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Resumo

De acordo com a Food and Agriculture Organization/World Health Organization
(FAO/WHO), os probidticos sdo microorganismos vivos que, quando administrados em

quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro.

A seguranca, especificidade, resisténcia e compatibilidade dos probidticos sédo
fatores essenciais para a sua administragdo. Entre 0s microorganismos mais utilizados
em probidticos destacam-se as bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacteruim e
a levedura Saccharomyces boulardii.

Os probidticos promovem o equilibrio da microbiota intestinal, ndo s6 pela
producdo de substancias bacteriostaticas, como também pela competicdo com os
microorganismos patogénicos pelos locais de adesdo ao epitélio intestinal. Os seus
efeitos no hospedeiro, obtidos por mecanismos de acéo variados, parecem ter beneficios

na prevencéo e tratamento de diversas patologias.

Os probidticos tém demonstrado beneficios, ndo sé em patologias gastrintestinais
(por exemplo, doencas inflamatdrias intestinais, cancro do co6lon e infecdo por
Helicobater pylori), mas também em outras patologias (por exemplo, doenca

periodontal, infe¢bes genito-urinarias e alergias).

As formas farmacéuticas contendo probidticos devem assegurar a sua resisténcia as
condicdes fisioldgicas adversas (por exemplo, a acidez gastrica), garantindo a sua

viabilidade e eficécia.
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Abstract

According to the Food and Agriculture Organization / World Health Organization
(FAO / WHO), probiotics are live microorganisms that when administrated in adequate

amounts confer health benefits to the host.

The safety, specificity, strength and compatibility of probiotics are essential for its
administration. The most widely used probiotic microorganisms include the bacteria

Lactobacillus and Bifidobacteruim and the yeast Saccharomyces boulardii.

Probiotics promote the balance of intestinal microflora, producing bacteriostatic
substances and by competing for the adhesion of pathogenic microorganisms to the
intestinal epithelium. Their different mechanisms of action seem beneficial for the

prevention and treatment of various diseases.

Probiotics have shown benefits in gastrointestinal disorders (e.g., inflammatory
bowel disease, colon Helicobacter pylori infection and cancer) and other disorders (e.g.,

periodontal disease, genital and urinary infections, and allergies).

Dosage forms containing probiotics should guarantee their resistance to the harsh
physiological conditions (e.g., acid gastric pH), ensuring viability and effectiveness.
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I. Introducéo

A microbiota humana é uma comunidade microbiana complexa e abundante que
reside no organismo humano. Os organismos que a constituem distribuem-se pelos
tratos gastrintestinal, respiratdrio e genito-urinario. Esta distribuicdo depende de um
conjunto de fatores, tais como a humidade, acidez, temperatura e disponibilidade de
nutrientes (Zhu, 2011).

A grande maioria dos microoganismos que constituem a microbiota humana
localiza-se no trato gastrintestinal (TGI). Neste local, a densidade bacteriana aumenta de
um modo muito significativo no sentido distal, em particular no intestino delgado distal
e no célon (estdmago: 10'-10° UFC/ml; duodeno: 10'-10° UFC/mI; jejuno/ileo: 10*-10’
UFC/ml e célon: 10**-10" UFC/ml) (Hara e Shanahan, 2007).

A colonizacdo do TGI ocorre de forma continua e progressiva. Inicia-se logo ap6s o
nascimento e sofre influéncia de diversos fatores, tais como: o tipo de parto, a flora
intestinal materna, as condi¢Ges de higiene e o tipo de nutricdo oferecida. Durante a
infancia, a diversidade da microbiota tende a aumentar e a sua composi¢do a modificar.
As alteragOes que ocorrem durante a infancia podem trazer consequéncias na idade

adulta, nomeadamente no estado de saude (Fiocchi e Souza, 2012).

Em adultos saudaveis, a microbiota intestinal é estavel e o nimero de bactérias
anaerdbias é cerca de 10 a 1000 vezes superior as bactérias aerdbias. Os géneros mais
vulgares de bactérias anaerdbias incluem as Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides
e Eubacterium. Dentro das bactérias aerdbias destacam-se a Escherichia, Enterococcus,

Streptococcus e Klebsiela (Hara e Shanahan, 2007).

A microbiota intestinal humana desempenha um papel importante no normal
funcionamento do intestino (Saad, 2006). A homeostasia da microbiota pode ser
influenciada por diversos fatores enddgenos e exdgenos, tais como a dieta, 0
sedentarismo, a idade, a antibioterapia, as doencas hepaticas e renais e a vacinacéo.
(Bernstein e Shanahan, 2008). A suplementacdo da dieta com probioticos, prebidticos e
simbioticos contribui para restabelecer o equilibrio da microbiota intestinal (Saad,
2006).
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De acordo com a Food and Agricultura Organization of United Nations/ World
Health Organization, os probidticos sdo “microorganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro”
(FAO/WHO, 2002). Com efeito, os probidticos restabelecem o equilibrio da mucosa
intestinal e promovem efeitos benéficos na prevencdo e tratamento de diversas

patologias (Rao e Samak, 2013).

O uso de probidticos é cada vez mais aceite pela comunidade cientifica, gracas aos
seus inumeros beneficios. Estes microorganismos tém demonstrado eficacia no controlo
de infegBes gastrintestinais, no estimulo da motilidade intestinal, na melhoria da
absorcdo de determinados nutrientes e da intolerancia a lactose, na diminuicdo dos
niveis de colesterol, tém efeito anticarcinogénico e estimulam o sistema imunoldgico
(Guarner et al., 2012).

