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CAPITULO |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

FARMACIA SAO JOSE



ABREVIATURAS

CHUC - Centro Hospitalar Universitario de Coimbra

COVID-19 - Doenga por Coronavirus (do inglés, Coronavirus Disease)
FC - Farmacia Comunitaria

FFUC - Faculdade de Farmacia de Universidade de Coimbra

FS) - Farmacia Sao José

IF — IndUstria Farmacéutica

IPOCFG, E.P.E. - Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E.
MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

MSRM - Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

NMA - Novo Médulo de Atendimento

OMS - Organizagao Mundial de Saude

PNYV - Plano Nacional de Vacinagao

SNS - Servico Nacional de Saude

SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats



I. INTRODUCAO

O plano curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
contempla a realizagdo de um estdgio curricular, de caracter obrigatério, em Farmacia
Comunitaria (FC), de forma que os estudantes tenham a possibilidade de aplicar e consolidar
os conhecimentos e aprendizagens leccionadas no decorrer dos 5 anos de curso, antes de

enveredarem para o mercado de trabalho.

A FC nao se trata apenas de um sitio restringido a cedéncia de medicamentos, mas
sim de um centro de prestagao de cuidados de saude onde existe uma interacgao proxima
entre o profissional de saide e a populagao. Assim, o farmacéutico tem um papel fulcral no
que toca a aconselhamento terapéutico, manuten¢ao do bem-estar e da saide do utente,
mas também a uma correta consciencializagao para o uso racional de medicamentos,

evitando a sua toma abusiva e/ou inadequada.

A realizagao de um estagio em FC é um passo determinante para a evolugao pessoal
e profissional do estudante, permitindo-lhe a aplicagio de conhecimentos tedricos num
contexto real, mas acima de tudo dando-lhe a experiéncia profissional que, mais tarde, sera

um fator chave para a entrada e integragcao no mercado de trabalho.

Posto isto, serve o presente relatorio para fazer uma exposicao clara e concisa de
alguns fatores que achei determinantes durante o meu estagio curricular na Farmacia Sao
José (FSJ), com inicio a I3 de janeiro e término a 16 de setembro de 2020, face as medidas
de contingéncia ao abrigo da COVID-19 (Doenca por Coronavirus, do inglés Coronavirus
Disease). De maneira a facilitar a reuniao de ideias e de apresentar, de forma organizada,
todos os pontos fulcrais, procedi a realizagdo de uma anadlise SWOT, onde listo e
fundamento devidamente os critérios internos — Forgas (Strenghts) e Fraquezas (Weaknesses)
— e externos — Oportunidades (Opportunities) e Ameagas (Threats) — dos quais o meu estagio

foi constituido.



2. ANALISE SWOT

Tabela | - Andlise SWOT

- Medidas de contingéncia ao

- Cartao Satda; .
abrigo da COVID-19;

- Servigos disponibilizados pela , :
- Entrada em vigor da Portaria

284-A/2016

farmacia.

OPORTUNIDADES
AMEAGAS

2.1. FORCAS (STRENGHTS)

2.1.1. Localizacdo, Utentes e Horario

A FS] esta localizada na Avenida Calouste Gulbenkian, em Celas, estando
relativamente proxima de locais como: Centro Hospitalar Universitario de Coimbra
(CHUC), Centro de Salude de Celas, Maternidade Bissaya Barreto, Instituto Portugués de
Oncologia de Coimbra Francisco Gentil, E.P.E. (IPOCFG, E.P.E.), e ainda de diversos
consultérios médicos e clinicas privadas integradas na mesma zona. Este facto, por si so,
apresenta-se como um ponto bastante forte pois, para além da enorme afluéncia de pessoas
da qual a FS§J é alvo, existe também uma grande variedade de utentes, possibilitando-me um
contacto com diversas faixas etarias, mas também com diferentes situacoes

socioeconomicas. Para além disso, a grande afluéncia de utentes leva a uma maior



multiplicidade de situagdes e de casos clinicos, fomentando um melhor nivel de

aprendizagem e uma maior abrangéncia de temas.

A grande disponibilidade para o atendimento ao utente esta espelhada no horario
praticado pela FSJ, estando aberta de segunda a sexta, entre as 8:30h e as 21h, e todos os
sabados das 9h as 20h. Este horario alargado faz com que seja a preferéncia local, no final do

dia, ja que as farmacias mais proximas terminam o servigo de atendimento mais cedo.

2.1.2. Equipa Técnica

Como mencionado anteriormente, a FS] esta em contacto didrio com um elevado
volume de utentes e, consequentemente, com uma grande variedade de problemas e de
situagoes. Assim, torna-se imprescindivel a cooperagao entre todos os membros da equipa
técnica de forma a providenciar o melhor atendimento possivel e a estabelecer um correto

nivel de organizagao na farmacia.

As diversas tarefas a realizar estao distribuidas por todos os membros da equipa,
possibilitando uma melhor rentabilizagago do tempo e do trabalho. Tarefas como:
encomendas a fornecedores e laboratérios, gestao de stocks, atendimento ao publico,
correta organizagao de produtos, gestao de psicotropicos, preparagaio de medicamentos
manipulados e verificagao de receituario. Esta delegagao obriga a que haja uma correta
coordenagao e comunicagao continua entre todos os elementos, fomentando também a
autonomia e a responsabilidade individualizada de cada um. A direcgao técnica é assumida
pelo Dr. Paulo Monteiro que, através da sua presencga constante na farmacia, € uma fonte
inegavel de conhecimento e estd sempre ao corrente de todas as tarefas a realizar,
constituindo assim um apoio permanente a toda a equipa. Realgo também a sua notéria
experiéncia no ato farmacéutico, que permite o estabelecimento de um maior nivel de
confianca com os utentes, mas também a transmissao de conhecimentos vitais a todos os

elementos da farmacia.

A integracao dos estagiarios é bastante facilitada pelo facto de existirem diversos
pontos de trabalho e de estarem incluidos, desde o inicio, na realizagao de todas as tarefas
aliadas ao funcionamento da farmacia. E incutida a premissa de que a melhor maneira de
aprender é através da pratica, potenciando-lhes uma constante evolugao e aprimoramento
de capacidades vitais para o seu futuro profissional. A prontidio da equipa para esclarecer
todo o tipo de duvidas que pudessem surgir foi também crucial para incutir no estagiario a

procura constante de conhecimento, mas, acima de tudo, aprender a nao ter medo de errar.



2.1.3. Formacoes Continuas

A constante aquisicio de conhecimento é um dos motes principais aliados a
formagao de um bom farmacéutico. Sendo ele o especialista do medicamento, é fundamental
que exista uma constante actualizagdo do mercado e dos produtos que o rodeia, para que

exerg¢a a sua actividade da maneira mais completa e personalizada possivel.

Tendo isto em mente, na FSJ sao disponibilizadas regularmente, a todos os elementos
da equipa, formagoes relacionadas com novos produtos introduzidos no mercado ou, por
vezes, com produtos ja existentes. Estas formagoes eram levadas a cabo pelos respectivos
delegados da marca em questao, que forneciam uma explicagao do produto e do seu correto
aconselhamento ao utente. Destaco produtos relacionados com suplementagao alimentar,

dermocosmeética e dispositivos médicos.

Como estagiaria, considerei estas formagoes um ponto bastante forte, na medida em
que me transmitiram todos os conhecimentos necessarios ao aconselhamento de produtos
com os quais, maior parte das vezes, nunca tinha estado em contacto. Para além de
tornarem este aconselhamento o mais seguro e completo possiveis, permitiram também o
desenvolvimento da capacidade de clarificagao de duvidas dos utentes, mas também de

conseguir adaptar a potencialidade de um produto a um utente ou situagao em particular.

2.1.4. Execucao de diversas funcoes

Nao podia deixar de referir, como ponto forte, a quantidade e diversidade de tarefas
que pude aprender e desempenhar no decorrer do meu estagio na FSJ. Numa farmacia,
como em qualquer local de trabalho, existe uma dindmica constante aliada a realizagao de
fungoes por todos os elementos da equipa. Na FSJ, foi-me dada, desde inicio, a oportunidade
de colaborar em todo o tipo de trabalhos, desde recepgao e gestao de encomendas, gestao
de stocks, arrumagao de produtos, devolucoes e gestaio de medicamentos esgotados, até

atendimento ao balcao.

Consegui perceber, logo no principio do meu estagio, que a FSJ valoriza imenso o
total envolvimento do estagiario naquele que é o seu ambiente de trabalho. Este facto, por si
sO, possibilitou-me uma total compreensao da dindmica da farmacia e facultou-me a
confianga e o conhecimento necessarios para a execugao de qualquer tarefa que me fosse
atribuida. Para além disso, consegui conceber o circuito do medicamento e a maneira como

este chega a farmacia e é, posteriormente, disponibilizado ao utente.



2.1.5. Medicamentos Manipulados

Em ambito de FC, um dos fatores de distingao entre os farmacéuticos e os restantes
profissionais de saude, prende-se com a preparagao de medicamentos manipulados. Tendo
em conta que a Industria Farmacéutica (IF) apresenta avangos constantes na area de
preparagao de medicamentos, esta manipulagao galénica tem-se tornado cada vez menos
frequente. No entanto, a FS] pauta-se pela existéncia de um atendimento completo e de

exceléncia, disponibilizando este servigo aos utentes que o necessitem.

Muitas vezes, torna-se necessaria a preparagao de uma medicagao individualizada, de
forma a colmatar necessidades especiais de certos utentes, como € o caso de ajustes de
dose na pediatria, ou até mesmo de certos medicamentos que nao estejam ainda

introduzidos no mercado, por razoes econdmicas ou até mesmo de instabilidade quimica.

Como estagiaria, tive oportunidade de acompanhar e participar no processo de
manipulagao galénica de medicamentos, sempre com a supervisao de um farmacéutico
responsivel. O sistema informatico SoftGaleno® facilita a gestio dos medicamentos
manipulados, e contém informagoes actualizadas sobre gestao de stock de matérias-primas e
acesso aos respectivos boletins de seguranca, registo de quebras, prazos de validade, calculo

do preg¢o do medicamento manipulado e ainda contactos de clientes e fornecedores.

A titulo de exemplo, destaco a preparagao de alcool 70° boricado a saturagao, uma
solugao usada no tratamento topico de otites externas e, pontualmente, em otites médias

croénicas e no ouvido ja operado.

A possibilidade de estar em contacto com esta vertente &, incontestavelmente, um
ponto forte no meu estagio curricular, ja que me permitiu consolidar conhecimentos
leccionados no decorrer do MICF, em especial na Unidade Curricular de Farmacia Galénica,

mas também proceder a sua correta aplicagao em contexto profissional.

2.1.6. Tecnologias auxiliares

De forma a rentabilizar o tempo e a promover a eficiéncia no trabalho de todos os
elementos da equipa, a FS] possui alguns elementos tecnolégicos que auxiliam na execugao

de certas fungdes na farmacia.

A existéncia de um robot de arrumagao possibilita 0 armazenamento de uma grande
quantidade de medicamentos, seguindo a regra do “first in, first out” que permite um controlo

eficiente dos prazos de validade. Para além disso, esta ferramenta pode ser accionada através
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de um simples controlo no Sifarma 2000° dispensando o medicamento ou produto
requerido num curto espago de tempo, num local perto do balcio de atendimento. Esta
dispensa automatizada permite ao farmacéutico estabelecer um maior contacto com o
utente, proporcionando um aconselhamento mais atento. Existe também uma clara vantagem
relacionada com a diminuigao de lapsos humanos aliados a cedéncia de medicamentos, desde

erros de doses até mesmo troca de substancias ativas.

Outra tecnologia auxiliar existente na FS] é o CashGuard. Este aparelho permite
guardar o dinheiro proveniente das vendas da farmacia, calculando simultaneamente o troco
exato referente a cada pagamento. Uma clara vantagem prende-se também com o registo
completo de todos os pagamentos realizados na farmacia, associando-os ao elemento da
farmacia que realizou a venda e a hora da mesma. Desta maneira, consegue-se uma melhor
gestao financeira da farmacia, mas também um maior controlo do valor de caixa de final de
dia. Para além disso, possiveis erros humanos sao evitados, potenciando o servigo de

exceléncia.

No decorrer do meu estagio, considerei estes dois apoios tecnologicos bastante
vantajosos, ja que me permitiram um maior foco no aperfeicoamento do atendimento ao
balcao e do aconselhamento ao utente, sem ter de estar a pensar em tarefas secundarias,

como contagem do troco, ou perder tempo a tentar encontrar medicamentos.

2.2. FRAQUEZAS (WEAKNESSES)
2.2.1. Novo Moéodulo de Atendimento

Como é sabido, cerca de 90% das farmacias portuguesas funcionam com o auxilio do
sistema informético Sifarma 2000°, que para além do médulo de atendimento, dispoe de
ferramentas auxiliares a recepgao e gestao de encomendas, gestao de devolugoes, controlo

de stocks, pregos e prazos de validade, etc.

