ND ND ND
2011 l' l
Choi et al., 2012 ND t l’ l l ND l
Kumar et al., ND ND ND ND
2015 t l l
Park et al., ND ND ND ND
2018 l l l

Legenda: ¥ - regulado para cima;# - regulado para baixo; ND — ndo determinado; SA — sem alteracao.
Todos os dados apresentados tém significAncia estatistica.

Fonte: Elaborado pe

la autora

Tabela 3: Nivel de mediadores de inflamacdo em modelos de ratos com colite/ cultura de

células — ELISA

ELISA Anti- Pré-inflamatérios
inflamatoérios
Artigos IL-10 IL-1B8 TNF-a IL-6 IL-12 IFN-y
Liu et al., ND l l l ND ND
2011
Kumar et al., 2015 t l ‘ ND ND ND
Jo et al.,2016 t ND t ND ND ND
Chen et al.,2017 ND ND 'v l l l
Di Luccia et al.,2018 t ND ‘ ND ‘ ND
Park et al., ND ND
2018 t l l l

Legenda:f - regulado para cima; § - regulado para baixo; ND — ndo determinado. Todos os dados

apresentados tém significancia estatistica.

Fonte: Elaborado pela autora
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Alguns dos estudos selecionados fizeram a andlise histologica do célon intestinal dos
grupos de camundongos. O grupo “controle” foi formado por camundongos que nao
receberam substancias para induzir colite e tratamento com lactobacilos. O grupo “colite
induzida” foi formado por camundongos que receberam apenas substancias para induzir
inflamacao e nao receberam tratamento com lactobacilos. E o grupo “ratamento com
lactobacilos” foi formado por camundongos que receberam substancias para induzir a colite
inflamatéria e depois o tratamento com lactobacilos. A figura 6 mostra as fotos dos cortes

histologicos de todos os estudos.

Figura 6: Analise histolégica do colon intestinal de cada estudo
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Legenda: 1 — Liu et al.(2011); 2 — Kumar et al.(2015); 3 — Jo et al.(2016); 4 — Trabelsi et al. (2016); 5 —
Chen et al.(2017) (A: dose alta de Lactobacillus; B: baixa dose de Lactobacillus); 6 — Di Luccia et al.
(2018); 7 — Park et al.(2018).

Fonte: Elaborado pela autora
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4. DISCUSSAO

A imunopatogenicidade das doencas inflamatérias crénicas intestinais, de acordo com
Longo et al. (2015), inicia-se pela ndo tolerdncia de antigenos alimentares e bactérias,
pertencentes a microbiota, por células da imunidade inata, as quais liberam mediadores
inflamatorios, a exemplo da TNF - a, da interleucina 6 (IL-6) e da interleucina 1B (IL- 18). Nos
estudos selecionados, pode-se observar que a inducdo da colite In vivo gerou um aumento
nos niveis de citocinas pro-inflamatérias. Essas citocinas sdo sintetizadas em razéo da
inflamacdo, no entanto sdo reguladas ou inibidas ao final da resposta inflamatoria. Em
portadores de doencas inflamatorias cronicas intestinais, existe um desequilibrio entre
citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias em vista da ndo regulacao de mediadores pro-
inflamatorios. E nesse contexto que o uso de Lactobacillus probidticos pode ser utilizado
como ferramenta para devolver a homeostase perdida.

Para cada estudo selecionado, foi analisado o perfil de mediadores induzidos apés o
tratamento com Lactobacillus. Os mediadores foram categorizados em pro-inflamatérios e
anti-inflamataérios. O perfil geral desses mediadores, apos a administracdo oral, sugere que o
tratamento induz um perfil anti-inflamatério e inibe o perfil pré-inflamatério. No estudo de
Duary et al. (2011), que utilizou Lactobacillus plantarum Lp91 e Lactobacillus plantarum
CSCC5276, ambos os probibticos regularam positivamente os niveis de interleucina 10 (IL-
10), interleucina 4 (IL-4), IL-6 e ciclooxigenase 1 (COX-1), mas regularam negativamente os
niveis de TNF-a. As pesquisas de LIU et al. (2011) e Kumar et al. (2015) usaram o0s
probiéticos da mesma espécie (Lactobacillus plantarum), os quais demonstraram resultados
semelhantes aos de Duary et al. (2011) com regulacdo negativa dos niveis do TNF-a. A
andlise de Liu et al. (2011) demonstrou que, a ap6s a utilizacdo dos Lactobacillus p., os
mediadores pré-inflamatorios IL-6, ciclooxigenase 2 (COX-2) e interleucina 13 (IL-1B) foram
regulados para baixo. E os niveis de IL-10 foram regulados para cima com uso dos
Lactobacillus p. por Kumar et al (2015).