Esta dissertacdo tem como principal objetivo, uma revisdo da literatura cientifica
atual, sobre o papel dos probi6ticos na saude do hospedeiro. Com a pesquisa dos
conhecimentos em relacdo aos probidticos pretende-se compreender de que forma estes
podem influenciar a microbiota humana. O aprofundamento dos estudos dos
mecanismos de acdo dos probidticos pode abrir portas a sua aplicagdo em diferentes
areas de investigacéo.
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1. Probioticos
2.1. Perspetiva histérica

O interesse cientifico pelos microorganismos, como agentes que influenciam
positivamente a salde humana, surge das observacbes de Elie Metchnikoff, que no
principio do século XX, atribuiu a longevidade dos camponeses da Bulgéria ao
consumo de produtos a base de leite fermentado (Fuller, 1997). Este cientista prop6s
que o consumo de produtos a base de leite fermentado possibilitava modificacbes da
microbiota intestinal, substituindo os microorganismos nocivos por microorganismos
benéficos para a salde humana (Mackowiak, 2013). Desde entéo, e ao longo de mais de
cem anos de estudos, varios autores se esforgaram por conhecer as distintas funcbes dos
microorganismos benéficos para a saude humana, mais concretamente os produtos

lateos fermentados (Amores et al., 2004).

O termo probidtico foi utilizado pela primeira vez, em 1965, por Lilly e Stillwell,
para descrever as substancias libertadas por microorganismos que estimulavam o
crescimento de outros, em oposi¢cdo ao termo antibidtico, entendido como qualquer
composto quimico utilizado para eliminar ou inibir o crescimento de microorganismos
nocivos. Em 1974, Parker, utilizou o termo probidtico, de acordo com o sentido que lhe
atribuimos atualmente, ou seja, microorganismos e substancias que contribuem para o

equilibrio da microbiota intestinal (Barbosa et al., 2011).

Em 1989, Roy Fuller, tentou melhorar a definicdo de Parker e definiu probidtico
como “suplemento alimentar com microorganismos vivos que afetam beneficamente o

hospedeiro animal, por incrementar o balango da microbiota intestinal” (Coppola e
Turnes, 2004).

Muitas outras defini¢cbes foram avancadas, sendo a definicdo atualmente aceite
internacionalmente a proposta pela FAO/WHO, em 2002, referida na se¢do da
introducao.
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2.2. Probidticos versus prebiotico

O termo prebiodtico foi usado pela primeira vez por Gibson e Roberfroid, em 1995.
Estes definiram prebidticos como ingredientes alimentares ndo digeriveis, com
beneficios para o hospedeiro, pelo estimulo seletivo do crescimento e/ou a atividade de
um numero limitado de bactérias no célon (Karkow et al., 2007).

Os prebidticos sdo compostos geralmente por hidratos de carbono de tamanhos
diferentes, ndo hidrolisaveis nem absorvidos no intestino delgado. Estes estimulam o
crescimento e o metabolismo de bactérias enddgenas, principalmente do género
Lactobacillus e Bifidobacterium (Denipote et al., 2010; Roberfroid, 2007).

As principais carateristicas de um prebi6tico incluem a resisténcia a hidrolise e
absorcdo no intestino delgado, a metabolizacdo seletiva no colon por um ndmero de
bactérias benéficas e a capacidade de alterar a microbiota intestinal, induzindo efeitos

benéficos para a satde do hospedeiro (Reig e Anesto, 2002).

Os prebidticos identificados até a atualidade s&o hidratos de carbono néo digeriveis.
Entre eles podemos referir a inulina, a lactulose e alguns oligossacarideos nédo digeriveis

(por exemplo, os frutooligossacarideos - FOS) (Cummings e Macfarlane, 2002).

Na tabela seguinte, resumem-se as principais diferencas entre probidticos e

prebidticos.

Tabela 1. Principais diferencas entre probiéticos e prebioticos (adaptado de Karkow et al., 2007).

Prebioticos Probidticos
e Hidratos de carbono e Microorganismos Vvivos
e Ingredientes alimentares e Suplementos alimentares, farmacos
e Atuam essencialmente no colon e Atuam em varios locais do organismo

Associado aos conceitos de probidticos e prebidticos, surgem os simbioticos. Estes

sdo componentes dietéticos funcionais, que resultam da combinacéo entre probioticos e



Probidticos: Aplicacdes Farmacéuticas

prebidticos, o que potencia a eficacia dos probidticos, uma vez que aumenta a sua
estabilidade (Denipote et al., 2010).
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I11. Microorganismos utilizados em probidticos
3.1. Selecé@o dos microorganismos

A identificacdo, caraterizacdo e 0 mecanismo de acdo dos microrganismos utilizados
em probidticos sdo necessarias. Segundo a FAO/WHO, os microorganismos devem ser
avaliados e apresentar determinadas carateristicas para serem usados como probidticos,
tais como: ter uma identificagdo internacionalmente conhecida (espécie e subespécie);
resistir a acidez gastrica e a acdo dos sais biliares; apresentar efeitos benéficos para o
hospedeiro, demonstrados in vivo e in vitro, por meio de uma dose conhecida; ter a
capacidade de adesdo ao muco ou epitélio intestinal; apresentar seguranca comprovada
e garantir a manutencdo de viabilidade até ao momento da administragdo ou quando

adicionado a produtos lateos.

O método de selecdo dos microorganismos ideais a ser usados como probidticos
compreende trés passos essenciais (Costa e Miglioranza, 2013): i) na fase inicial, faz-se
a identificacdo da espécie bacteriana, usando técnicas fenotipicas convencionais; ii)
posteriormente faz-se a caraterizacdo funcional, que tem como finalidade avaliar a
resisténcia do microorganismo ao suco gastrico, pancreatico e biliar. Esta caraterizacao
funcional ¢ realizada através de ensaios in vitro, utilizando sucos artificiais, e ensaios in
vivo, em animais; iii) na Gltima fase efetuam-se 0s ensaios de seguranca, onde sao

avaliadas a inocuidade, eficécia e efetividade dos microorganismos.