O Novo Médulo de Atendimento (NMA) surge para simplificar alguns processos
aliados ao atendimento, tornando-os mais intuitivos e rapidos. Esta ferramenta tem sido
aperfeicoada nos ultimos anos de forma a abranger todas as situagoes possiveis em contexto
de FC e a tornar-se o mais completa possivel. Assim, num futuro préximo, todas as
farmacias comunitérias irdo recorrer apenas ao NMA, e o Sifarma 2000° acabara por entrar

em desuso.



A FSJ apenas possui o Sifarma 2000® nos computadores do estabelecimento e, apesar
de ter adquirido bastantes conhecimentos no manuseamento deste sistema informatico,
apresento como ponto fraco o facto de nao ter estado em contacto com o NMA.
Futuramente, e se decidir enveredar pela drea da FC, irei deparar-me com um sistema
informatico no qual nao tenho bases. No entanto, tenho plena nogao de que a aprendizagem
continua, independentemente do seu foco, deve estar sempre bem demarcada em todos os

profissionais de saude.

2.2.2. Obras internas

A FS) pauta-se pela melhoria continua, nao sé dos servigos que disponibiliza a
comunidade, mas também das suas instalagdes. Tendo isto em mente, no inicio do més de
setembro, a farmacia comegou a sofrer uma reestruturagao completa da sua imagem. Estas
obras passaram pelo aumento do espago disponivel para a circulagao de utentes,
embelezamento da farmacia, e aumento do espago para armazenamento e exposi¢ao de
produtos. Devido a dimensao do projecto, foi necessirio o encerramento alternado das
duas metades do espago da farmacia, de forma que o atendimento ao utente fosse

assegurado.

A redugao do espaco para atendimento, aliado as medidas de contingéncia aliadas a
pandemia por COVID-19 praticadas na altura, apenas possibilitavam o atendimento
simultaneo de trés utentes. Esta situagao ocasionou um menor numero de atendimentos por
parte dos estagidrios, ja que nao existiam balcoes disponiveis para o efeito. Além disso, foi
necessaria a criacdo de sitios de arrumagao provisorios para a maioria do stock, criando
alguma desorganizagao e aumento do tempo de espera dos utentes. Apesar de estar ciente
das claras vantagens aliadas a renovagao estrutural da FS), nao a posso deixar de referenciar
como um ponto fraco no decorrer do meu estagio, ja que criou alguma entropia na equipa e

diminuiu as tarefas dos estagiarios.

2.3. OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)
2.3.1. Cartio Sauada

O Cartao Sauda surgiu de uma iniciativa por parte da Farmainveste — Investimentos,
Participacoes e Gestao, S.A. com o intuito de oferecer mais beneficios e vantagens aos
utentes. Este cartao permite a acumulagao de pontos através da compra de produtos e/ou

servigos na farmacia que podem, mais tarde, ser rebatidos em novas compras. O sistema em
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si é bastante atractivo, ja que permite aos utentes adquirirem novos produtos a pregos mais
baixos, através de um processo bastante simples. Como n3o se trata de um servigo de
caracter obrigatorio, acrescenta, evidentemente, valor as farmacias aderentes. Além disso, o
sistema informatico Sifarma 2000° permite a associagao do Cartdo Salda a ficha do utente,
tornando o processo ainda mais rapido, sem a necessidade de passar sempre o cartao.
Destaco assim, a oportunidade de estar em contacto com esta iniciativa e de poder po-la em

pratica nos diversos atendimentos e aconselhamentos que efectuei.

2.3.2. Servicos disponibilizados pela farmacia

A F§), tratando-se de um espago de promogao de saude, disponibiliza aos seus
utentes varios tipos de servigos farmacéuticos, potenciando uma maior proximidade a
populagao. Estes servicos tém varios objectivos, desde maximizar as terapéuticas instituidas
aos utentes e fornecer um acompanhamento didrio adicional, até apresentar novas

tecnologias relacionadas com a satdde.

Assim, ao longo do meu estagio, tive oportunidade de contactar com alguns destes
servigos que incluiam, consultas de nutricao, administragao de injectaveis e de vacinas nao
incluidas no Plano Nacional de Vacinagao (PNV), determinagao de parametros bioquimicos —
glicémia, colesterol e tensao arterial — e ainda consultas de audi¢ao. Para além disso, algumas
vezes por ano, a FS] realiza o “Dia das Mamas e dos Bebés” em que, para além de poderem
usufruir de campanhas promocionais em produtos de bebé, as mulheres gravidas tém a

oportunidade de realizar uma ecografia 4D, de forma completamente gratuita.

O contacto com este tipo de servicos alargou a minha visao acerca do papel do
farmacéutico em farmacia comunitaria e forneceu-me experiéncias e aprendizagens

adicionais que, estou certa, irao ser uma mais-valia na exercao da minha profissao futura.

2.4. AMEACAS (THREATS)
2.4.1. Medidas de Contingéncia ao abrigo da COVID-19

A COVID-19, decretada como pandemia pela Organizagao Mundial de Satde (OMS)
no dia 16 de margo de 2020, e a posterior declaragao de Estado de Emergéncia em Portugal,
obrigou a implementagao de medidas de contingéncia e ao encerramento de alguns servigos.

Com isto, houve a necessidade de suspender todos os estagios curriculares da Faculdade de



Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), durante um periodo de, aproximadamente, 2

meses.

Posto isto, o meu estagio na FSJ foi interrompido em meados do més de margo e foi
apenas retomado no més de agosto, ja que me foi dada a oportunidade de, apesar da
pandemia, poder usufruir do meu outro estagio curricular, em |F. Assim, houve uma
interrupgao do meu ciclo de aprendizagem e de melhoria continua em FC, que acabou por
afetar o meu desempenho total ja que, quando retomei o estagio, foi necessario relembrar
muitos conceitos e procedimentos. Além disso, houve também a necessidade de
implementar turnos de trabalho e de controlar o nimero de utentes atendidos em
simultaneo no interior da farmacia. Isto trouxe algumas desvantagens, ja que o numero de
atendimentos foi reduzido e, consequentemente, os estagiarios viram as suas oportunidades

de aprendizagem reduzidas.

No entanto, nao posso deixar de valorizar a oportunidade de retomar o meu estagio,
independentemente das medidas de contingéncia aliadas, e de ter estado em contacto com
uma nova realidade no papel de um profissional de salide. Apesar de tudo, constituiu um

desafio e uma experiéncia que me permitiu um crescimento pessoal e profissional.

2.4.2. Entrada em vigor da Portaria n.” 284-A/2016

A Portaria n.° 284-A/2016, publicada em novembro de 2016, apenas entrou em vigor
em agosto de 2020, devido a alguns atrasos na implementagao de receitas sem papel e de
sistemas informaticos, mas também ao surgimento da pandemia da COVID-19. A lei
menciona, no artigo 17°, que “as farmacias apenas podem dispensar um maximo de 2
embalagens, por linha de prescricao, ou de 4 embalagens, no caso das embalagens em dose
unitaria, por més”.'"> No entanto, hd alguns casos que podem ser apresentados como

justificacao para a dispensa de uma quantidade superior de embalagens:

a) A quantidade de embalagens necessaria para cumprir a posologia € superior a 2
embalagens por més;

b) Extravio, perda ou roubo de medicamentos;

c) Dificuldade de deslocagao a farmacia;

d) Auséncia prolongada do pais.'

Apesar desta medida ter sido criada com o objectivo de minimizar a ocorréncia

de fraude de medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM) e de permitir um maior
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controlo e distribuicao da dispensa de medicamentos do Servico Nacional de Saude
(SNS), potenciando também o combate ao desperdicio de medicamentos devido a
prazos de validade expirados, alguns utentes nao se mostraram muito receptivos a

mudanga.

Como estagiaria, foram varios os episodios de nao-aceitagao desta medida por
parte de alguns utentes, mesmo depois da devida explicagao das razoes pela qual a
mesma foi implementada. Apesar de me permitir o desenvolvimento de capacidades de
resolugao de conflitos e de comunicagao, considero a entrada em vigor desta portaria
uma ameaga ao meu estagio porque, para além de gerar conflitos com a populagao,

fomentou a descredibilizagao do papel do estagiario por parte de alguns utentes.

3. CONCLUSOES FINAIS

O estagio curricular na FSJ foi, sem duvida, um ponto fulcral para a minha evolugao
como futura profissional de saide e agente de saude publica, sendo que também me
possibilitou um crescimento pessoal ligado ao primeiro contacto com o contexto real do
mercado de trabalho farmacéutico, mas também com tudo o que dele advém. Para além de
ter a oportunidade de colocar em pratica conhecimentos teodricos que ganhei ao longo do
MICEF, vi-me também em contacto com novas areas de aprendizagem que me possibilitaram a

aquisi¢ao de valéncias e de capacidades fundamentais para a minha formagao.

E importante perceber que a FC é, na maioria das vezes, o sitio primario ao qual a
populagao se dirige para esclarecer problemas ou para pedir ajuda e aconselhamento para
uma vasta gama de situagoes. A interacgao entre o farmacéutico e o utente é crucial para o
desencadeamento de um aconselhamento completo e personalizado, e é através deste

contacto que é possivel a criagao de relagoes de confianga com a populagao.

Valorizo imenso todas as oportunidades de aprendizagem que tive na FSJ. Para além
de estar em contacto com as diferentes vertentes de um farmacéutico em FC, foi-me
possivel aprofunda-las e ganhar experiéncia na execu¢ao das mesmas. Resta-me agradecer a
toda a equipa que me acolheu durante o meu periodo de estigio, pelos conhecimentos
transmitidos, pela paciéncia e ajuda constantes, e por me terem permitido evoluir e crescer
como futura farmacéutica. Foi um privilégio poder integrar esta equipa e participar

ativamente na sua rotina didria de prestacao de ajuda e aconselhamento ao utente.
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CAPITULO II

Relatorio de Estagio em Industria Farmacéutica

BLUEPHARMA, INDUSTRIA FARMACEUTICA, S.A.



ABREVIATURAS

BPF - Boas Praticas de Fabrico

COVID-19 - Doenga por Coronavirus (do inglés, Coronavirus Disease)
CQ - Controlo de Qualidade

DAG - Desenvolvimento Analitico e Galénico

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés, High Profile Liquid
Chromatography)

IF - IndUstria Farmacéutica

LD - Laboratério de Dissolugoes

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
Ph. Eur — Farmacopeia Europeia

SA - Substancia Ativa

SOPs - Standard Operation Procedures

SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats

USP - Farmacopeia dos Estados Unidos (do inglés, United States Pharmacopeia)

21



I. INTRODUCAO

O presente relatério foi desenvolvido no ambito da componente de estagio
curricular, integrado no Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF). Nele,
concretiza-se uma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats) relativa a
frequéncia do mesmo, destacando alguns pontos fulcrais. O estagio teve inicio no dia 18 de
maio, e término no dia 3| de julho de 2020, sob orientagao da Dra. Sandra Almeida, no

Departamento de Desenvolvimento Analitico e Galénico (DAG).

Esta unidade curricular permite um contacto inicial com algumas areas profissionais
nas quais nos, estudantes do MICF, poderemos enveredar no futuro. Fomenta ainda uma
melhor consolidagao dos conhecimentos tedricos e praticos leccionados ao longo do curso

e a sua correta aplicagdo no quotidiano farmacéutico. E este conjunto de experiéncias e de

conhecimentos adquiridos que permitem formar e distinguir um bom profissional.

Optei por realizar um estagio em Industria Farmacéutica (IF), para além do estagio
realizado em Farmacia Comunitaria, por acreditar que esta € uma excelente area e com uma
capacidade de evolugao inclassificavel. Além do mais, nunca antes tinha estado em contacto
com esta vertente, dai considerar ainda mais benéfica a sua inclusao no meu plano de

estagios curriculares.

No decorrer do meu percurso no MICF, estive em contacto com diversas unidades
curriculares que me despertaram interesse e nas quais sempre tive vontade de adquirir
conhecimentos mais aprofundados. Unidades curriculares como Farmacia Galénica e
Tecnologia Farmacéutica. Foi com isto em mente que optei por colocar como op¢ao

primaria o Departamento DAG, onde acabei por realizar todo o meu periodo de estagio.
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2. BLUEPHARMA - INDUSTRIA FARMACEUTICA, S.A.

A Bluepharma é uma empresa Farmacéutica, de capitais portuguesas, sediada em
Coimbra. Fundada em fevereiro de 200Il, apdés a compra de uma unidade industrial
pertencente a multinacional alema Bayer, a mesma nasce da vontade de um conjunto de

jovens empreendedores.'