Analisando os artigos selecionados, pode-se observar que a producdo desregulada de
citocinas pro-inflamatérias € um dos fatores contribuintes para a patogenicidade das doencas
inflamatoérias cronicas intestinais. Entre essas citocinas, destaca-se o TNF - a, uma citocina
pleiotrépica sintetizada por células da imunidade inata (ex.: macrofagos e células dendriticas),
como também por células T diferenciadas. Desempenha fung¢do proé-inflamatoria pela sua
capacidade de estimular a producdo de IL-6 e IL-13 e expressdo de moléculas de adeséo,
bem como de contribuir para a ativacéo e a diferenciagédo de células T, o que inicia respostas
citotéxicas, apoptoticas, de fase de aguda. Além disso, estimulam a producéo exacerbada de
metaloproteinases de matriz (enzimas proteoliticas), as quais geram danos na matriz
extracelular e deterioracdo da mucosa (ATREYA et al.,2008; MUNOZ et al., 2008). Com

14



niveis séricos e teciduais de TNF -a aumentados, apds a indugdo de colite, os estudos
selecionados administraram Lactobacillus em modelos de murinos e fizeram co-cultivo desses
probidticos com células da imunidade inata e esplendcitos. Dado isso, todos os estudos In
vivo tiveram como resultado a regulacdo para baixo dos niveis de TNF-a apés a
administracdo de Lactobacillus; os estudos In vitro também obtiveram o mesmo resultado,
exceto o estudo de Jo et al. (2016), o qual teve o nivel de TNF-a regulado para cima depois
do co-cultivo do Lactobacillus curvatus WiKim 38 com células dendriticas. Tal resultado deve-
se ao fato de cepas diferentes de Lactobacillus possuirem caracteristicas distintas na ativacado
de células dendriticas. A estimulagdo da regulacdo dos niveis de TNF-a pode ser
determinada pela quantidade de Lactobacillus administrados, como explica Duary et al.
(2011); isso pode ser atribuido a diferengca nas propriedades na superficie celular dos
Lactobacillus.

Assim como o TNF - a, a IL-6 possui niveis séricos aumentados em portadores de
doencas inflamatorias crbnicas intestinais e em colite experimental devido a producao dessa
por células da imunidade inata, presentes na lamina prépria intestinal, em resposta a
antigenos alimentares e da microbiota. Essa citocina possui a capacidade de ativar células
dos tipos APCs e linfocitos T; é secretada na resposta de fase aguda, e induz a sintese de
mediadores pro-inflamatérios pelas células T. Portanto, a IL-6 possui diversos efeitos pro-
inflamatérios (NEURATH et al., 2014). Segundo Furusho (2018), os niveis séricos de IL-6
estdo relacionados com o curso das doencgas inflamatorias intestinais; e, apoés um tratamento
anti-inflamatério, os niveis séricos de IL-6 em declinio contribuiriam para uma melhora no
curso da doenca, além de melhorar a atividade histoldégica. Nesse sentido, alguns dos
estudos selecionados avaliaram a regulacéo de IL-6 apds a administragdo de Lactobacillus
em colite experimental. Nesses estudos, Park et al. (2018), Liu et al. (2011) e Chen et al.
(2017) analisaram essa regulacdo em ratos com colite induzida. Por sua vez, Choin et al.
(2012) e Park et al. (2018) pesquisaram os efeitos anti-inflamatérios dos Lactobacillus em
cultura de células dendriticas e esplendcitos respectivamente. E, em todos os estudos os
Lactobacillus probiéticos regularam negativamente os niveis de IL-6.