A validacdo dos microorganismos nas fases descritas anteriormente permite a sua
utilizagdo como probidticos e sua posterior introducdo no mercado (Costa e
Miglioranza, 2013).

Na atualidade, a grande maioria de culturas de probidticos é originaria do intestino
humano ou animal, sendo os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium os mais usados
(Tabela 2). Com esta selecdo pretende-se um aumento da eficacia, uma vez que o local
de acdo vai ser semelhante ao local de isolamento. Uma excecdo é a levedura
Saccharomyces boulardii, que apesar de ndo ser de origem humana ou animal é usada

na indUstria farmacéutica desde 1960 (Antunes et al., 2007).
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Tabela 2. Exemplos de microorganismos usados como probidticos (adaptado de Souza et al., 2010).

Lactobacillus spp.

Bifidobacterium spp.

Outras espécies

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus lactis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium longum

Lactococcus lactis

Lactococcus cremoris

Lactobacillus bulgaricus Bifidobacterium infantis Lactococcus diacetylactis

Lactobacillus rhamnosus GG | Bifidobacterium breve Streptococcus

thermophilus

Lactobacillus casei Bifidobacterium lactis

Streptococcus lactis

Lactobacillus kefir Bifidobacterium adolescentis

_ _ Enterococcus faecium
Lactobacillus brevis

_ _ Enterococcus faecalis
Lactobacillus reuteri

) ) Bacillus subtilis
Lactobacillus helveticus

) Bacillus coagulans
Lactobacillus plantarum

o - Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus johnsonii

) o Saccharomyces boulardii
Lactobacillus salivarius

3.2. Lactobacillus

Os lactobacilos foram isolados pela primeira vez por Moro, a partir de fezes de
latentes amamentados com leite materno. As bactérias do género Lactobacillus estdo
amplamente distribuidas no meio ambiente, especialmente nos vegetais e no TGI e
genital (Gomes e Malcata, 1999). Estes microoganismos caraterizam-se por ser Gram-
positivos, ndo formadores de esporos, ndo flagelados e geralmente anaerdbicos
facultativos. Sdo fermentadores, caraterizadas por produzir acido latico a partir de
hidratos de carbono. Crescem a uma temperatura que varia entre 0s 2 e 0s 53°C, com
valores 6timos entre os 30 e 0s 40°C, e pH entre 0s 5,5 e 0s 6,3 (Stamatova e Meurman,
2009).
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O género Lactobacillus compreende cinquenta e seis espécies oficialmente
conhecidas. Entre estas, as espécies Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus
e Lactobacillus casei sdo as mais usadas como aditivos dietéticos (Stamatova e
Meurman, 2009).

3.3. Bifidobacterium

As bifidobactérias foram isoladas pela primeira vez, no final do século XIX, por
Tissier. Sdo caraterizadas como bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de esporos,
desprovidas de flagelos, anaerébias e com mecanismos de catalase positiva (Stamatova
e Meurman, 2009; Gomes e Malcata, 1999).

Atualmente, o género Bifidobacterium compreende trinta espécies, sendo dez de
origem humana, dezassete de origem animal, duas de aguas residuais e uma de leites
fermentados. As espécies de origem humana apresentam a particularidade de usarem
como fonte de carbono, ndo s6 a glucose, mas também a galactose, lactose e frutose
(Stefe et al., 2008).

3.4. Saccharomyces boulardii

Apenas duas leveduras sdo utilizadas como probidticos, a Saccharomyces
boulardii, em medicina humana, e a Saccharomyces cerevisiae, em medicina veterinaria
(Gomes e Malcata, 1999; Stefe et al., 2008).

A Saccharomyces boulardii é uma levedura ndo patogénica, termotolerante e
resistente a acdo dos sucos gastricos e dos antibacterianos. Esta Gltima carateristica é
bastante relevante no tratamento de infe¢Ges gastrintestinais, uma vez que normalmente
sdo utilizadas combinacdes de probioticos e farmacos antibacterianos. No entanto, para
a sua acdo ser eficaz, a sua administracdo deve ser efetuada de forma repetida e regular,

uma vez que esta levedura ndo adere a mucosa (Stefe et al., 2008).
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IVV. Mecanismos de ac¢éo dos probidticos

Os mecanismos de accao dos probioticos variam de acordo com a estirpe e/ou
combinacdo de estirpes, a presenca de prebioticos, a patologia, bem como a fase de

desenvolvimento da patologia em que o probidtico é administrado (Gupta, 2011).

Os mecanismos de acdo pelos quais os probioticos agem, ndo estdo completamente
esclarecidos, mas, de um modo geral, dividem-se em trés categorias distintas (Gupta,
2011): a atividade antimicrobiana, o reforco da funcdo barreira intestinal e a

estimulacdo e modulacao do sistema imunologico do hospedeiro (Figura 1).

0 o 3- Imbt(;a? da adesdo
1-Reforgo da do patogénio
batreira epitelial
4- Exclusio competitiva
) fucmas e defensmnas 2;:52::::3;: de W g:tf:igc::lzfogsmsmos
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Figura 1. Mecanismos de acao dos probioticos (adaptado de Bermudez et al., 2012).
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4.1. Atividade antimicrobiana

Os probioticos podem eliminar e/ou diminuir microorganismos patogénicos por
diferentes métodos. A modulacdo da microbiota intestinal pelos probioticos é feita
através de um mecanismo de exclusdo competitiva, que impede a colonizacdo da
mucosa por microorganismos patogénicos. A competicdo pelos locais de adesdo,
nutrientes e fontes de energia, impede a colonizacdo e subsequente producdo de toxinas

e/ou invasdo das células epiteliais (Rieder et al., 2012; Saad, 2006).