A missao principal da Bluepharma centra-se na continua melhoria da qualidade e
inovagao dos seus processos de fabrico e de comercializagao, e também da investigagao e
desenvolvimento de medicamentos de elevado valor acrescentado.” Assim, a sua actividade
distingue-se na comercializagdo de medicamentos genéricos, na investigagao,
desenvolvimento, registo e producio de medicamentos proprios e para terceiros.’ A
experiéncia adquirida ao longo do tempo, permite a Bluepharma a garantia dos mais
elevados padroes de qualidade, baseados nos conhecimentos técnicos e praticos, visao e
dinamismo de toda a sua equipa.’ A sua certificagio cumpre os requerimentos referentes as
Boas Praticas de Fabrico (BPF) e as diferentes Normas ISO, nomeadamente, ISO 9001, ISO
18001 e OHSAS 18001.*

O DAG é responsavel pelo desenvolvimento e validagao de métodos analiticos
adequados, assegurando assim uma melhor integragio e eficiéncia em termos de custos.” No
decorrer do meu estagio, tive oportunidade de acompanhar de perto os procedimentos
laboratoriais referentes a validacio e ao desenvolvimento de novos métodos analiticos.
Quando finalizados, estes processos necessitam de ser acompanhados de um relatorio
detalhado, onde estao incluidos os diferentes materiais, reagentes e equipamentos usados,
assim como os diferentes testes realizados e todos os resultados obtidos. Tendo em conta
que a Bluepharma é responsavel pela validagao e desenvolvimento de métodos analiticos
para produtos farmacéuticos proprios, mas também para terceiros, € necessaria uma
uniformizagao de todos os documentos informativos por ela redigidos. Posto isto, ao longo
do periodo de estagio, o meu trabalho focou-se principalmente na criagao de modelos que
pudessem ser utilizados na escrita de relatorios referentes aos diferentes procedimentos

realizados pelos analistas do DAG.
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3. ANALISE SWOT

De seguida, apresento uma reuniao e avaliagao de pensamentos criticos referentes ao
periodo do meu estagio. Esta avaliagao alberga uma auto-avaliagio da minha prestagao, bem
como de todos os conhecimentos, tedricos e praticos, que adquiri e/ou aprofundei no
desenrolar do estagio. Para tal, procedi a realizagao de uma analise SWOT, uma ferramenta
de gestio amplamente conhecida, que permite a inclusao e andlise de critérios internos e
externos. A andlise interna contempla Forgas e Fraquezas (Strenghts e Weaknesses) e a
analise externa envolve Oportunidades e Ameagas (Opportunities e Threats). Na Tabela | esta
presente um resumo da andlise em questao, sendo a mesma devidamente aprofundada e

fundamentada de seguida.

Tabela | - Andlise SWOT
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3.1. FORCAS (STRENGHTS)

3.1.1. Fornecimento de material e equipamento de trabalho

No primeiro dia de estagio, fui recebida por um membro dos Recursos Humanos que
fez uma breve introdugao historica acerca da Bluepharma, assim como da divisao e método
de trabalho dos diversos departamentos nela contidos. Apos a apresentagao, foram
fornecidos a cada estagidario materiais e equipamentos necessarios, consoante o
departamento em que cada um estava inserido. No meu caso, destaco: cartao de
identificagao, computador pessoal e todos os acessorios a ele aliados, bata de laboratorio e

equipamentos de proteccao individual a usar em contexto laboratorial.

O facto de cada membro possuir um computador para uso exclusivo dentro da
empresa — a nao ser que teletrabalho fosse uma opgao — permitia o acesso a todos os

documentos e plataformas oficiais, assim como uma melhor rentabilizagao do trabalho.

3.1.2. Formacao interna continua

No decorrer do meu periodo de estagio, foram-me disponibilizados diversos tipos de
formagoes complementares. As formagoes iniciais eram de caracter obrigatorio para todos
os novos estagiarios e continham informagoes detalhadas acerca do modo de funcionamento
da empresa e das suas ferramentas complementares, entre as quais “Plataforma
SuccessFactors”, “Sistema Documental — Ennov”, “Boas Praticas de Fabrico”, “Contacto com
o Departamento de Informatica”, “Ambiente, Seguranca e Salde no trabalho”,
“Farmacovigilancia” e “Melhoria continua”. Tendo em conta a situagao de pandemia mundial
que se vive actualmente, estas formagoes foram ministradas em formato digital, de forma a
diminuir o contacto pessoal e a formagao de ajuntamentos. Ainda assim, as formagoes
mostraram-se bastante elucidativas e permitiram um melhor entendimento das ferramentas

e do ambiente de trabalho com os quais iriamos estar em contacto nas semanas seguintes.

Através da plataforma SuccessFactors, eram-nos fornecidos testes de avaliagao
relativos a cada uma das formagoes. Desta forma, era possivel consolidar conhecimentos

adquiridos e perceber se as informagoes tinham sido compreendidas.
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3.1.3. Metodologia Kaizen

Kaizen (do japonés “mudar para melhor”) refere-se a filosofia de melhoria continua
que pode ser aplicada a vida pessoal, social e profissional. Esta metodologia, quando aplicada
no local de trabalho, baseia-se na premissa de que todos os individuos devem estar
devidamente comprometidos com a redugao de custos e de desperdicio, e com o aumento
da produtividade.

Sendo a Bluepharma uma indlstria em crescimento constante, este tipo de ideais
estao na base de uma boa metodologia de trabalho, que leva a uma posterior optimizagao de
processos, reducao de erros e aumento da qualidade dos produtos. A metodologia Kaizen é
transversal a todos os departamentos, estando devidamente ajustada a cada um deles.

No caso do DAG, eram realizadas reunioes diarias com uma duragao maxima de 15
minutos, nas quais cada analista elucidava a restante equipa acerca das tarefas que havia
realizado ou que planeava realizar, assim como esclarecia duvidas junto dos chefes de
departamento. Em contexto normal, estas reunioes realizar-se-iam presencialmente e com a
presenga de todos os membros envolventes. No entanto, fase as restrigoes aliadas a
pandemia da COVID-19 (Doenga por Coronavirus - do inglés, Coronavirus Disease), tornou-
se necessaria a transferéncia para um contexto online. Além do mais, a Bluepharma optou
pela implementagao de turnos de trabalho, de maneira a reduzir o niumero de pessoas
presentes na empresa em simultaneo. Tendo em conta que nao havia contacto direto com
certos membros da equipa, pois estavam incluidos em turnos opostos, estas reunioes
revelaram-se ainda mais imprescindiveis para que houvesse uma comunicagao continua entre
todos os analistas e, posteriormente, um melhor acompanhamento de todas as tarefas
realizadas no departamento. Para além das reunides didrias, existiam também materiais de
suporte ao planeamento de tarefas e ao funcionamento do laboratério. A presenga de um
quadro personalizavel em cada um dos departamentos possibilitava uma correta organizagao
de todas as informagdes necessarias e um acompanhamento constante do trabalho
laboratorial.

A participagao nas reunides diarias e o conhecimento adquirido relativo a melhoria
continua do local de trabalho possibilitou-me uma melhor integragao na equipa e um melhor
entendimento de todos os processos que se realizavam no DAG. Além disso, como nunca
tinha estado em contacto com este tipo de metodologia, reuni conhecimentos e métodos de
trabalho que se vao revelar extremamente importantes e proficuos na minha vida

profissional.
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3.1.4. Aquisicdo de conhecimentos sobre métodos analiticos

A validagdo de métodos analiticos tem como objectivo demonstrar e comprovar,
através de diferentes testes laboratoriais, que um determinado método é adequado para a
andlise do produto em questao, e que cumpre os requisitos e os limites estipulados pelas
autoridades competentes. Estes métodos podem, naturalmente, ter objectivos diferentes e,
consequentemente, premissas diferentes. No meu caso, estive em contacto com dois
processos distintos: validagio do método de dissolugao de substancia ativa (SA) com
quantificagao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC - do inglés, High Profile
Liquid Chromatography) e validagao do método de quantificagao de impurezas derivadas da SA

em HPLC.

Esta validagao é imprescindivel para que se determine, com certeza, se o método
analitico utilizado é de facto o mais adequado e o menos susceptivel a erros, mas também se
os resultados que dele advém sao validos. Para tal, devem ser avaliados e cumpridos diversos

parametros, entre os quais:

- Selectividade: Diz respeito a capacidade do método identificar, inequivocamente, a SA na

presenca de outros componentes (excipientes e/ou impurezas);

- Linearidade: Demonstra a capacidade do método obter resultados directamente

proporcionais a concentragao de SA no meio de dissolugao utilizado;

- Exactidao: Expressa a proximidade entre o valor de referéncia (teodrico) e o valor obtido

no decorrer do método analitico;

- Repetibilidade: Diz respeito a precisio do método analitico quando submetido as

mesmas condigoes durante um curto espago de tempo;

- Precisao intermédia: Precisaio do método quando submetido a diversas variagoes
laboratoriais — ensaios realizados em dias diferentes, por analistas diferentes, em

equipamentos diferentes e em laboratorios diferentes;

- Robustez: Capacidade do método analitico nao ser afectado por pequenas, mas

deliberadas, variagoes nos seus parametros.

No caso da Bluepharma, os diferentes métodos analiticos, sujeitos a validagao por
parte do DAG, podem surgir de diferentes fontes. Podem ser métodos desenvolvidos
internamente, podem ser transferidos de outros laboratérios, ou podem estar descritos na

Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.) ou na Farmacopeia dos Estados Unidos (USP). Em certos
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casos, os métodos propostos nao sao validados porque nao cumprem todos os parametros,
sendo considerados inadequados. Assim, torna-se necessario dar um passo atras e proceder
ao desenvolvimento de um método analitico. Este processo é muito mais demorado e
implica um estudo aprofundado de todas as variantes e de como estas afectam os diferentes
parametros a cumprir, conseguindo-se assim a construgao de um método analitico adequado

para o produto e instrumentos em questao.

Apesar de estes conceitos me serem familiares, tendo em conta que foram
abordados em Unidades Curriculares como Métodos Instrumentais de Analise | e Il, tornou-
se bastante importante ter um contacto mais proximo com os mesmos, fomentando uma
melhor aprendizagem acerca de como estes processos se realizam em ambito de IF. Para
além disso, e tendo em conta que estes foram temas constantemente presentes no meu dia-
a-dia durante o estagio, e que a sua compreensao era vital para a realizagao das minhas

tarefas, consegui enraiza-los no meu trabalho e familiarizar-me com eles.

3.1.5. Aprofundamento de conhecimentos em HPLC

A HPLC é uma técnica de separagao que, quando acoplada a um detector permite
também a identificagao e quantificagao de compostos quimicos presentes numa mistura. Esta
técnica baseia-se na interacgao entre a molécula em questao, e duas fases: fase movel e fase
estacionaria (coluna). No final da coluna, existe um detetor responsavel pela identificagao
dos analitos presentes na mistura e pela sua representagao grafica (cromatograma). A fase
movel passa, de forma continua, pela coluna, a uma pressao e fluxo controlados. Nesta
técnica, sao normalmente utilizadas colunas de ago inoxidavel, constituidas por um material
de empacotamento especifico. Este material, designado por fase estacionaria, é constituido
por particulas esféricas porosas de pequenas dimensoes ou por um liquido especifico para
separagao de componentes presentes numa mistura. Dependendo dos analitos a serem
identificados e quantificados, estas colunas podem ser caracterizadas em fungao da sua

polaridade ou da composicao das particulas.

Designa-se por tempo de retengao, o tempo que a substancia, em conjunto com a
fase movel, demora a percorrer a coluna e a atingir o detetor, apds a injec¢ao da mistura.
Variagdes no fluxo, diametro e comprimento da coluna utilizada podem influenciar este

parametro.

Entende-se por cromatografia liquida de fase normal a utilizagio de uma fase

estacionaria mais polar que a fase moével. Desta forma, os compostos mais polares presentes
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numa mistura terdo mais afinidade para a fase estaciondaria, demorando mais tempo a
percorrer a coluna e, consequentemente a atingir o detector, criando assim tempos de
retengao mais elevados. Por outro lado, quando a fase estacionaria € menos polar que a fase
movel — designando-se por cromatografia liquida de fase reversa —, os compostos polares
terao mais afinidade para a fase movel e, consequentemente, apresentarao tempos de

retengao mais curtos.

Todo o trabalho realizado no DAG tem como base a manipulagao e o conhecimento
aprofundado da técnica de HPLC. Focando-me agora no processo aliado ao desenvolvimento
de um método analitico, € importante perceber como as diferentes variagoes desta técnica

podem influenciar a obtengao de um método analitico adequado, ou nao.

Apesar de esta técnica ter sido abordada em diferentes Unidades Curriculares, poder
trabalhar com ela em diferentes formatos foi, sem duvida, benéfico para o aprofundamento

de conhecimentos que talvez nao tenham ficado bem consolidados no decorrer do curso.

3.1.6. Apresentacao final

Para finalizar o meu periodo de aprendizagem, e de maneira a demonstrar qual foi o
meu papel durante o tempo em que estive integrada na Bluepharma, a Dra. Sandra Almeida
sugeriu-me a criacdo de um resumo, em formato de apresentagao, onde elucidasse todas as
tarefas que me foram atribuidas, assim como procedi a resolugao das mesmas. Com isto,
houve a necessidade de rever e estudar todos os conhecimentos adquiridos para que a
apresentagao fosse o mais completa e correta possivel. Valorizei imenso este ultimo teste, ja

que possibilitou a consolidagao de diversos temas e a exposi¢ao dos mesmos.

3.2. FRAQUEZAS (WEAKNESSES)

3.2.1. Inexisténcia de componente laboratorial

Tendo em conta que as minhas tarefas eram, na sua totalidade, de cariz tedrico, a
experiéncia inerente a uma componente laboratorial foi reduzida. No entanto, durante
alguns dias, tive oportunidade de acompanhar uma analista do DAG e o seu trabalho
laboratorial no que dizia respeito a validagao e ao desenvolvimento de métodos analiticos.
Neste acompanhamento, foram-me ensinados e demonstrados diversos processos
laboratoriais e o devido registo dos mesmos nos lab books. Destaco: calibragao de

medidores de pH e de balangas, correta pesagem de pos, introdugao ao manuseamento do
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software informatico usado no controlo da HPLC e acompanhamento de métodos de

dissolucao.