Outra citocina estimulada por células da imunidade inata € a IL- 1B. Trata-se de uma
citocina pro-inflamatéria com propriedades pleiotropicas. E sintetizada por leucécitos da
imunidade inata, possui a capacidade de ativar funcbes de células efetoras (ex.: células
dendriticas e macréfagos), bem como pode induzir a neutrofilia uma vez que impulsiona a
migracdo de neutrdfilos para o local da inflamacéo. A IL- 1B estimula a ativacédo de células T
gue, associadas a outras citocinas pro-inflamatorias, séo capazes de gerar a diferenciacdo de
células TCDA4+. Estudos recentes tém mostrado uma producdo exacerbada de IL- 13 devido a

mutacdes em receptores do tipo NOD2 em células apresentadoras de antigenos, em
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pacientes com doencas inflamatorias cronicas intestinais. Tais niveis elevados na lamina
prépria do célon correlacionam com lesdes ativas, o que confirma a IL- 18 ser um dos
efetores centrais nas vias inflamatdrias relacionadas a patogenicidade das doencas crbénicas
intestinais (COCCIA et al.,, 2012). Niveis aumentados de IL- 13 também sido uma
caracteristica em modelos de animais com colite; esse efeito foi observado em alguns dos
estudos selecionados, sendo eles Kumar et al. (2015), Park et al. (2018) e Liu et al. (2011).
Tais estudos analisaram os niveis de IL- 18 apds a administracdo de Lactobacillus plantarum
21, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus plantarum K68. Respectivamente. Em ambos os
estudos, os niveis de IL- 1B foram regulados para baixo. Os resultados da analise desse
efeito imunomodulatério dos Lactobacillus In vitro por Choin et al. (2012) e Park et al. (2018)
foram equivalentes aos estudos In vivo, 0 que sugere que os tratamentos com Lactobacillus
poderia melhorar a lesdo e a inflamacao intestinais, visto que esses probiéticos sao capazes
de diminuir os niveis de IL- 1p.

Nesse contexto, tais mediadores pro-inflamatorios contribuem para as células ThO
ativas diferenciarem-se em células Thl ou Th2 ou Thl7; essas irdo sintetizar um padréo de
citocinas e quimiocinas responsaveis pelas fungbes das células T efetoras e pelo
desenvolvimento de respostas imunes com efeitos diretos sobre o tecido. Portanto, uma
resposta desregulada de células T com producéo atipica de subconjuntos de células T ativas
pode desencadear o inicio da inflamac¢éo em razdo da liberagdo exacerbada de citocinas e
guimiocinas, as quais contribuem para a doencas inflamatorias intestinais (GEREMIA et al.
,2013). A interleucina - 12 (IL-12), expressa por macrofagos e células dendriticas derivados
do sistema inato, estimula a diferenciacdo de células T naive em Thl. E uma citocina pro-
inflamatoria e, em doencas inflamatoérias crénicas intestinais, é regulada positivamente, o que
impulsiona a resposta imune adaptativa Thl. Acredita-se que respostas anormais de Thl
sejam importantes para desenvolvimento de doencas inflamatérias cronicas (ZENEWICZ et
al, 2009). Dos estudos selecionados, trés avaliaram os niveis séricos de IL-12 antes e depois
da administragdo de Lactobacillus em modelos murinos com colite. Chen et al. (2017) e DI
LUCCIA et al. (2018) obtiveram regulacao dos niveis, aumentados de IL-12 para baixo apés a
administracdo de Lactobacillus probiéticos. No entanto, Duary et al. (2011) ndo obteve
regulacdo das altas concentragbes de IL-12 em murinos com colite apos doses de
Lactobacillus plantarum Lp91. E os Lactobacillus plantarum CSCC5276 regularam
positivamente os niveis desse mediador pro-inflamatério nesse mesmo estudo. Tais
diferencas observadas nos resultados séo justificadas por variacdes inerentes em termos de
atividade metabdlica e funcionalidade entre os probidticos utilizados nos estudos. Outro fator
que contribui para o resultado de Duary et al. (2011) ser divergente dos demais da-se pelo

fato de esse estudo ser aquele que administrou umas das menores quantidade de
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Lactobacillus probidticos (analisando a Figura 4), sugerindo um perfil dose dependente para
essa citocina; isso € confirmado no estudo de Chen et al. (2017), em que a alta de probidticos
obteve melhores resultados na regulacao de IL-12 quando comparado com a baixa dose.