Outro método proposto € a alteracdo do ambiente intestinal. Como resultado do seu
metabolismo e fermentacdo, os probiodticos produzem substancias bacteriostaticas
(bacteriocinas), perdxido de hidrogénio e acidos organicos, sobretudo acidos gordos de
cadeia curta. Como consequéncia da producédo destes &cidos ocorre uma descida do pH
intestinal, tornando-o num ambiente desfavoravel ao desenvolvimento de
microorganismos patogénicos (Rieder et al., 2012). As bacteriocinas, sdo pequenos
peptideos produzidos por Lactobacillus spp., com espetro de acdo estreito, sendo
toxicas essencialmente para bactérias Gram-positivas, ao intervir nas vias enzimaticas
e/ou na criacdo de poros nas membranas celulares. Algumas Bifidobacterium spp.
produzem uma bacteriocina semelhante, mas com um espetro de acdo mais alargado
(acdo sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas). A levedura Saccharomyces
boulardii produz uma protease que diminui a agdo das toxinas da Clostridium difficile
(Collado et al., 2005).

4.2. Reforco da funcéo de barreira intestinal

A barreira intestinal € um importante mecanismo de defesa, que permite manter a
integridade epitelial. Este mecanismo é assegurado por diversos fatores, tais como: a
camada de muco, a secrecdo de agua e cloretos, as células epiteliais e as células
imunitarias (Ng et al., 2009; Bermudez et al., 2012).

Os mecanismos pelos quais os probidticos podem interferir na funcdo de barreira
intestinal ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. No entanto, pensa-se que estejam
relacionados com a producdo de muco e/ou com a expressdo das proteinas de juncéo das

celulas epiteliais (Bermudez et al., 2012).

10
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A integridade da microbiota intestinal é mantida, em parte, pelas mucinas. As
mucinas sd8o macromoléculas glicosiladas, secretadas pelas células caliciformes.
Constituem o principal componente proteico da camada de muco, que funciona como

primeira barreira de protecéo e como lubrificante (Phillipson et al., 2008).

As toxinas luminais e alteracdes na microbiota intestinal podem causar alteracdes
na funcdo das células caliciformes e na composi¢cdo quimica do muco. Alguns
probioticos tém a capacidade de restabelecer os niveis de mucinas intestinais. Estudos
in vitro revelaram que algumas bactérias do género Lactobacillus, aumentam a
expressao de mucina em culturas células tumorais humanas intestinais, as Caco-2 e as
HT29 (Howarth e Wang, 2013).

A funcdo de barreira intestinal também é modulada pelas proteinas constituintes das
juncgdes apertadas (tight junctions, TJ). As proteinas das TJ (ocludinas e claudinas)
encontram-se na zona apical, permitindo a ligacdo entre duas células adjacentes e

impedindo assim a passagem de substancias (Howarth e Wang, 2013).

Quando ocorre uma disfuncdo da barreira da mucosa intestinal, como por exemplo,
a doenca inflamatoria intestinal, pode ocorrer um aumento da permeabilidade intestinal,
como resultado de uma anormal expressdo de certas proteinas das TJ no epitélio
intestinal (Howarth e Wang, 2013; Zhou et al., 2012).

Vaérios estudos revelaram a capacidade dos probidticos para manter a funcdo da
barreira intestinal, pela modificacdo da expressdo das proteinas das TJ. O VSL #
(probiodtico multiespécies, constituido por Lactobacillus Plantarum, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subespécie bulcarius,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum e
Streptococcus salivarius thermofilus), demonstrou regular a sintese das ocludinas e
diminuir a expressdo de claudinas, em ratos com doenca de Crohn induzida

experimentalmente (Franco et al., 2007; Zhou et al., 2012).

Os mesmos resultados foram observados num outro estudo. Apds a administracéo
oral de Lactobacillus plantarum, observou-se um aumento da expressao das proteinas
das TJ. Neste estudo, foi descrita ainda uma relacdo entre a atividade da proteina

quinase C e a redistribuicdo das ocludinas e claudinas (Zhou et al., 2012).

11



Probidticos: Aplicacdes Farmacéuticas

4.3. Estimulacéo e modulacéo do sistema imunolégico do hospedeiro

O sistema imunoldgico (SI) é composto por érgdos, que se podem classificar em
primarios e secundarios. Os primarios sao o timo e a medula dssea, e sdo 0s principais
locais onde ocorre a linfopoiese. Os secundarios sdo o baco, os nddulos linféaticos e o
tecido linfoide associado a mucosa (MALT), e sdo os locais em que ocorrem as
respostas imunes celulares e humorais. O baco € o 6rgdo que responde a presenca de
antigénios na circulacdo sanguinea. Os ganglios linfaticos respondem aos antigénios
circulantes na linfa e 0 MALT responde aos antigénios que passam atraves das mucosas
(Willey et al., 2009).

O objectivo do Sl €é proteger o organismo. A resposta imune envolve o
reconhecimento de patogénios ou material estranho e o desencadear de uma reacao para
o eliminar. Esta resposta pode dividir-se em duas categorias, a imunidade inata e a
imunidade adaptativa (Coppola e Turnes, 2004). A imunidade inata representa uma
resposta rapida a um grande ndmero de estimulos. E representada por barreiras fisicas,
quimicas, bioldgicas, células especializadas e moléculas soltveis. As principais células
efetoras da imunidade inata sdo: macrofagos, neutréfilos, células dendriticas (CDs) e
células Natural-Killer (NK). A fagocitose, a libertacdo de mediadores inflamatdrios, a
ativacdo de proteinas do sistema complemento e a sintese de proteinas de fase aguda,
citocinas e quimiocinas, sdao 0s mecanismos deste tipo de imunidade (Coppola e Turnes,
2004; Souza et al., 2010).