Apesar do pouco tempo passado em contexto laboratorial, nao posso deixar de
referir a sua devida importancia. Para além de ter construido bases e conhecimentos para o
meu futuro profissional, foi também uma mais-valia no que diz respeito a construgao e
desenvolvimento de modelos, ja que permitiu uma melhor compreensao dos métodos e
ensaios realizados pelos analistas e, consequentemente, uma melhor transposicao dos

mesmos para formato de relatorio.

3.2.2. Duracdo do estagio

O meu estagio na Bluepharma teve inicio no dia 18 de maio e foi concluido no dia 31
de julho de 2020, albergando um total de 55 dias Uteis. Este periodo de tempo limita a
possibilidade dos estagiarios poderem evoluir dentro do departamento no qual estao
inseridos ou, até mesmo, de integrarem outros departamentos e diferentes equipas de
trabalho. Tendo em conta que, numa IF, um farmacéutico pode seguir diversas vertentes
profissionais, creio ser benéfico este tipo de rotagao entre departamentos, de forma que o
individuo possa alargar o seu conhecimento em diferentes temas e, quem sabe, descobrir

aquele em que gostaria que a sua vida profissional futura incidisse.

No meu caso, foi-me dito desde o comego que, devido ao curto espago de tempo
que eu iria estar na empresa, tornar-se-ia dificil adquirir experiéncia e autonomia em termos
laboratoriais, ja que o tipo de processos envolvidos era de elevada importancia e havia a

necessidade de formacgao prévia.

3.3. OPORTUNIDADES (OPPORTUNITIES)

3.3.1. Contacto com documentos oficiais

De forma a elaborar os modelos para os relatorios referentes a validagao e
desenvolvimento de métodos analiticos, foi necessario estar em contacto constante com
documento e diretrizes redigidas para o efeito. A Bluepharma possui documentos internos,
designados por Standard Operation Procedures (SOPs), onde estao descritos os diferentes
procedimentos a serem realizados nos varios departamentos. Para alguns relatorios, a leitura
na integra destes documentos foi suficiente para a correta compressio de todos os
processos envolvidos e a definicio de limites consoante os testes realizados. No entanto,

destaco a elaboracao do modelo do relatério relativo ao Desenvolvimento de Métodos de
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Dissolugao. Neste caso em especifico, ainda nao existia uma SOP oficial redigida para o
efeito, tornando-se necessaria a consulta de alguns documentos redigidos por entidades
ligadas a diversas autoridades, mas também a leitura de diretrizes presentes na USP. Assim, e
depois de estudar e avaliar todos os critérios que deveriam constar no documento referente

ao procedimento em questao, foi-me possivel criar o modelo mais indicado para o efeito.

Apesar de ter estado em contacto com textos de Farmacopeias em algumas
Unidades Curriculares, penso que nunca se formou a familiarizagdo necessaria com os
mesmos. Assim, aliada a necessidade de ter de procurar adquirir conhecimentos nestes

documentos, surgiu uma maior confianga e conforto na sua leitura e interpretagao.

3.3.2. Experiéncia noutros departamentos

Apos a conclusao das minhas tarefas no DAG, e da devida revisao e correcgao das
mesmas pela Dra. Alexandra Gongalves e pela Dra. Marta Rolo, foi-me possivel integrar a
equipa do Departamento de Controlo de Qualidade (CQ), mais especificamente, a do

Laboratério de Dissolugoes (LD).

Como todos os conhecimentos tedricos aliados ao trabalho desenvolvido no LD ja
tinham sido abordados em contexto de formagoes internas, a minha experiéncia, mesmo que
curta, incidiu no desenvolvimento de capacidades praticas de laboratorio. Assim, estive em
contacto com todo o processo inerente a ensaios de dissolugao, assim como o registo dos
valores obtidos e a sua posterior avaliagio. Com esta aprendizagem, foi-me possivel
interligar todos os conhecimentos adquiridos até ao momento, assim como acompanhar e
perceber processos e testes aos quais um produto farmacéutico tem de ser submetido de
forma a ser correctamente avaliado e, posteriormente, aprovado para distribuicao e venda

ao publico.

3.4. AMEACAS (THREATS)
3.4.1. Medidas de Contingéncia aliadas a COVID-19

A pandemia global que vivemos nos tempos atuais tem vindo a afetar a vida social e
profissional a qual estavamos habituados. Com ela, surge também a obrigacdo de criar
medidas de contingéncia para protecgao de todos os individuos, de forma que a vida retorne
o mais rapido possivel a normalidade. Assim, a Bluepharma, como tantos outros postos de

trabalho, procedeu a construcio de regras e medidas para que o trabalho dos seus
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colaboradores nao fosse afectado e a empresa pudesse continuar a funcionar. Medidas estas
que envolveram o estabelecimento de um distanciamento de seguranga entre os
trabalhadores, implementagao de um sistema de turnos de trabalho e criagao de diferentes
horarios para frequentar a cantina. Naturalmente, e apesar de estas medidas serem
necessarias, apresentaram, de certa forma, uma ameaga ao meu estagio. Dou o exemplo da
implementagao de turnos de trabalho que impossibilitou o contacto com metade da equipa
onde eu estava integrada. Realgo também o facto de nao me ter sido possivel fazer uma
visita 2 empresa, actividade que é sempre realizada com todos os novos colaboradores e
estagiarios que ingressam na Bluepharma. Para além disso, devido a incerteza vivida durante
o tempo de estado de emergéncia nacional, o meu estagio iniciou-se com duas semanas de

atraso, mantendo-se a data de término.

Apesar de todas as adversidades, sei que a Bluepharma nao deixou que os seus
estagiarios deixassem de ter a oportunidade de integrar a empresa e, por isso, deixo o meu
agradecimento a todos os profissionais que tornaram esta experiéncia enriquecedora e me

proporcionaram uma aprendizagem Unica, independentemente das circunstancias.

4. CONCLUSOES FINAIS

O estagio curricular realizado na Bluepharma — Industria Farmacéutica S.A. permitiu-
me estar em contacto com uma das muitas saidas profissionais aliadas ao MICF. A IF sempre

foi algo que me cativou, e considerei esta experiéncia benéfica em diferentes aspectos.

Primeiramente, poder integrar um departamento no qual nao tinha muitos
conhecimentos foi muito gratificante, ja que pude experienciar uma evolugao e crescimento,
tanto pessoal como profissional, durante o tempo decorrido na empresa. Esta experiéncia,
permitiu-me ainda a consolidagao de termos e conhecimentos tedricos relacionados com a

vertente analitica, mas também o enriquecimento formativo em alguns temas novos.

Acredito que a boa formagao de um futuro farmacéutico reside nas experiéncias que
advém do contacto com diferentes areas profissionais. Tendo isto em mente, valorizo
imenso o tempo que passei na Bluepharma, e levo comigo conhecimentos e praticas que,
decerto, farao de mim uma profissional de eleicao. Resta-me agradecer a toda a equipa que
me acolheu no decorrer do meu estagio pelas aprendizagens transmitidas, e por se

mostrarem constantemente disponiveis para o esclarecimento de duvidas.
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CAPITULO 1l

MONOGRAFIA

“PROBIOTICOS COMO ESTIMULANTES DO SISTEMA
IMUNITARIO”



RESUMO

Atualmente, os probidticos sao definidos pela Food and Agriculture Organization e pela
World Health Organization, como sendo “microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem um beneficio para a salde do hospedeiro”. Os
beneficios aliados ao seu consumo estao directamente dependentes da espécie e estirpe em

questao, mas também do individuo.

Sendo o sistema imunitario um dos principais mecanismos de defesa contra agentes
patogénicos, uma correta manutengao das respostas aliadas a este sistema traz vantagens no
tratamento e prevengao de diversas doengas e na manutengao de uma boa qualidade de vida.
Assim, as aplicagoes destes microrganismos sao vastas, indo desde o controlo e tratamento
de infecgoes associadas a Clostridium difficile, até a prevengao do desenvolvimento de

reacgoes alérgicas.

Esta monografia teve como objectivos, através de uma revisao bibliografica, transmitir
uma perspectiva global sobre o beneficio da utilizagao de probioticos para a salde, assim
como analisar os possiveis mecanismos de acgao, particularmente, no que respeita a
modulagao do sistema imunitario, através do refor¢o das respostas inata e adaptativa.
Pretendeu-se ainda abordar os critérios de eficicia e seguranga dos microrganismos

utilizados como probioticos.

Palavras-chave: probioticos, microbiota intestinal, sistema imunitario, infecgoes, alergias.
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ABSTRACT

Probiotics are currently defined by the Food and Agriculture Organization and the
World Health Organization as "living microrganisms which, when administered in
appropriate quantities, confer a benefit to the health of the host. The benefits allied to their
consumption are directly dependent on the species and strains in question, but also on the

individual.

Since the immune system is one of the main mechanisms of defense against
pathogens, a correct maintenance of the responses allied to this system brings advantages in
the treatment and prevention of various diseases and in maintaining a good quality of life.
Thus, the applications of these microorganisms are vast, ranging from the control and
treatment of infections associated with Clostridium difficile, to the prevention of the

development of allergic reactions.

This monograph aimed, through a literature review, to provide a global perspective
on the health benefit of probiotics, as well as to analyze the possible mechanisms of action,
particularly regarding the modulation of the immune system, by strengthening the innate and
adaptive responses. It was also intended to address the efficacy and safety criteria of

microorganisms used as probiotics.

Keywords: probiotics, intestinal microbiota, imune system, infections, allergies.
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ABREVIATURAS

BAL - Bactérias produtoras de acido lactico
CDs - Células dendriticas

CLRs - Receptores de lectina tipo C

DA - Dermatite Atopica

EFSA - European Food Safety Authority
EHEC - Escherichia coli enterohemorragica

FAO - Food and Agriculture Organization

FCEH - Formula de Caseina Extensamente Hidrolisada

GRAS - Generally recognized as safe

ICD - Infegoes associadas a Clostridium difficile
IFN- Y - Interferao-gama

IgA — Imunoglobulina A

IgE - Imunoglobulina E

IL-10 - Interleucina - 10

IL-12 — Interleucina-12

IL-1B - Interleucina - I3

IL-6 - Interleucina - 6

IL-8 — Interleucina-8

IOA - Imunoterapia Oral de Amendoim
LGG - Lactobacillus rhamnosus GG

NK - Natural killer

PMAP - Padrao molecular associado a patégenos
QPS - Qualified Presumption of Safety

RRP - Receptores de reconhecimento de padroes
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RTLs - Receptores Toll-Like

SI - Sistema Imunitario

TGI - Trato Gastrointestinal

Th =T helper

TLAI = Tecido linfatico associado ao intestino

TNF-0 - Factor de necrose tumoral — alfa

Treg - T regulador

WGO - World Gastroenterology Organization (Organizagao Mundial de Gastroenterologia)

WHO - World Health Organization (Organizagao Mundial de Saude)
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I. INTRODUCAO

Os seres humanos convivem, diariamente, com um vasto niUmero de microrganismos,
presentes na pele, mucosas e trato gastrointestinal (TGI).' Apesar de estarem extensamente
distribuidos pelo corpo humano, é no TGI que existe uma maior diversidade populacional,
podendo atingir as 1000 espécies.”® No recém-nascido, a colonizagio bacteriana do TGl
inicia-se quando este é exposto a um ambiente nao estéril, a partir desse momento evolui ao
longo da vida, estando constantemente dependente de uma complexa e dinamica relagao
entre a dieta, estilo de vida e uso, ou nio, de agentes antibacterianos.’ A interagio entre
esta comunidade microbiana, a qual se da o nome de microbiota, e o seu hospedeiro, resulta
no surgimento e, posterior, evolugdio de um sistema imunitario intestinal Unico, que
influencia, positiva ou negativamente, o estado de saide do mesmo.'” Este novo sistema
permite discriminar agentes patogénicos de organismos benéficos, incentivando o
surgimento de uma resposta imunitaria adequada e regulando o volume de resposta
inflamatéria.' A exposigio a terapéuticas com antibidticos, firmacos imunossupressores e
radiacdo, entre outros, podem causar desequilibrios na flora bacteriana intestinal - disbiose.'?
De forma a restabelecer a microbiota intestinal assim como a resposta imunitaria, tém

surgido estratégias dirigidas para a modulagio da microbiota intestinal.’