Além de estimular a diferenciacdo de células ThO em Thl, as IL-12 ativam vias de
sinalizacdo, as quais ativam genes que codificam a transcricdo de Interferon - y (IFN-y) por
células Thl, sendo essa uma citocina importante para o desenvolvimento de colite. O IFN-y é
um mediador pré-inflamatério e, associado as interleucinas, eles estdo relacionados a
patogenicidade das doencas inflamatérias crénicas intestinais, visto que sao encontradas em
grandes quantidades na lamina prépria do intestino de portadores de tais doencas e em
modelos de animais com inflamag&o intestinal cronica (ZENEWICZ et al., 2009; NEURATH et
al.,, 2014). Chen et al. (2017) avaliou a concentragéo IFN-y em murinos com colite induzida,
antes e apos o tratamento com Lactobacillus fermentum HYO. E, dado esse tratamento, as
altas concentragcfes de IFN-y foram significativamente reduzidas por doses diferentes de
probidticos.

Em relacdo a ciclooxigenase 2, essa € induzida por meio de ativacdo celular apés
reconhecimento dos padr6es moleculares associados a patdgenos por receptores TLRs,
especificamente o TLR4, citocinas pro-inflamatérias e fatores de crescimento. A COX - 2 tem
como metabdlitos as prostaglandinas E 2, as quais geram processos inflamatorios pela
modulacéo de producgédo de citocinas pro-inflamatérias, mediadoras de dor e pela modificacdo
na barreira da mucosa. Desse modo, as prostaglandinas derivadas da COX-2 demonstram
um ponto critico para a cicatrizaco intestinal (CASTRO-LOPEZ et al. ,2018). Nos estudos de
Duary et al. (2011) e Liu et al. (2011), os niveis de COX-2 no célon intestinal de ratos com
colite eram elevados, e, dado o tratamento com Lactobacillus, esses niveis foram regulados
para baixo. Além disso, a expressdo do RNA mensageiro dos receptores de TLR4 foi
significativamente reduzida apds o tratamento Lactobacillus. CHOIN et al. (2012) obteve
resultados em concordancia com os demais em pesquisa In vitro na qual os niveis de COX-2
elevados foram reduzidos apos co-cultivo com Lactobacillus probiéticos.

Por outro lado, as células ThO da imunidade adaptativa podem diferenciar-se no
subtipo Th2 e sintetizar padrdes de citocinas, em geral, anti-inflamatorias; para essa
polarizagdo, é essencial a presenca da Interleucina 4 (IL-4). Assim como IL-12 promove a
diferenciacdo para Thl, os niveis de IL-4 com relagdo a IL-12 s&o importantes para
determinar a polarizacdo de células ThO em Thl ou Th2 (ROITT et al., 2014). Segundo Mufioz
et al. (2008), estudos que utilizaram camundongos tratados com anticorpo monoclonal anti-IL-
4 demonstraram diminuicdo na producdo de citocinas dos tipos Th2 e aumento de IFN-y,
sugerindo que IL-4 é essencial para inducao de células CD4+ do subtipo Th2. As citocinas