A imunidade adaptativa envolve sobretudo os linfocitos. Os antigenios, associados
a moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC), sdo apresentados pelas
células apresentadoras de antigenios (APCs) aos linfocitos. Como resultado, as células
auxiliares T (Th) sdo ativadas. As Th2 segregam citocinas que véo ativar os linfocitos
B, especificos para o antigenio. As Thl estdo envolvidas sobretudo na ativacdo das
células T citotoxicas e na resposta inflamatéria. As Th3 (produzidas no MALT)
suprimem a funcdo das células efetoras, através da libertacdo de uma citocina inibidora,
o fator de crescimento transformante-p (TGF-B) (Erickson e Hulbard, 2000).

As respostas imunitarias humorais, ao nivel da mucosa resultam na maioria da
imunoglobulina tipo A (IgA). Apesar da presenca de outras imunoglobolinas, tais como

a imunoglobolina G (IgG), a imunoglobolina M (IgM) e a imunoglobolina E (IgE), a
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IgA é a mais abundante e com um maior nivel de atividade. A IgA ap06s producao é
transportada para a superficie da mucosa. Dada a sua resisténcia a protedlise e, atraves
de um processo de exclusdo imunoldgica, impede a ligacdo e penetracdo de patogénios

na mucosa (Erickson e Hulbard, 2000).

Quando se pretende estudar os efeitos dos probidticos sobre o Sl, a via oral e o
MALT devem ser o foco, uma vez que uma das principais respostas de imunidade da
mucosa € uma resposta imunitaria humoral e a producdo de IgA (Coppola e Turnes,
2004).

Varios estudos tém descrito que os probioticos tém efeito imunoestimulador em
animais e humanos. Apesar de ainda ndo estarem completamente esclarecidos os
mecanismos, pensa-se que o efeito imunoestimulador pode estar relacionado com a
capacidade dos probidticos interagirem com as placas de Payer, presentes no intestino.
Desta interacdo resulta a estimulacdo dos linfocitos B, a producdo de IgA, e a migracao

de linfocitos T do intestino (Bermudez et al., 2012; Coppola e Turnes, 2004).

Por outro lado, também tem sido demonstrado, que os probioticos favorecem a
atividade fagocitaria inespecifica dos macrofagos alveolares, sugerindo uma acgéo

sistémica, por secrecdo de mediadores, que estimulam o Sl (Souza et al., 2010).

Na Figura 2, encontra-se representado 0 mecanismo de estimulacao e modulacéo do

Sl pelos probidticos.
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Figura 2. Estimulacao e modulagdo do SI pelos probiéticos (adaptado de Bermudez et al., 2012).
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V. Aplicacdes terapéuticas dos probidticos

Os probioticos representam uma abordagem alternativa e eficaz aos compostos
sintéticos usados em nutricdo e em medicina (Bomba et al., 2002). Estudos clinicos tém
demonstrado que alguns probioticos produzem efeitos benéficos na prevencdo e/ou
tratamento de determinadas situac@es clinicas, como a infe¢éo por Helicobacter pylori,
doenca inflamatoria intestinal, diarreia, doencgas cardiovasculares, alergias, entre outras
(Arribas et al., 2008).

5.1. Infecéo por Helicobacter pylori

A Helicobater pylori é uma bactéria Gram-negativa, com forma espiral,
microaerofilica, flagelada, oxidase e catalase positiva, associada exclusivamente a
células da mucosa géastrica. A infecdo gastrica causada por Helicobatery pylori é
considerada a infecdo humana mais comum, sendo uma das principais causas de gastrite

e Ulcera péptica e um fator de risco das neoplasias gastricas (Vitor e Vale, 2011).

Atualmente, o tratamento de erradicacdo da Helicobater pylori, consiste numa
terapéutica tripla, que consiste na utilizacdo de dois antibidticos (por exemplo,
claritromicina e amoxicilina) e um inibidor da bomba de protfes, durante um periodo

minimo de sete dias (Vitor e Vale, 2011).

Apesar da terapéutica tripla ter eficacia em 90% dos casos, esta apresenta algumas
desvantagens, tais como: custo elevado, efeitos colaterais e resisténcia aos antibioticos.
Face a estas desvantagens, foram desenvolvidas estratégias de tratamento de segunda
linha, nas quais se pode inserir o uso de probidticos (Graham e Fischbach, 2010; Vitor e
Vale, 2011).

A utilizacdo de probidticos na erradicacdo da Helicobater pylori tem por base dois
objetivos essenciais (Wolvers et al., 2010): i) aumento das taxas de erradicacao.
Atualmente, com o0s esquemas terapéuticos classicos, estas taxas sdo inferiores as
observadas no passado, devido a crescente resisténcia aos antibioticos; ii) diminuicdo

dos efeitos secundarios resultantes da terapéutica classica.
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Estudos realizados em humanos evidenciaram uma diminui¢do da densidade da
Helicobater pylori e uma melhoria da gastrite, apos a administracdo de probidticos. As
taxas de erradicacdo observadas foram de 81%, na combinacédo da terapéutica tripla com
probidticos e de 71%, na terapéutica tripla isolada. Verificou-se ainda uma reducdo dos
efeitos colaterais, de 46% (terapéutica tripla isolada) para 23% (combinacéo terapéutica
tripla com probidticos). No entanto, em nenhum estudo foi demonstrada a erradicagdo

da Helicobater pylori apenas com probioticos (Lesbros-Pantoflickova et al., 2007).

5.2. Doenca inflamatoria intestinal

A doenga inflamatoria intestinal consiste na inflamagdo cronica do TGI e
compreende trés tipos, com caracteristicas clinicas e patoldgicas distintas, a doenca de

Crohn, colite ulcerosa e a bolsite (Abraham e Cho, 2009).