Passados mais de 50 anos desde a primeira definicao de microrganismo probidtico, e
tendo em conta inUmeros estudos realizados até entao, foi demonstrada a sua eficacia em
diversos contextos, principalmente no que toca a imunomodulagao. Apesar de existirem
diversos estudos direccionados para a correta selecao e caracterizagdo de estirpes
probioticas especificas para determinados efeitos desejados, os principais mecanismos de
acgao envolvidos ainda nao sao totalmente compreendidos pela comunidade cientifica, sendo
ainda necessarios mais estudos para que se possa chegar a uma relagao concreta entre a
presenca destes microrganismos e a sua influéncia no surgimento e controlo de doengas,

assim como na manutencio do bem-estar.'??
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2. PROBIOTICOS
2.1. CONCEITO E EVOLUCAO HISTORICA

O uso de probioticos encontra-se documentado desde a Antiguidade Egipcia através
de representagoes de leite fermentado em hieroglifos, até ao uso tradicional de leite
fermentado proveniente de iaques, por comunidades ndmadas do Tibete, de maneira a
aumentar o seu tempo de conservagao. Os efeitos associados ao consumo de leite
fermentado comegaram a levantar curiosidade na comunidade cientifica a partir do inicio do
Séc. XIX, quando Louis Pasteur identificou quais as bactérias e leveduras responsaveis pelos
processos de fermentagao. No entanto, nunca relacionou estes microrganismos com algum
tipo de beneficio para a saide humana.* Foi apenas em 1907 que llya llyich Metchnikoff, um
microbiologista que tinha acompanhado Pasteur nos seus estudos, descobriu os efeitos dos
chamados probioticos.” Ao invés de associar a longevidade da comunidade da Bulgéria com
os iogurtes fermentados, que consumiam diariamente, o cientista estabeleceu a relagao entre
as bactérias da espécie Lactobacilli usadas na fermentagao deste alimento, e a presenga das

mesmas no célon.*

O termo “probidtico” foi usado pela primeira vez em 1965 por Lilley e Stillwell para
descrever substancias secretadas por um microrganismo, que estimulassem o crescimento
de outro. No entanto, a definicio em vigor, descrita pela Food and Agriculture Organization
(FAO) e pela World Health Organization (VWHO), caracteriza os probioticos como
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um
beneficio para a saide do hospedeiro”.®’” Estes microrganismos sio capazes de regenerar o
sistema digestivo e de o colonizar, contribuindo para neutralizar e/ou eliminar efeitos
nefastos provocados por outros microrganismos, que, consequentemente, comprometeriam
o bom funcionamento do organismo.* No decorrer da vida, o ser humano estd exposto a
inlmeros e diferentes tipos de factores externos, que podem ser potenciais riscos para a sua
saude — tais como, stress, consumo excessivo de bebidas alcodlicas, dietas ricas em lipidos,
proteina e hidratos de carbono, factores genéticos, consumo de agua com niveis elevados de
cloro e fllior, exposigio a toxinas ambientais, entre muitos outros.* A terapia antimicrobiana
€ um dos maiores factores responsavel pela destruicio da microbiota e, nestes casos, a

administracio de probiéticos pode ser usada com o objetivo de a regenerar.’

Em 2013, a World Gastroenterology Organization (WGO) publicou guidelines gerais

acerca de probidticos, sendo que em 2014, apoés uma revisao, foram definidas 3 categorias:
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I) Probidticos sem efeitos benéficos e/ou prejudiciais para a sade humana - geralmente
considerados seguros, nao necessitando de serem submetidos a testes de eficacia;

2) Probiodticos usados como suplementos alimentares, no que toca a reforgo das defesas
naturais do organismo e redugao de sintomas associados a condig¢oes especificas -
estirpes microbianas definidas, testes de eficacia e seguranga comprovados;

3) Medicamentos probioticos - baseados em ensaios clinicos onde seja definida a estirpe
microbiana especifica a ser utilizada para cada doenga/condigao. Deve também ser
apresentada uma justificagao valida para o seu uso, assim como um esclarecimento

do ratio risco/beneficio ao utente em causa.®

De todos os beneficios estudados até ao momento, destacam-se: supressao de
diarreia, controlo da intolerancia a lactose e de complicagdes adjacentes, actividade
antimicrobiana e alivio dos sintomas ligados a sindrome do intestino irritavel. No entanto,
algo que preocupa a comunidade cientifica é a generalizagao que possa ser feita em relagao
as vantagens aliadas ao consumo de probidticos, ja que as mesmas advém do consumo de

estirpes especificas, testadas e comprovadas clinicamente.’

2.1.1. Probioticos versus Prebioticos

Em 1995, Gibson e Roberfroid introduziram, pela primeira vez, o termo “prebiético”,
definindo-o como um “componente alimentar nao-digerivel, capaz de provocar um efeito
benéfico no seu hospedeiro, através de uma estimulagao selectiva do crescimento e/ou
actividade de um dado grupo de bactérias residentes no célon.” No entanto, em 2007, esta
definicao foi actualizada pela FAO/WHO: “componente alimentar nao-viavel, capaz de
conferir efeitos benéficos no seu hospedeiro, associados a modulagio da microbiota

intestinal”.

Estes compostos sdo, na sua maioria, formados por hidratos de carbonos de cadeia
curta e nao sao absorvidos no intestino delgado. Aqui, para além de estimularem o
crescimento e o metabolismo de microrganismos como Lactobacillus spp. e Bifidobacterium
spp., potenciam também a fungao intestinal através de processos de fermentacao,
apresentando um ligeiro efeito laxante. Como se tratam de compostos nao-viaveis,
apresentam taxas de sobrevivéncia superiores as dos probioticos, principalmente na parte
inicial do TGI. Posto isto, os prebioticos podem ser usados como uma alternativa aos

probidticos, ou como um apoio adicional aos mesmos.'*"'
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Tendo isto em mente, Gibson e Roberfroid introduzem na comunidade cientifica o
termo ‘“‘simbidtico”, de forma a descrever a combinagdo sinérgica entre prebioticos e
probidticos. Esta designagao é especifica para produtos nos quais um componente com
capacidade prebidtica favorece um microrganismo probiotico. A principal vantagem
relacionada com o uso deste tipo de combinagoes é o aumento da sobrevivéncia dos
microrganismos probidticos em toda a extensao do TGI, assegurando assim um efeito

superior, em comparagao com o seu uso individual.'*'"'?

2.2. PROBIOTICOS MAIS UTILIZADOS

O grupo de agentes probioticos inclui bactérias produtoras de acido lactico (BAL)

como os géneros Bifidobacterium, Bacillus, e algumas leveduras (Figura ).

| — 4 < &
\g* N‘:Z‘( QO atv

&
e~ . 9°ee
@ \ > g - @
S e 2 3)»/9 €
) N % -
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Figura | - llustracdo das diferentes morfologias aliadas a espécies com potencial probidtico (Fonte propria).

As BAL dizem respeito a um grupo bastante diversificado de microrganismos gram-
positivos, nao esporulados e catdlase-negativos, que estao presentes em diferentes habitats.
Metabolicamente, estas bactérias sao conhecidas pela sua capacidade de produzir grandes
quantidades de acido latico, entre outros metabolitos organicos: glucose, frutose, lactose e
galactose. No que diz respeito ao processo metabdlico da glucose, podem ser classificadas
como homofermentativas — se converterem este composto unicamente em acido latico — ou
heterofermentativas — se, para além de acido latico, produzirem outros metabolitos,
incluindo etanol, acido acético e dioxido de carbono. Estes microrganismos estao também
presentes no TGl e em varios produtos comercializados: lacticinios, carne, vegetais e
produtos fermentados. Tal facto deve-se a sua habilidade de produzir metabolitos
secundarios, como bacteriocinas, exopolissacarideos e enzimas, capazes de aumentar o
tempo de prazo de validade destes produtos, assim como a sua textura, sabor e

13;14;15

qualidade.
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2.2.1. Lactobacillus spp.

O género Lactobacillus é o mais extenso dentro do grupo de BAL, contando com mais
de 180 espécies e |7 subespécies estudadas e validadas cientificamente. As suas colénias
exibem frequentemente coloragoes acinzentadas e alfa-hemolise quando isoladas em agar-
sangue. No organismo humano, estas bactérias sao ocasionalmente patogenos oportunistas,
estando presentes no TGl, como é o caso de L fermentum, L plantarum, L. casei e L
rhamnosus — sendo estas duas Ultimas as encontradas mais frequentemente - e na mucosa
intestinal, tais como L. antri, L. gastricus, L. kalixensis, L. reuteri e L. ultunensis. Espécies como L.
gasseri, L. jensenii, L. vaginalis e L. iners podem também ser encontradas na mucosa vaginal. '¢'
Lactobacillus possui uma grande resisténcia a condigoes de pH acido, principalmente as
espécies usadas para fermentagao de alguns produtos comestiveis, como mostarda, couve e
azeitonas. Esta caracteristica permite-lhes uma passagem mais estavel pelo estdmago. No
intestino, a adesao deste tipo de bactérias a camada mucosa é mediada por proteinas
presentes na camada S, situada no envelope celular. Diversas espécies de Lactobacillus
apresentam elevada resisténcia intrinseca a alguns antibidticos, como é o caso da

vancomicina e do metronidazol, melhorando assim as suas taxas de sobrevivéncia, em

situagdes de antibioterapia.'®

2.2.2. Bifidobacterium spp.

As bactérias do género Bifidobacterium sao as mais abundantes na microflora
intestinal, desempenhando um papel de grande relevancia no que toca a prevengao de
infecgcoes intestinais, diminuicao dos niveis do colesterol e estimulagao do Sistema Imunitario
(SI). Este género é constituido por 45 espécies de bactérias anaerdbias, heterofermentativas,
gram-positivas, nao esporuladas, catdlase negativas e capazes de produzir acido acético e
lictico a partir de hidratos de carbono, sem formagio de diéxido de carbono.'® Assim como
Lactobacillus spp., também estas bactérias tém a capacidade de inibir o crescimento de
organismos prejudiciais, melhorar a fungao barreira do TGl e suprimir citocinas pro-
inflamatérias.”® Espécies como B. adolescentes, B. animalis, B. bifidum, B. breve e B. longum sdo

usadas regularmente em iogurtes, leite, queijo, e outros lacticinios."?

2.2.3. Bacillus spp.

O género Bacillus é igualmente usado como probidtico, tanto na industria alimentar

como na farmacéutica. As bactérias deste género sao gram-positivas, aerobias e produtoras
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de endosporos - estruturas que permitem uma melhor manutengao das caracteristicas dos
alimentos, aumentando o seu prazo de validade. No entanto, algumas espécies, como B.
anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. pseudomycoides e B. weihenstephanesis — pertencentes ao
chamado grupo B. cereus — sao produtoras de enterotoxinas, podendo levantar diversas

questdes de seguranga.'*'*?

Pegando no exemplo de B. cereus, este trata-se de um agente patogénico oportunista
envolvido em diversas ocorréncias de intoxicagao alimentar. Apesar da evolugao da doenga
ser, na sua maioria, autolimitada, podem surgir episodios mais severos e, por vezes, letais.
Entre outras, esta bactéria pode provocar duas formas de distlrbios gastrointestinais — a
sindrome emética e a sindrome diarreica. Enquanto a sindrome emética se manifesta através
de vomitos e nauseas e é causada pela toxina pré-formada cereulida, a sindrome diarreica
tem a sua origem em enterotoxinas produzidas por esta espécie no intestino.”’ No entanto,
e apesar de se saber que B. cereus € um dos maiores causadores destes disturbios, os casos
de intoxicagao alimentar por esta bactéria sao raramente reportados. A explicagao para este
facto pode prender-se com a sua curta evolugao, que nao motiva o paciente a procurar
ajuda médica e, por outro lado, pode ser sub-diagnosticada em virtude de apresentar uma
elevada similaridade com outras infecoes provocadas por Staphylococcus aureus, ou

Clostridium perfringens.”

E ainda de referir, B. anthracis agente etiolégico do carabunculo. Esta infecio
manifesta-se através de febre alta, lesdes escuras na pele e fadiga, podendo muitas vezes ser
confundida com uma gripe normal. No entanto, apos alguns dias a fun¢ao pulmonar fica
comprometida e, posteriormente, pode ocorrer choque téxico. A facil e rapida
disseminagao dos seus esporos favorece o potencial uso desta bactéria em bioterrorismo,

levantando assim problemas e questdes de seguranca internacionais.”

2.2.4. Leveduras

As leveduras constituem um grande grupo de microrganismos eucariotas, com
distribuicao ubiquitaria, podendo ser encontradas também no TGI animal e em varios
produtos comestiveis. O seu alto conteldo em proteinas, vitamina B e diversos compostos
estimuladores do Sl, aumentou o interesse em usar estes microrganismos como probidticos.
As leveduras tém a grande vantagem de possuirem um elevado grau de tolerancia a
condigoes associadas a processamento industrial como sejam a liofilizagao e temperaturas
elevadas. No entanto, de acordo com a European Food Safety Authority (EFSA), apenas

Saccharomyces boulardii possui a condicao de Qualified Presumption of Safety (QPS), sendo a

44


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwiB-fzarLLsAhWC3eAKHTu5BAAQFjAAegQIARAC&url=https%3A%2F%2Fwww.msdmanuals.com%2Fpt-pt%2Fprofissional%2Fdoen%25C3%25A7as-infecciosas%2Fbact%25C3%25A9rias-anaer%25C3%25B3bias%2Fintoxica%25C3%25A7%25C3%25A3o-alimentar-por-clostridium-perfringens&usg=AOvVaw3Ne5SBj9ci4EcGyy-14dsS
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwiB-fzarLLsAhWC3eAKHTu5BAAQFjAAegQIARAC&url=https%3A%2F%2Fwww.msdmanuals.com%2Fpt-pt%2Fprofissional%2Fdoen%25C3%25A7as-infecciosas%2Fbact%25C3%25A9rias-anaer%25C3%25B3bias%2Fintoxica%25C3%25A7%25C3%25A3o-alimentar-por-clostridium-perfringens&usg=AOvVaw3Ne5SBj9ci4EcGyy-14dsS

Unica levedura nio patogénica a ser usada na produgio de produtos probiéticos.”*>"* Esta
levedura possui elevados niveis de crescimento a temperaturas elevadas, é resistente ao
acido gastrico e nao altera de forma negativa a microbiota do TGI. Adicionalmente, auxilia
no aumento de coldnias de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., a0 mesmo tempo que

promove a eliminagio de agentes patogénicos.”