produzidas por esse subtipo de células T séo protetivas as inflamacgfes geradas nas doencas
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inflamatdrias crbnicas intestinais, sendo a IL-4 uma citocina pleiotropica anti-inflamatoria,
considerada importante na patogenicidade nas doencas inflamatérias crbnicas intestinais
(ZENEWICZ et al., 2009). No estudo de Duary et al. (2011), o nivel de IL-4, no célon intestinal
de modelos murinos com colite, teve um aumento significativo apds da administracdo de
Lactobacillus plantarum Lp91. Esses demonstraram uma maior inducdo em comparacao aos
Lactobacillus plantarum CSCC5276 utilizados no estudo.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria, pleiotrépica relacionada a regulacdo das
respostas imunes mediadas por células T e B, envolvida na inibicdo de apresentacdo de
antigeno e producao posterior de citocinas pré-inflamatérias por células T, além de pertencer
a um subtipo de células B regulatérias (Bregs); portanto, possui a capacidade de atenuar a
inflamacdo na mucosa. Diante disso, entende-se que a producao reduzida de IL-10 é uma
caracteristica fundamental das doencas inflamatorias crénicas intestinais, sendo um potencial
biomarcador funcional para investigar os efeitos anti-inflamatorios de probidticos (MUNOZ et
al., 2008; NEURATH et al., 2014; KUMAR et al., 2015; DUARY et al., 2011). As pesquisas de
Duary et al., (2011), Kumar et al. (2015) e Di Luccia et al. (2018) induziram colite em
camundongos e demonstraram que, ap0s a inducdo da inflamacédo, os niveis de IL-10
estavam abaixo do normal quando comparados ao grupo controle, processo caracteristico em
doencas inflamatorias cronicas intestinais; e, ap0s o0 uso Lactobacillus, os niveis de IL-10
foram expressados para cima. Os estudos In vitro de Jo et al. (2016), Park et al. (2018) e
Choin et al. (2012) obtiveram os mesmos resultados quanto ao nivel de IL-10 em culturas de
células imunoldgicas, ou seja, tiveram o nivel dessa citocina regulada positivamente. No
entanto, os niveis de IL-10 regulados para cima no estudo de Jo et al. (2016) foi dose
dependente de Lactobacillus. No referido estudo, apés 6 horas de tratamento com probiéticos,
ndo era detectado IL-10 em culturas de células; apo6s 12 horas, houve a deteccdo de
pequenos niveis da citocina; e somente depois de 24 horas, teve-se uma producao
consideravel. Tal resultado pode ser justificado pelo fato de os probiéticos somente
conferirem um beneficio para a saude do hospedeiro se administrados em quantidades
adequadas. Como se pode analisar na Figura 4, o estudo de Jo et al. (2016) foi aquele que
administrou Lactobacillus em um nimero menor de dias. De igual modo, o estudo de Chen et
al. (2017) demonstrou que as doses com maiores concentragdes de Lactobacillus exerceram
melhores resultados na imunomodulacdo das citocinas envolvidas na patogenicidade das
doencas inflamatdrias cronicas intestinais, incluindo a IL-10.

Além de exercer um efeito imunomodulatorio sobre as citocinas relacionadas a
imunopatogenicidade das doencas inflamatérias crbénicas intestinais os Lactobacillus
probidticos demonstraram reduzir os sintomas da colite em modelos de murinos com colite

induzida. Bem como, minimizar os efeitos gerados pela inflamacdo no célon intestinal.
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Analisando a Figura 5 (1) pode se observar que no estudo de Liu et al. (2011) a administracdo
dos Lactobacillus plantarum K68 atenuou a inflamacdo da mucosa em que as camadas
musculares e submucosas continuaram intactas no grupo de murinos com colite. Sugerindo
gue esse probidtico possui acdo protetora no muco intestinal e regulacdo da imunidade da
mucosa. As analises histolégicas da Figura 5 (2) demonstrou no estudo de Kumar et al.
(2015) o grupo de murinos com colite induzida o célon intestinal apresentava espessamento
na parede intestinal, necrose da mucosa e edema nha submucosa comparado ao grupo
controle. Enquanto que o grupo com colite tratado com Lactobacillus plantarum 21
demonstrou inibir a inflamacdo com alteracdes macroscopicas e histopatologicas reduzidas
com a histologia semelhante ao grupo controle. Na Figura 5 (3) Jo et al. (2016), o grupo de
camundongos com colite induzida apresentou destruicdo dos epitélios da mucosa, infiltracao
de células inflamatorias e edemas na submucosa. Contudo, a administracéo de Lactobacillus
curvatus WiKim 38 melhoraram tais lesdes, apresentando aspectos semelhantes ao grupo
controle.