A etiologia da doenca inflamatoria intestinal é desconhecida. Contudo, fatores
genéticos e ambientais, alteracGes da microbiota intestinal, habitos alimentares, tabaco e

contracetivos orais, séo considerados fatores condicionantes (Abraham e Cho, 2009).

A doenca de Crohn é descrita por um processo inflamatério crénico, que pode
afetar qualquer parte do TGI, mais frequentemente a por¢éo distal do intestino delgado,
o ileo e/ou o intestino grosso (Abraham e Cho, 2009).

Segundo estudos realizados em pacientes com doenga de Crohn na forma ativa,
verificou-se um aumento da espécie Escherichia coli aderente-invasiva na microbiota
intestinal e nas fezes. Em contrapartida, ocorreu uma reducdo do numero de
microorganismos dos filos Bacteroidetes e Firmicutes (Willing et al., 2009). A alteracao
na diversidade da microbiota, por si s6, nfo ¢ a causa da doenca de Crohn. E necessario
que o individuo tenha um gendtipo susceptivel. Por exemplo, quando ocorre uma
mutacdo no gene que codifica a proteina NOD2 (Nucleotide-binding oligomerization
domain - 2) em pacientes portadores desta doencga, verificou-se haver uma relacdo na
resposta imunoldgica inata a bactérias invasivas e o desenvolvimento da doenga
(Darfeuille-Michaud et al., 2004).
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A colite ulcerosa é uma inflamacdo limitada a mucosa. A localizagdo mais
frequente € o0 reto e pensa-se que a sua principal causa sejam alteracbes no muco
(Abraham e Cho, 2009).

A bolsite ¢ uma inflamacdo inespecifica do reservatorio ileal, com carateristicas
tanto da doenca de Crohn como da colite ulcerosa. Esta patologia carateriza-se pelo
envolvimento transmural da parede, com distribuigdo intestinal segmentar com um
inicio agudo grave. No entanto apresenta uma distribuicdo das lesdes atipica, tendo um
aspeto radioldgico, endoscopico e histoldgico semelhante a colite ulcerosa (Abraham e
Cho, 2009).

Este quadro de etiologia desconhecida, caracterizado pelo aumento da frequéncia
de evacuacdes e espasmos abdominias, pode estar associado a diminuicdo de
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (Abraham e Cho, 2009).

O tratamento atual das doencas inflamatdrias intestinais baseia-se principalmente
no uso de medicamentos anti-inflamatérios, imunomoduladores, suplementos
nutricionais e cirurgia. O potencial dos probidticos na prevencao/tratamento destas
doencas permanece ainda pouco esclarecido. Embora os resultados clinicos sejam
animadores, os dados séo limitados e poucos séo os estudos contolados com placebo. As
Tabelas 3 e 4 resumem os resultados obtidos em estudos de intervengdo com
probidticos, em pacientes com doenca inflamatdria intestinal (Jonkers e Stockbrugger,
2003).
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Tabela 3. Exemplos dos resultados obtidos em estudos realizados com probiéticos na doenca de Crohn

(adaptado de Jonkers e Stockbrugger, 2003).

Numero de Atividade Tratamento Duracéo Efeito Referéncia
pessoas da doenca
analisadas

14 criancas Ativa/inativa | Lactobacillus 10 dias 1 Ig A na mucosa | Malin et al.
rhamnosus GG (1996)

28 adultos Ativa Prednisolona + | 12 meses | Taxa de recidiva | Malchow et
Escherichia coli vs reduzida (64- | al. (1997)
placebo 33%)

10 adultos Inativa Saccharomyces 6 meses | Apenas uma | Guslandi et al.
boulardii + recidiva (1999)
mesalazina

20 adultos ativa Lactobacillus 10 dias Sem remissdao; 1 | Mattil-
salivarius UCC118 gualidade de vida | Sandholm et

al. (2000)
4 criangas Moderadame | Lactobacillus 6 meses | | Permeabilidade | Gupta et al.
nte ativa rhamnosus GG intestinal; (2000)
atividade clinica
da doenca

32 adultos Inativa Saccharomyces 6 meses | Taxa de recidiva | Guslandi et al.
boulardii + reduzida (38-6%) | (2000)
mesalazina VS
mesalazina

37 adultos Apo6s a | Lactobacillus 12 meses | Endoscopia de | Prantera et al.

ressecao rhamnosus GG recorréncia (2002)
curativa similar
vs placebo
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Tabela 4. Exemplos dos resultados obtidos em estudos realizados com probi6ticos na colite ulcerosa

(adaptado de Jonkers e Stockbrugger, 2003).

Numero de Atividade da Tratamento Duracéo Efeito Referéncia
pessoas doenca
analisadas

ladulto Ativa Antibiético + | Uma vez Remissdo Bennet et al.
enema fecal induzida (1989)

108 adultos inativa Escherichia 12 semanas Taxa de | Kruis et al.
coli Vs recidiva (1997)
mesalazina similar

19adultos ativa Lactobacillus - 6 dos 9 | Kordecki et al.
plantarum (9 pacientes com | (1998)
ativos/10 forma ativa em
inativos) remissao

116 adultos ativa Escherichia 12 meses Taxas de | Rembacka et al.
coli VS remissao e | (1999)
mesalazina recidiva

similares
20 adultos inativa VSL # 12 meses 75% de | Venturi et al.
remissao e | (1999)
flora fecal
alterada

327 adultos Inativa Escherichia 12 meses Taxa de | Kruis et al.
coli S recidiva (2001)
mesalazina similar

5.3. Cancro do célon

O cancro do colon é uma das principais causas de morbilidade e mortalidade da

populagcdo mundial (Rafter, 2003).