2.3. MECANISMOS DE AGCAO

O potencial terapéutico associado ao consumo de probidticos esta claramente
documentado, no entanto, os mecanismos de acgao responsaveis pelos seus efeitos
beneficios nao sao ainda compreendidos na sua totalidade. Existem estirpes probidticas que
nem sempre necessitam de colonizar o TGl para exercer os seus efeitos. Alguns probidticos
como Bifidobacterium longum tornam-se parte integrante da microflora intestinal humana,
enquanto Lactobacillus casei exerce a sua atividade de forma indireta ao remodelar e/ou

influenciar a microbiota residente.’

Assim, diferentes espécies e/ou estirpes probiodticas estao igualmente associadas a
mecanismos de acgao distintos, podendo envolver o reforco da barreira epitelial,
modificagao da microbiota intestinal, interferéncia no quorum sensing e imunomodulagao
(Figura 2). Um entendimento diferenciado de todos os mecanismos envolvidos permitira
uma sele¢ao mais rigorosa e apropriada de estirpes probioticas, consoante as suas finalidades
terapéuticas.”” Os microrganismos probiéticos, dependendo da sua estirpe e quando usados
corretamente, podem ajudar na prevencao e tratamento de doencas como, diarreia
associada ao uso de antibioticos, infegoes por Clostridium difficile, doenga de Crohn, sindrome

do intestino irritavel, entre outras.’
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Figura 4 - Principais mecanismos de accdo de microrganismos probiéticos (Adaptado de ’).

2.3.1. Reforco da barreira epitelial

Os probioticos sao capazes de influenciar muitos dos componentes responsaveis pelo
funcionamento da barreira epitelial, quer seja através da diminuicdo do processo de
apoptose celular, ou através do aumento da produgao de mucina. Esta barreira constitui um
importante mecanismo de defesa no que toca a manutengao da integridade epitelial e a
proteccao do organismo contra factores externos. A capacidade da fungao barreira esta
relacionada com a presenga de uma camada de muco, peptideos antimicrobianos,
Imunoglobulina A (IgA) e, principalmente, com a qualidade das tight junctions entre as células
do epitélio intestinal. Caso ocorra uma ruptura desta barreira, varias bactérias e diversos
tipos de antigénios podem atingir a submucosa e desencadear um processo inflamatorio,

resultando em disturbios intestinais.’

O consumo de microrganismos probidticos tem demonstrado vantagens na
manuten¢ao de uma boa funcao de barreira, no entanto, os mecanismos envolvidos nao se
encontram compreendidos na sua totalidade. Diversos estudos concluiram que a espécie
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) é capaz de interagir directamente com as células epiteliais
intestinais e de manter a sua integridade. Este efeito, assim como a capacidade desta bactéria

persistir no TGI, esta relacionado com a expressao in vivo de pili contendo um dominio de
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ligagdo ao muco. Complementarmente, os factores de solubilidade da LGG (p75 e p40)
mostraram-se também eficazes no que diz respeito a prevengao de apoptose celular, através
da activagao da proteina quinase B e da supressao de factor nuclear kappa B (NF-kB). Estao
também presentes efeitos como: aumento de secrecao de mucina das células epiteliais e

regulagdo da resposta inflamatéria.”??"®

2.3.2. Modificacdao da microbiota intestinal

A microbiota intestinal esta envolvida na regulagao de diversos processos fisiologicos,
desde o controlo de energia a mecanismos cognitivos, até a neutralizagao de toxinas e
combate de agentes patogénicos. Alteragoes na composicao da microbiota podem levar ao
aparecimento de diversas doengas, tais como, obesidade, esteatose hepatica, infecgoes

pulmonares, doencas neurodegenerativas e cancro.””*

As diferentes espécies de probidticos sao capazes de competir com agentes
patogénicos pelos locais de ligagao situados nas células epiteliais e na camada de muco.
Proteinas de superficie extraidas de Lactobacillus helveticus RO052 demonstraram inibir a
capacidade de adesao de Escherichia coli O157:H7, aumentando subsequentemente a sua

permeabilidade.’’

Comparativamente, Saccharomyces boulardii secreta um factor termolabil responsavel
pela diminuicao da capacidade de adesao bacteriana. Por outro lado, os probidticos sao
também capazes de interferir no crescimento de agentes patogénicos através da libertagao
de diversos factores antimicrobianos, como defensinas, bacteriocinas, peréxido de
hidrogénio, 6xido nitrico e acidos gordos de cadeia curta, capazes de reduzir os niveis de pH
no lumen intestinal e de romper membranas de bactérias gram-negativas, interrompendo o
seu crescimento. Comparativamente, as bacteriocinas sao toxinas com a capacidade de

permeabilizacdo destas mesmas membranas, levando a formagio de poros.”

A microbiota pode também sofrer alguns desequilibrios, muitas vezes provocados
por doencas ligadas a descontrolos imunolégicos. Uma adequada administragao de
probioticos pode ajudar no reequilibrio da comunidade bacteriana, ja que estes
microrganismos sao capazes de modelar a microbiota, através da repressio de certos
patobiontes — microrganismos que em determinadas condi¢goes causam doenga — e da

estimulagdo de grupos endogenos benéficos.”®
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2.3.3. Interferéncia no quorum sensing

Quorum sensing é um mecanismo de comunicagdo entre bactérias que envolve a
produgao, detecgao e resposta a moléculas extracelulares, denominadas moléculas auto-
indutoras. Estas moléculas acumulam-se a medida que a densidade populacional bacteriana
vai aumentando. As bactérias conseguem detectar concentragoes-limite destas substancias,
modificando assim a sua expressao genética. Ao usarem este meio de comunicagao, as
bactérias atuam como uma entidade multicelular, cada uma delas exercendo diferentes
fungoes, facilitando a colonizagao do TGl e, consequentemente, o desenvolvimento de um
processo inflamatério.*> Quorum sensing esta na base da execugio de diversos mecanismos ja
conhecidos: bioluminescéncia, esporulagao, produgao antimicrobiana, formagao de biofilmes

e secrecio de factores de viruléncia.****

Estudos demonstraram que bactérias da espécie Lactobacillus acidophilus secretam
uma molécula capaz de inibir o processo de quorum sensing e de interagir directamente com

o processo de transcri¢io do gene E. coli O157, reduzindo assim a sua toxicidade.”

2.3.4. Imunomodulacio

Mais de 70% das células imunoldgicas estao localizadas a nivel intestinal,
principalmente ao longo do intestino delgado, formando o tecido linfatico associado ao
intestino (TLAI). O Sl possui dois tipos de resposta imunitaria: imunidade inata (natural) e
imunidade adquirida (adaptativa ou especifica). A imunidade adquirida é dependente de
linfocitos B e T, que possuem receptores especificos para certos tipos de antigénios.
Contrariamente, a imunidade inata responde a padroes moleculares associados a patogenos
(PMAPs) presentes na superficie de maior parte dos agentes patogénicos. A primeira
resposta a invasao do organismo por parte de agentes exteriores é activada através de
receptores de reconhecimento de padroes (RRPs), sendo os mais estudados os receptores
Toll-Like (RTLs). Consequentemente, receptores extracelulares de lectina tipo C (CLRs) e
dominios de oligomerizacao de ligacdo de nucledticos intracelulares provocam uma cadeia
de transmissao de sinais aquando do reconhecimento do agente invasor. Este
reconhecimento provoca a activagao de células T reguladoras e a diferenciagao de linfocitos
T helper (LTh) em varios tipos, cada um deles secretor de um conjunto particular de
citocinas. Os efeitos deste processo podem ser locais, e limitados ao sistema imunitario

intestinal, ou sistémicos.’?®
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Um dos efeitos mais importantes dos microrganismos probidticos é a sua capacidade
de modulagao do SI, através de um reforgo das respostas inata e adaptativa. Este reforgo
surge através de um crosstalk entre o organismo bacteriano, a barreira epitelial presente no
TGl e o SI.**> As BAL exercem a sua actividade imunomodulatéria através da inibicio de
certas respostas inflamatorias, regulagao da expressao de RTLs, activagao de células
dendriticas (CDs) e de células natural killer (NK), proliferagao de linfocitos, regulagao das

reacgdes por parte de linfécitos Th (Th1/Th2) e secregdo de IgA especifica. 7'

Via de sinalizacao de RTLs — Os probioticos atuam como ligandos em receptores
envolvidos na resposta imunitaria inata, tais como os RTLs, expressos em células do epitélio
intestinal e em células imunitarias presentes na mucosa. Esta capacidade de actuagao
influencia varias vias de sinalizagao: transcricao de NF-kB, cascata de proteina quinase
activada por mitdogeno e activagao dos receptores activados por proliferadores de
peroxissoma tipo gama.” Estudos demonstraram que L. reuteri DSM 17938 aumentou
significativamente a taxa de sobrevivéncia em doentes com enterocolite necrosante, através
da inibicao das vias de sinalizagao de RTL4 e de NF-kB. Este efeito deveu-se principalmente a
diminuicao da secregao de certas citocinas pro-inflamatorias, tais como, factor de necrose
tumoral — alfa (TNF-a) e interleucina — 1B (IL-1B).***” Adicionalmente, existem ainda estirpes

de Lactobacillus capazes de regular a secrecao de interferao-gama (IFN- y) e de interleucina-

12 (IL-12).%

Os efeitos exercidos no hospedeiro sao sempre dependentes da estirpe probiotica
em estudo. Algumas estirpes, como é o caso de Bifidobacterium lactis BB12, provocam a
activagao do NF-kB e um aumento dos niveis da citocina pro-inflamatoéria interleucina-6 (IL-
6). Estes efeitos podem também apresentar os seus beneficios ja que, de acordo com
algumas evidéncias recentes, um baixo nivel de inflamagcdo pode apresentar vantagens
fisiologicas, vantagens estas que passam por uma boa manuten¢ao da barreira epitelial e

priming da resposta imunitéria.*

Células imunitarias — As CDs sao células apresentadoras de antigénios e situam-se
no epitélio intestinal, no entanto tém a capacidade de se deslocar para outros locais do
organismo. A maturagao destas células e a maneira como regulam a diferenciagio de
linfocitos T naive em linfécitos Thl, Th2, Thl17 ou em Linfocitos T reguladores (Treg) é
determinada pela interaccao com diferentes factores microbianos. As CDs intestinais tém
um papel importante na manutengao da imunotolerancia no TGl, através da regulagao de
respostas inflamatorias contra antigénios alimentares e contra a propria microbiota humana,

prevenindo reacgdes de hipersensibilidade.*
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Assim, os probiodticos interagem com as CDs, facilitando a sua maturagao e a indugao
de células Treg. As células Treg tém um papel critico no que toca ao estabelecimento de um
equilibrio correto do SI. Uma deficiéncia neste tipo de células provoca uma condicao rara
denominada desregulagao imunitaria, poliendocrinopatia e enteropatia ligada ao cromossoma
X, ou sindrome de IPEX. Esta sindrome é muitas vezes associada a outras condicdes como

eczema, enteropatia severa, Diabetes mellitus Tipo | e inflamagio em diversos 6rgios.”

Diferentes estirpes de probidticos influenciam o desenvolvimento e a sobrevivéncia
de diferentes tipos de linfocitos Treg, como linfécitos T CD4+, CD8+ e CD25+, que, por
sua vez, vao desempenhar um papel de auxilio aos linfocitos Th. Os probioticos podem
também promover a secregao de citocinas imunomodeladoras, como é o caso da
interleucina-10 (IL-10).>>** Adicionalmente, algumas estirpes probidticas promovem a
diferenciagao de células B em células plasmaticas, aumentando a produgao de IgA. Esta
imunoglobulina diminui a ligagao entre o agente patogénico e a barreira epitelial do TGl e a
sua penetragio no organismo.”>*® Por exemplo, Lactobacillus casei possui a capacidade de
aumentar os niveis de IgA especifica para agentes patogénicos. Por outro lado, nao sao
produzidos anticorpos para o combate ao probidtico em questao, indicando assim que nao
existe uma resposta imune ao seu uso. Coelhos tratados com L. casei apresentaram uma
reducao acentuada da taxa de morbilidade causada por infegoes provocadas por Escherichia
coli EnteroHemorragica (EHEC). Este efeito surge associado a um aumento dos niveis de

anticorpos IgA anti-EHEC e anti-Shiga toxina, comparativamente com o grupo de controlo.”