A Figura 5 (4) demonstra o estudo de Trabelsi et al. (2016) no qual histologia do colon
intestinal do grupo de ratos com colite induzida possui dano na mucosa colénica com
hiperplasia e diminuicdo das &reas das criptas indicando dano celular. Diferente do grupo
tratado com Lactobacillus plantarum TN8 o qual apresentava arquitetura tipica e similar ao
grupo controle. Sugerindo que tais danos foram atenuados pelo tratamento dos probiéticos
devido ao influxo de células inflamatérias e epitélio da mucosa integro. No estudo de Chen et
al. (2017), Figura 5 (5), apresentou que as seccdes do tecido do colon intestinal dos tecidos
de murinos com colite possuiam danos na mucosa, com células caliciformes diminuidas e
infiltragBes nas criptas e infiltracdes de células inflamatérias. No entanto, o grupo de murinos
com colite tratado com Lactobacillus fermentum HYO1 tratado com diferentes doses possuiam
epitélio intacto com menos reagdes inflamatorias. De tal modo o estudo de Di Luccia et al.
(2018), Figura 5 (6), demonstrou eroséao epitelial, inflamag&o na mucosa e submucosa, edema
e desaparecimento das criptas em murinos com colite induzida. Enquanto que tais danos néao
foram observados em murinos tratados com Lactobacillus gasseri SF1183 semelhante ao
demonstrado no grupo controle. A Figura (7) apresenta a histopatologia do estudo de Park et
al. (2018), e este apresentou como resultado que a administragdo de Lactobacillus
acidophilus preveniu o encurtamento do c6lon intestinal e alteragfes histologicas reduzidas.

Diante disso, sugere se que o tratamento com Lactobacillus probi6ticos quando
administrados em quantidades adequadas confere efeitos anti-inflamatérios a partir da
imunomodulacdo de mediadores inflamatorios, devolvendo a homeostase perdida. Além de
melhorar os danos gerados pela inflamacdo na mucosa e submucosa intestinal. Atenuando os

sinais clinicos em doencas inflamatorias crénicas intestinais.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando tais resultado pode se concluir que os Lactobacillus probidticos quando
administrados em quantidades adequadas confere efeitos anti-inflamatérios a partir da
imunomodulagdo de mediadores inflamatorios.

Um dos fatores relacionados a imunopatogenicidade das doencas crdnicas intestinais
€ o desequilibrio entre citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias em vista da né&o
regulacdo de mediadores pré-inflamatorios. Resultados dos estudos selecionados
demostraram que o tratamento com Lactobacillus atenuou a sintese das principais citocinas
pro-inflamatdéria envolvidas na inflamacao crénica intestinal (TNF - a, IL- 6, IL- 18 e IL-12) em
ensaios In vitro e In vivo. Tais citocinas sdo produzidas por células da imunidade inata,
induzem a polarizacdo de células T efetoras em Thl e TH17, anulando a producé@o de
linfocitos Tregs. Gerando a ndo tolerancia de antigenos alimentares e da microbiota.

Também foi observado que o tratamento com Lactobacillus induziu a producgéo de
citocinas anti-inflamatérias como: IL-10 e IL-4, devolvendo a homeostase perdida. E melhora
nos sinais e sintomas da doengca como perda de peso, diarreia e falta de apetite em modelos
de murinos com colite.

Além disso, a histologia dos estudos selecionados demonstrou que o uso dos
Lactobacillus probiéticos melhorou os danos na mucosa e submucosa do colén intestinal
causado pelo processo inflamatério crdnico em camundongos com colite induzida. Bem como,
diminui a infiltracdo de células imunitarias na regido (ex.: neutréfilos), edema e necrose no
epitélio intestinal. Tais beneficios gerados apés o uso dos Lactobacillus foram demonstrados
em razdo da histologia de murinos com colite, tratado com Lactobacillus. apresentar
semelhanca a histologia do grupo de murinos controle, ou seja, aqueles que nao sofreram
danos inflamatorios.

Diante disso, sugere se 0 uso Lactobacillus probiéticos como forma de tratamento das
doengas inflamatdrias crénicas intestinais. No entanto, se faz necessério a realizagdo de mais

pesquisas a cerca do assunto de modo a garantir tais efeitos em seres humanos.
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