A flora enddgena e o Sl desempenham um papel essencial na modulacdo da

carcinogénese. Visto que o0s probidticos influenciam estes dois fatores, tém sido
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realizados estudos para avaliar a sua eficacia na prevencdo e tratamento de tumores,

usando alguns modelos animais (Wollowski et al., 2001).

O mecanismo através da qual os probiéticos podem inibir o desenvolvimento do
cancro do célon ainda é uma incognita. No entanto, o estimulo da resposta imune do
hospedeiro, a degradacdo de compostos tumorais, as alteracbes qualitativas,
quantitativas e metabdlicas da microbiota intestinal sdo alguns dos mecanismos
sugeridos (Rafter, 2003).

5.4. Intolerancia a lactose

A lactose é um hidrato de carbono presente no leite e derivados, que necessita de
uma enzima especifica intestinal, a lactase, para ser hidrolisada em monossacarideos

(glucose e galactose), que séo absorvidos no intestino delgado (He et al., 2006).

Em individuos com deficiéncia em lactase, a lactose ndo é hidrolisada, sendo
fermentada pela microbiota autdctone no intestino grosso, levando a producédo de acidos
gordos de cadeia curta e gases (hidrogénio e/ou metano e dioxido de carbono) (Vesa et
al., 2000).

A ocorréncia de sintomas de intolerancia a lactose (flatuléncia, inchago, dor
abdominal e diarreia) pode ser influénciada por diversos fatores, tais como: a
quantidade de lactose ingerida, a atividade da lactase e o processamento da lactose no
célon. No entanto, ndo existe uma forte correlacdo entre a ma absorcdo da lactose e a
intolerancia a lactose. Individuos com intolerancia ao leite podem hidrolisar a lactose, e
individuos que ndo hidrolisam a lactose, podem ndo desenvolver sintomas de
intolerancia. Deste modo, pensa-se que 0 uso de probidticos ndo melhora a digestdo da
lactose no intestino delgado, mas evita os sintomas de intolerancia no intestino grosso.
Este efeito dos probidticos € dependente da especificidade da estirpe, da concentracdo e
preparacdo do probiotico, bem como da resposta individual do individuo aos probioticos
(Vrese et al., 2001; Zhong et al., 2004).
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5.5. Diarreia

H& mais de um século que as pesquisas sugerem que 0s probidticos podem ajudar
na prevencdo e tratamento da diarreia. Os probidticos, sobretudo as estirpes de
Bifidabacterium spp. e Lactobacillus spp., quando administrados como suplementos
medicamentosos, diminuem a duracdo das dejecGes em cerca de 24 horas. Este efeito é
particularmente evidente em criancas infetadas por rotavirus (Williams, 2010).

Para Canani et al., outros tipos de probioticos, como a Sacchromyces boulardii, ndo
afetavam significativamente a duracdo e gravidade da diarreia aguda nas criancas,
embora mostrassem evidéncias ne prevencao e recorréncia de infe¢bes por Clostridium
difficile.

Segundo Guarner et al.,, existem evidéncias que as Lactobacillus GG e
Sacchromyces boulardii previnem a diarreia aguda nas criangas e em adultos. Uma
meta-analise revelou que esta diminuicdo se verifica quando a Sacchromyces boulardii
¢ administrada concomitantemente com a vancomicina, metronidazol ou outros. Esta
meta-andlise revelou ainda que o uso destes microorganismos reduz significativamente

a diarreia ap6s antibioterapia.

Na diarreia associada a antibioterapia existem evidéncias significativas da eficacia
da Sacchromyces boulardii tanto em adultos como em criangas. Outro estudo revelou a
eficacia de Lactobacillus casei na diarreia por Clostridium difficile (Guarner et al.,
2012).

Na prevencdo da diarreia do viajante, os resultados dos estudos efetuados, sobre o
uso e beneficio dos probidticos sdo inconclusivos, possivelmente devido a variabilidade
de destinos e as estirpes selecionadas para a investigagdo (Williams, 2010).

5.6. Hipercolesterolémia

Os probidticos exercem efeitos benéficos sobre algumas desordens, como a
hipertensdo arterial e o hipercolesterolémia. A sintese de colesterol ocorre
principalmente no intestino e, deste modo a microbiota intestinal promove efeitos no

metabolismo lipidico, diminuindo os niveis de colesterol sanguineo e aumentando a
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resisténcia da lipoproteina de baixa densidade (LDL) a oxidacdo, levando a uma

reducdo da pressdo arterial (Goel et al., 2006).

Estudos realizados com microorganismos dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium evidenciaram a diminuicdo do colesterol total sérico e da LDL, e o
aumento da lipoproteina da alta densidade (HDL) (Liong e Shah, 2004). Os efeitos
descritos resultam da assimilagdo do colesterol durante o crescimento bacteriano ou da
sua ligacdo a superficie da parede celular das bactérias. Por outro lado, alguns
probidticos tém a capacidade de produzir enzimas que degradam &cidos biliares,
diminuindo a sua reabsorcdo e aumentando a sua eliminacdo nas fezes. Como o
colesterol é percursor na sintese dos &cidos biliares, a medida que aumenta a excre¢do
de &cidos biliares, diminui a concentragdo plasmatica de colesterol (Liong e Shah,
2004).
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V1. Formas farmacéuticas contendo probidticos

Para conferir beneficios terapéuticos os probioticos tém de se manter viaveis até
atingirem o seu local de acdo. Assim sendo, o desenvolvimento de formas farmacéuticas
contendo probidticos, deve assegurar a sua resisténcia as condiges fisioldgicas
adversas, como por exemplo, a acidez gastrica, de modo a assegurar a sua viabilidade e
eficacia (Amaral et al., 2014).