2.4. CRITERIOS DE ESCOLHA E SEGURANGCA

Apesar de existirem muitas BAL aplicadas a diversos tipos de alimentos fermentados,
o mercado de produtos biofuncionais encontra-se em evolugao constante no que toca a
implementacio e diversificagdo de novos produtos.”’ Neste contexto, surge um ndmero
crescente de estudos relacionados com a selecgao de novas estirpes com diferentes
propriedades e efeitos terapéuticos. Cada estirpe necessita de propriedades e critérios
especificos para que seja considerada uma potencial candidata a probiético.” No entanto,
antes de 2002, n3o existia qualquer regulamentagcao internacional relativa a eficicia e
seguranca dos mesmos. Assim, a FAO/WHO procedeu a elaboracio e publicagao de
guidelines especificas intituladas “Guidelines for Evaluation of Probiotics in Food”, onde sao
estabelecidos critérios de seguranca e eficacia na seleccao de probioticos. De acordo com
este documento, cada estirpe deve ser devidamente identificada e submetida a diversos

testes in vitro de forma a averiguar e estudar as suas propriedades funcionais. Esta exigéncia
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deve-se ao facto de estes mesmos efeitos serem relacionados com a estirpe em questao, as
condi¢oes de uso e também a dose administrada. Adicionalmente aos critérios gerais de
seleccao, e no que toca a microrganismos que possam ser potenciais candidatos a
probioticos para uso em determinada condigao ou doenga, podem ser exigidas propriedades

adicionais para o seu uso especifico.*

A estratégia de seleccao de um probidtico segue um esquema similar ao
representado na Figura 3. Na maioria dos casos, a elevada quantidade de estirpes isoladas
leva a necessidade de uma abordagem step-by-step. Ou seja, no final do procedimento, ficam
apenas presentes as estirpes que tenham atingido um maior numero de propriedades

funcionais e, simultaneamente, auséncia de tragos negativos.'**
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Figura 5 - Critérios de selecdo de uma estirpe com potencial probidtico no organismo humano

(Adaptado de ).

2.4.1. Tolerancia ao stress e resisténcia a sais biliares e acidos

Primeiramente, as estirpes candidatas a probioticos sao avaliadas relativamente a sua
capacidade de lidar com as condigoes hostis que o organismo humano apresenta. Aquando
da sua administracdao, um probidtico deve ser resistente as enzimas e proteinas presentes na
cavidade oral, tais como a amilase e a lisozima. Apds a ingestio, as células probioticas

deparam-se com um conjunto de factores antimicrobianos: no estomago, onde, para além da
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presenca de pepsina, o pH pode chegar a valores de 1.5, e na porgao superior do intestino,
onde existe pancreatina e bilis em concentragoes imprevisiveis e varidveis ao longo do
tempo. A tolerancia a estas condi¢oes é fundamental, nao sé para a sobrevivéncia destes
microrganismos, mas também para que ocorra uma colonizagao adequada do TGI. De
ressalvar que estes critérios de escolha aplicam-se apenas a probioticos administrados

oralmente."**

2.4.2. Capacidade de adesao

O proximo passo € o estudo do potencial de adesao do probidtico e a sua
capacidade de colonizar o TGIl. A adesao de microrganismos a células epiteliais depende
directamente da composigao fisico-quimica da superficie membranar da estirpe em questao e
da sua capacidade de autoagregagao, processo pelo qual o probiotico é capaz de atingir
concentragoes celulares elevadas. O processo de adesao revela-se especialmente importante
no que diz respeito a estimulagao do Sl, ja que parece haver uma relagao direta entre a
ligacdo a mucosa intestinal e a quantidade de anticorpos afectados pelos

microrganismos.”'*#**

2.4.3. Atividade anti-patogénica

Os probidticos, através da conversao de hidratos de carbono, proteinas e outros
compostos, sao capazes de produzir substancias com atividade antimicrobiana. No entanto,
existem também outros mecanismos com igual importancia no que diz respeito ao combate
de agentes patogénicos, tais como: competicao por nutrientes, adesao a células epiteliais e
estimulagao do Sl. Geralmente, as substancias produzidas por BAL podem ser divididas em
dois grupos principais: nao bacteriocinas e bacteriocinas, sendo que as mais relevantes e mais
bem estudadas sao os acidos organicos, em especial o acido litico e o acido acético. Para
além da sua capacidade de eliminagao de microrganismos patogénicos, estes compostos

ajudam também na redugio dos niveis de pH do TGL."**

2.4.4. Atividade antioxidante e efeito citotoxico

A actividade citotdxica é um critério obrigatorio para a escolha de probidticos. A
actividade antioxidante mostra-se muito benéfica devido a grande variedade de espécies
reactivas de oxigénio, radicais livres e produtos toxicos capazes de provocar danos em
moléculas bioldgicas e, consequentemente, em oOrgaos vitais. Os radicais livres sio dos

factores que mais contribuem para o desenvolvimento de doencas degenerativas, como
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arteriosclerose, cancro, doengas cardiovasculares, deméncia relacionada com a idade, artrite,
doengas inflamatérias intestinais, envelhecimento da pele, entre outras.” Vérios estudos
afirmam que os antioxidantes tém um papel fundamental na prevengao destas doengas, ja
que tém a capacidade de funcionar como removedores de espécies reactivas de oxigénio e
de metais quelantes, protegendo assim as células humanas e reduzindo os danos oxidativos.
Apesar dos mecanismos antioxidativos das BAL nao estarem ainda bem descritos e
compreendidos, recomenda-se que as estirpes utilizadas tenham a capacidade de melhorar as
defesas celulares, reduzir as espécies ativas de oxigénio, aumentar a superoxido dismutase e

reduzir a peroxidagdo de lipidos.***

Um efeito citotoxico pode ser igualmente relevante, ja que, de acordo com a WHO,
o cancro é considerado a maior causa de morbilidade mundialmente. Foi ja descrito pela
comunidade cientifica o facto de os probioticos exibirem efeitos inibitorios na proliferacao
de varias linhas de células cancerigenas. Apesar de estes mecanismos ainda nao estarem
completamente estudados e compreendidos, tal atividade tem sido relacionada com a
actividade antioxidante, produgao de metabolitos anticancerigenos, estimulagio do SI,

regulagio da apoptose e redugao direta ou indirecta de agentes cancerigenos.*

2.4.5. Avaliacao de seguranca e resisténcia antimicrobiana

O risco de infecgao ligado a introdugao de microrganismos na dieta deve ser
devidamente avaliado e a determinagao da seguranga de um probidtico nunca deve ser dada
na sua totalidade. Algumas iniciativas estao a ser tomadas por parte da comunidade europeia
com o intuito de definir critérios para a avaliagao da seguran¢a de probioticos para uso
humano. Algumas das recomendagdes incluem histérico de isolamento, identificacao
taxondmica e auséncia de viruléncia, infecciosidade, toxicidade e tranferéncia horizontal de

genes de resisténcia a antibiéticos."

Grande parte dos probioticos existentes no mercado foi isolada a partir de individuos
saudaveis, de forma a aumentar a sua compatibilidade e resisténcia no TGl. No entanto,
surgem cada vez mais novas fontes de obtencao de probiodticos. A identificagao destas novas
estirpes € feita o mais cedo possivel, de forma a garantir que haja um conhecimento inicial

do seu potencial patogénico."

Em 2007, a European Food Safety Authority (EFSA) introduziu, pela primeira vez, a
resisténcia antimicrobiana como sendo uma preocupagao associada a seguranga no consumo

de probidticos. Este facto foi baseado na possibilidade de ocorrer transferéncia horizontal de
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genes de uma bactéria benéfica para uma patogénica, no TGl. Consequentemente, em 2012,
o programa QPS inclui este critério na definicao de Generally Recognized as Safe (GRAS) para

probidticos.'**

A resisténcia a antibioticos associada a probioticos é considerada uma séria
preocupagao quando o risco de transferéncia horizontal de genes esta presente. Quando
esta resisténcia € intrinseca devido a uma mutagao genética, a bactéria probidtica nao &
considerada um risco por si sO, pois esse mesmo gene so € passado de geragao em geragao.
Por outro lado, é a capacidade de transferéncia horizontal de genes, que permite a
disseminagao da resisténcia antimicrobiana. Assim, um dos aspectos mais criticos e urgentes

é a avaliagdo da existéncia ou nao de resisténcia intrinseca ou adquirida.*’**

3. USO DE PROBIOTICOS NO TRATAMENTO E CONTROLO DE
DOENCAS

3.1. DOENCAS INTESTINAIS

3.1.1. InfecOes associadas a Clostridium difficile

Clostridium difficile € uma bactéria gram-positiva, anaerébia e formadora de esporos,
associada a infecgdes gastrointestinais com um quadro clinico de diarreia e colite.” As
infeccoes associadas a Clostridium difficile (ICD) tém apresentado varios desafios e
dificuldades a nivel clinico, nos Ultimos quarenta anos. Por ano, sao reportados cerca de
453.000 casos, tornando-a na infeccdo mais amplamente documentada.”’ Os sintomas variam
entre diarreia e colite severa, e as complicagoes incluem septicemia, perfuragao do colon e
possivel colectomia.®

A microbiota gastrointestinal € uma comunidade microbiana complexa e diversificada
que tem acompanhado a evolugdo do Homem ao longo do tempo.” Quando em equilibrio,
este conjunto de microrganismos protege o hospedeiro inibindo o crescimento e
colonizagao de agentes patogénicos prejudiciais a saide humana. Clostridium difficile pode ser
encontrada no TGl de individuos saudaveis, sendo mais predominante em criangas (70%) do
que em adultos (17%). Nestes individuos, a presenga desta bactéria nao causa nenhum tipo
de doenga. No entanto, a exposi¢ao a antimicrobianos perturba o equilibrio da microbiota,
diminuindo a diversidade de espécies bacterianas presentes no TGl e provocando uma
supressao na resposta imunitaria inata do organismo. Assim, o tratamento com agentes
antimicrobianos e a vulnerabilidade intestinal a ele associada, permite que haja uma

colonizagido excessiva de Clostridium difficile.”® A patogenicidade desta bactéria é atribuida a
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producio de dois tipos de toxinas — toxina A e toxina B.***’ Estas toxinas conseguem
romper as tight junctions presentes nas células epiteliais intestinais, comprometendo a sua
funcao barreira e aumentando a permeabilidade. Consequentemente, inicia-se um processo
inflamatério com infiltragdo de neutrdéfilos, produgao de citocinas proé-inflamatorias e
activacio de linfécitos.™

O tratamento mais comum de ICD passa pela administragao de antibidticos, como
metronidazol e vancomicina. No entanto, algumas subpopulagoes de Clostridium difficile tém
apresentado uma baixa susceptibilidade ao metronidazol, dificultando assim o seu controlo.*
Adicionalmente, o tratamento antimicrobiano apresenta algumas falhas na irradicagao total
dos esporos produzidos pela bactéria, levando a casos de reincidéncia da doenga (cerca de
20-30% das infeccdes reaparecem apos 3 meses).””’ Todos estes factos incentivaram
diversos investigadores no estudo e/ou revisao de novas formas complementares de
tratamento.”

Num estudo realizado por Castagliuolo et al** foi demonstrado o papel de
Saccharomyces boulardii no tratamento de ICD, ficando provado que, para além de esta
levedura produzir uma protease sérica capaz de degradar directamente as toxinas
produzidas por C. difficile, provoca também um aumento dos niveis de IgA, ajudando no
combate a infeccio.” Comparativamente, num outro estudo, a pacientes com |CD
recorrente foi prescrito um antibiotico (vancomicina ou metronidazol) e uma dose de S.
boulardii ou de placebo. O grupo de individuos que tomou vancomicina e,
complementarmente, S. boulardii, apresentou taxas de reincidéncia da infecgao muito mais
baixas em comparagio com o grupo placebo.”

Relativamente a bactérias probidticas, foi demonstrado que estirpes como L.
rhamnosus L34 e L. casei L39 sao capazes de modular a inflamagao causada por C. difficile.
Estas estirpes apresentam também um perfil de resisténcia a vancomicina, aumentando o
interesse da sua utilizacio no tratamento de ICD.** Adicionalmente, varias estirpes de
Lactobacillus sao capazes de aumentar a sintese de interleucina-8 (IL-8), ajudando no refor¢o

da reposta imunitdria inata do organismo.>**’
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3.2. DOENCAS EXTRA-INTESTINAIS

3.2.1. Reacgoes alérgicas

O aumento exponencial do numero de casos de distirbios mediados pelo SI, como
reacgoes alérgicas, esta fortemente relacionado com a falta de uma exposicao precoce a
. . 58 ;. ~ .

agentes microbianos.” As doengas alérgicas sao cada vez mais prevalentes em todo o
" . g . ’ . s . ;. 59

mundo, e representam uma dificuldade significativa a nivel social, econémico e psicoldgico.
Alguns autores defendem que a falta de exposicao precoce durante a infancia a um largo
espectro de agentes infecciosos, microrganismos ou parasitas, resulta num aumento da
susceptibilidade a doencas alérgicas, ao impedir o desenvolvimento natural do SL® A
exposi¢ao precoce a diversos agentes microbianos permite que ocorra uma alteragao no
ratio entre linfocitos Th2 e Thl, havendo um favorecimento destes ultimos. O fenotipo Th2
estimula a produgao de imunoglobulina E (IgE), aumentando assim o risco de ocorréncia de
reacgoes alérgicas. Uma estimulagao microbiana durante os primeiros anos de vida aumenta
a prevaléncia de células Thl e Th3 que, por sua vez, secretam citocinas que reduzem o
processo inflamatério e estimulam uma melhor tolerancia a alergénios comuns e IgA,

respectivamente.’®*’

Uma reacgao alérgica € uma reaccao de hipersensibilidade, provocada por um
mecanismo imunoldgico quando este entra em contacto com um alergénio. Os alergénios
podem entrar em contacto com o Sl de diversas formas: inalagao, ingestao, contacto directo
com a pele e, por vezes, entrada directa através da picada de um insecto. Atopia diz respeito
a predisposi¢ao de um individuo, geralmente durante a infancia e adolescéncia, para produzir
anticorpos IgE, em resposta a uma exposi¢ao a quantidades normais de alergénios. Apos esta
exposi¢ao, surgem varios sinais e/ou sintomas, como asma, rinite, conjuntivite e dermatite
atopica. No entanto, nem todos os mecanismos que levam ao desenvolvimento de uma
reaccao alérgica estio relacionados com este anticorpo, sendo que factores genéticos,

estimulos ambientais e agentes infecciosos também podem estar envolvidos. ***'

Como abordado anteriormente, o consumo de probidticos altera drasticamente a
microflora intestinal, assim como influencia a secrecao de citocinas através da modulacao de
células do SI. Este mecanismo de ac¢ao despertou a curiosidade da comunidade cientifica, ja
que, através destas alteragoes, estes microrganismos ajudam na reducio de atopia e,

posteriormente, numa resposta mais atenuada por parte do Sl a alergénios.*®”’

57



3.2.1.1. Dermatite atépica

Recentemente, a prevaléncia de dermatite atépica (DA) tem vindo a aumentar a
escala global, sendo de 10 — 20% em criangas e de 1-3% em adultos. Normalmente, surge no
inicio da infancia e pode ter como causas diversos factores: dieta, alergénios e exposigao ao
ambiente externo. Surge assim um interesse crescente na suplementagao com probioticos
numa fase precoce da vida, de forma a prevenir o aparecimento desta doenga.®

O primeiro estudo de revisio feito neste ambito, elaborado por Zuccotti et al®,
inclui varios ensaios onde foi avaliada a administragao de probioticos em mulheres em inicio
de gestagao e/ou na primeira semana de vida de recém-nascidos. Os individuos que tivessem
um ou mais familiares com DA, asma, urticaria ou algum tipo de manifestagao alérgica foram
considerados pacientes de alto risco, e com grande probabilidade de desenvolver algum tipo
destas condigdes nos primeiros anos de vida. Foi demonstrado que, no grupo de 238l
criangas, cujas maes consumiram probidticos durante o tempo de gestacao, apenas |3
desenvolveram DA.** No entanto, as estirpes probiéticas nio foram consistentes em todos
os ensaios. Quatro ensaios usaram uma mistura de Lactobacillus e Bifidobacterium, trés
optaram por Lactobacillus rhamnosus HNOO| e Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNOI9, e
dez recorreram a diferentes estirpes de Lactobacillus.®®

Cuello-Garcia et al.** publicou um estudo de revisio a volta deste tema, onde foram
avaliados os efeitos da administracao de probidticos em mulheres gravidas, a amamentar,
recém-nascidos e criangas. Dos 29 ensaios realizados em mulheres gravidas, houve uma clara
reducao do risco de desenvolvimento de DA nos seus recém-nascidos. Foram tiradas as
mesmas conclusdes de ensaios realizados em mulheres a amamentar, recém-nascidos e
lactentes até 6 meses de vida.”” Em lactentes com mais de 12 meses de vida, o consumo de
probiéticos niao apresentou qualquer atividade na prevencio do desenvolvimento de DA.%
No entanto, o uso ou nao de microrganimos probidticos em mulheres gravidas e criangas
com alto risco de desenvolverem DA, permanece controverso. Sao necessarios estudos que
aprofundem a selecao das estirpes a serem utilizadas, assim como a dose correta e o

periodo de administragio.****

3.2.1.2. Alergias alimentares

A alergia alimentar é descrita como uma reacgao adversa a alergénios alimentares
desencadeada pelo SI. A prevaléncia deste tipo de alergias tem vindo a aumentar nos Gltimos
20 anos e estima-se que 240-550 milhdes de pessoas sofram desta condigio.” Enquanto

alergias a ovos, leite, soja e trigo vao desaparecendo no decorrer da infancia, alergias a
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frutos de casca dura e marisco permanecem até ao final da vida.*® Criangas com alergias
alimentares tém 2-4 vezes mais probabilidade de desenvolver asma. Além disso, criangas
com asma e alergias alimentares, em simultaneo, possuem um risco elevado de sofreram
anafilaxia.”” Apesar de maior parte destas reacgdes estar bem controlada e vigiada, um
tratamento adequado das mesmas poderia proporcionar uma melhor qualidade de vida.*

Foi realizado um estudo em criangas com alergia a amendoins, onde se pretendeu
avaliar o efeito de probidticos como adjuvantes no tratamento de imunoterapia oral de
amendoim (IOA). No decorrer do estudo, a 3| criangas foi administrada uma coldnia de L.
rhamnosus CGMCCI1.3724 e, seguidamente, IOA, diariamente (Grupo A). Adicionalmente,
outro grupo de 31| criangas recebeu placebo de probidtico (maltodextrina) e de I0OA
(maltodextrina com corante castanho e esséncia de amendoim), também diariamente
(Grupo B).** No final do ensaio, os investigadores reportaram que 82,1% das criangas do
Grupo A ja nao apresentavam sinais e/ou sintomas aquando da ingestao de amendoins,
comparativamente com os 3,6% do Grupo B. Foi ainda realizada uma sessao de
acompanhamento, quatro anos apos o cessamento do tratamento, onde foi reportado que
os pacientes do Grupo A tinham demonstrado um consumo continuo de amendoins. Posto
isto, foi concluido que a administragao complementar de probidticos promoveu um
beneficio clinico duradouro, assim como permitiu uma melhor supressao da resposta
imunitaria do organismo contra o alergénio em questio.”

Em criangas com alergia a leite de vaca, foi levado a cabo um diferente tipo de ensaio,
onde se avaliou o consumo de férmula de caseina extensamente hidrolisada (FCEH) com ou
sem a presenca de LGG. Foi realizado um sorteio entre o grupo de 220 participantes para
definir quais receberiam apenas FCEH e quais receberiam FCEH e LGG. Depois da primeira
dose, as manifestagoes do consumo de leite incluiam eczema, asma e conjuntivite e/ou rinite
alérgica.®® No final do estudo, foi concluido que o uso de FCEH em combinagio com LGG
diminuiu a incidéncia de manifestagoes alérgicas provocadas pelo consumo de leite de vaca,

num periodo superior a 3 anos.””*’

4. PERSPECTIVAS FUTURAS E CONCLUSOES

A utilizagao de probiodticos tem evoluido e crescido significativamente nos ultimos
anos. Tendo em conta que a microbiota intestinal possui uma relagiao estreita com a saude
humana, torna-se importante perceber e desenvolver novos métodos com o objectivo de

manter e/ou melhorar o estado de saude. Aqui, os microrganismos probioticos apresentam
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um grande potencial no que toca a prevengao de infecgdes esporadicas, mas também no

tratamento de doengas cronicas.

Tém sido orientados diversos estudos in vivo e in vitro usando uma grande diversidade
de probidticos, no entanto, o maior problema prende-se essencialmente com os conceitos
de seguranga e eficacia. Apesar do consumo de probioticos incorporados em produtos
alimentares ter sido considerado seguro por diversas entidades a nivel global — ja que estes
microrganismos apresentam uma baixa capacidade para provocar efeitos adversos — foram
poucos os estudos realizados em torno de incidentes relacionados com inchago abdominal,
flatuléncia e elevada pressio osmoética, factores estes que podem levar a desconforto
gastrointestinal. Estes efeitos podem variar em fungao do individuo em causa, do tipo de
produto alimentar no qual esta contido o microrganismo probiotico, e da propria estirpe
utilizada, assim como do respectivo mecanismo de acgdo.”””' A seleccio de uma estirpe
especifica de um microrganismo probidtico deve ser feita tendo em conta os efeitos
desejados, e deve ser suportada com os devidos testes in vitro e in vivo, sozinha ou
incorporada num determinado produto alimentar ou preparagao farmacéutica. O progresso
aliado a utilizagao deste tipo de microrganismos assenta numa melhor compreensao dos
seus mecanismos de acgao e na identificagdo de biomarcadores especificos para certos tipos
de doengas, potenciando assim um aprimoramento do modelo dos ensaios clinicos
utilizados. A longo prazo, esta melhoria permitira a obtencao de resultados mais confiaveis e
com bases mais robustas.”' A realizacio de mais estudos pode permitir uma aplicagio e

utilizagao mais segura e eficaz destes produtos.

As interacgoes genéticas entre os microrganismos probidticos ingeridos e os
microrganismos residentes no TGI constituem também um problema de seguranga nesta
area, pois a transferéncia de genes de resisténcia a antimicrobianos entre microrganismos
bacterianos benéficos e agentes patogénicos pode levar ao surgimento, e posterior evolugao,
de microrganismos probioticos com elevada resisténcia antibacteriana e de agentes

patogénicos multirresistentes, constituindo um elevado risco para a salide publica.”

Considerando a adigao de probidticos a produtos alimentares, e tendo em conta que
esta pratica tem vindo a aumentar exponencialmente nos ultimos anos, a indUstria alimentar
depara-se ainda com alguns obstaculos que necessitam ser avaliados e ultrapassados. Um dos
fatores-chave prende-se com a diminuicao dos custos de produgao associada a estes
produtos, pois uma das dificuldades prende-se com o crescimento destes microrganismos,
que é dificultado pelo facto de niao possuirem capacidade de sintetizar certas vitaminas e

aminoacidos, sendo necessiaria uma correta suplementacio dos meios de cultura. A
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diminuicao dos custos de produgao a nivel industrial pode comegar com o uso de efluentes
agro-industriais como meios de cultura, ja que residuos derivados do processamento de
frutas e vegetais demonstraram ser ricos em proteinas, hidratos de carbono, lipidos e

3 Assim, deve ser avaliada a viabilidade destes substratos no cultivo de

vitaminas.’
microrganismos probioticos, ja que podem ser usados para uma produgao mais rentavel e
sustentavel.

7

E também importante ter em conta a viabilidade dos microrganismos probioticos, ja
que a mesma influencia directamente a capacidade de colonizagago do TGI e,
consequentemente, o surgimento dos efeitos desejados. Assim, estes devem manter as suas
caracteristicas durante trés fases consideradas criticas: armazenamento, processo de fabrico
e passagem pelo TGl Até ao momento, ja foram realizados diversos estudos que
comprovaram que o armazenamento pode contribuir para a diminuigao da viabilidade dos
produtos probidticos. Foram ainda estudadas alternativas, como a utilizagao de processos de
liofilizagao, com o intuito de manter a estabilidade do produto durante todo o tempo de
armazenamento.”* Por outro lado, uma técnica bastante promissora é a microencapsulagio
que, para além de poder ser aplicada a particulas de baixas dimensoes, possibilita também
uma libertagio controlada em fungao de condigdes especificas.” Entre as técnicas utilizadas
para encapsulagao de probioticos sao referidas: secagem por aspersao, refrigeragao por
aspersao, revestimento em leite fluidizado, extrusao, coacervagao - ou técnica de separagao
de fases - e métodos elestroestiticos.”>”® Porém, sio necessarios mais estudos em volta do
método de encapsulagao mais adequado a cada produto, assim como da selegao dos
materiais encapsulantes que devem ter utilizados.”® E também necessiria uma correta
avaliagdo da forma como as técnicas mencionadas anteriormente podem, eventualmente,
provocar alteragoes na tolerancia a niveis de pH baixos predominantes no TGI por parte

dos microrganismos. "*"*

E de notar o forte papel que os microrganismos probidticos tém demonstrado na
manutencao e melhoria da saide do hospedeiro. Até ao momento, existem fortes bases que
nos levem a concluir que estes microrganismos sao, de facto, parte do futuro de um melhor
entendimento da microbiota humana e do seu equilibrio. Apesar de ja terem sido realizados
diversos estudos quanto as suas diferentes aplicagdes, ainda falta percorrer um longo
caminho até existir um total conhecimento sobre os mecanismos de accao envolvidos,
principalmente no que toca a imunomodulagao. Com uma correta e forte compreensao de
como os diferentes mecanismos se processam, as aplicagdes de microrganismos probidticos

em contexto de combate a infecgoes esporadicas, mas também no tratamento e prevengao
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de doengas cronicas tornar-se-ao cada vez mais adequadas e viaveis. Contudo, é importante
ressalvar a necessidade de estudos e ensaios clinicos mais aprimorados com uma
amostragem representativa, de forma a garantir a seguranga e eficacia terapéutica destes

produtos.
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