Um aspeto importante no desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo
probidticos, é a implementacdo de um processo de fabrico, que assegure que o produto
possa ser produzido de uma forma reprodutivel. Este processo ndo difere do processo
usado na producdo de outros produtos constituidos por microorganismos vivos (por
exemplo, vacinas vivas e vetores microbianos para a terapia génica (Ross e Boucher,
2012).

O desenvolvimento de produtos contendo probi6ticos inclui os seguintes passos
(Amaral et al., 2014):

e Selecdo e caraterizagdo das estirpes com propriedades terapéuticas
comprovadas;

e Selecdo dos excipientes adequados;

e Escolha do processo de producdo que permita a producdo em larga escala;

e Avaliacdo da seguranca e eficacia dos produtos finais, através de testes

laboratoriais (in vitro e ex vivo), em modelos animais e em humanos.

Os primeiros produtos a base de probidticos disponiveis no mercado eram, na sua
maioria formulacbes liquidas, que apresentavam baixa estabilidade. Atualmente os
probidticos utilizados na terapéutica sdo incorporados em formas de dosagem
adequadas, de modo a assegurar a sua viabilidade (Amaral et al., 2014). As formas mais
comuns para veicular probioticos sdo os produtos lateos e os alimentos com probi6ticos.
No entanto, também existem no mercado pés, capsulas, comprimidos, évulos e outras

formas de dosagem contendo probidticos na forma liofilizada (Guarner et al., 2012).

23



Probidticos: Aplicacdes Farmacéuticas

6.1. PoOs

Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9 (FP 9), os pds orais sdo “preparacfes
constituidas por particulas solidas secas, livres e mais ou menos finas. Os pds orais
contém uma ou Vvarias substancias ativas, adicionadas ou ndo de excipientes e, se

necessario, de corantes autorizados pela autoridade competente e aromatizantes”.

Normalmente os pos contendo probidticos formam suspensdes orais, quando
dispersos em agua. Deste modo, em comparacdo com outras formas orais (por exemplo,
comprimidos e capsulas), a sua administracédo € facilitada, o que tem particular interesse

nas criancas e adultos com necessidades especiais (Amaral et al., 2014).

Na Tabela 5 estdo apresentados alguns exemplos de formas farmacéuticas a base de

p6s contendo probidticos, atualmente comercializadas.

Tabela 5. Exemplos de formas farmacéuticas a base de pds contendo probiéticos (adaptado de Amaral et

al., 2014).

Produto Composicéo

UL-250® Sacharomyces boulardii
Bacilor® Lactobacillus acidophilus
Antibiophilus® Lactobacillus casei
Lyobifidus® Bifidobacterium bifidum
6.2. Capsulas

Segundo a FP 9, podemos definir capsulas como “preparacdes solidas constituidas
por um invélucro duro ou mole, de forma e capacidade variaveis, contendo uma dose de

substancia ativa. Destinam-se a administragéo oral.”

Para a administracdo de probidticos as capsulas duras séo preferiveis. Podem ser
usados liofilizados de probioticos adicionados de diluentes, aglutinantes ou
desagregantes (Amaral et al., 2014).
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Na Tabela 6 sdo apresentados alguns exemplos de capsulas comercializadas a base

de probidticos.

Tabela 6. Exemplos de capsulas contendo probiéticos (adaptado de Amaral et al., 2014).

Produto Composicéo

Bactilsubtil® Bacillus subtilis

Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium

Activecomplex Flora® .
bifidum

Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
Infloran Berna®

bifidum
Lacteol® Lactobacillus acidophilus
Antibiophilus® Lactobacillus casei
UL-250® Saccharomyces boulardii

6.3. Comprimidos

A FP 9 define comprimidos como “preparacdes solidas contendo uma dose de uma
ou de varias substancias ativas. Sdo geralmente obtidos aglomerando por compressédo
um volume constante de particulas. Destinam-se a administracdo por via oral. Alguns
sdo deglutidos ou mastigados, outros séo dissolvidos ou desagregados em agua antes da
administracdo e, finalmente outros devem permanecer na boca para ai libertarem a

substancia ativa”.

Os comprimidos contendo probidticos sdo constituidos por misturas de excipientes
e probioticos liofilizados. Alguns podem ser gastrorresistentes e uma grande maioria

séo desenhados para a administragdo vaginal (Amaral et al., 2014).
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6.4. Ovulos

De acordo com a FP 9 os dvulos sdo “preparacdes solidas unidose. Sdo de forma
varidvel, mas geralmente ovoide, o volume e a consisténcia estdo adaptados a
administragdo por via vaginal. Contém uma ou vérias substancias ativas dispersas ou
dissolvidas numa base apropriada que é, segundo os casos, soltvel ou dispersivel na

agua, ou funde a temperatura corporal”.

Em comparagdo com outras formas farmacéuticas, os 0vulos apresentam algumas
vantagens, tais como: facil aplicacdo, ndo causam irritacdo, sdo seguros, eficazes e nao
requerem um grande volume de meio de dissolugdo para ocorrer a libertacdo do agente

terapéutico (Amaral et al., 2014).

Na Tabela 7, sdo apresentados alguns exemplos de 6vulos contendo probi6ticos.

Tabela 7. Exemplos de 6vulos contendo probidticos comercializados no mercado internacional (adaptado

de Amaral et al., 2014).

Produto Composicéo

Vagiflor® Lactobacillus acidophilus
Lactinex® Lactobacillus acidophilus
Tropivag Lactobacillus rhamnosus Lcr35
HLC Candaclear® Lactobacillus acidophilus
Intrafresh® Lactobacillus acidophilus

6.5. Outras formas de dosagem contendo probio6ticos

Para além das formas farmacéuticas descritas anteriormente, existem outras

contendo probidticos, tais como (Amaral et al., 2014):

e Pastilhas elésticas — diminuem os niveis de bactérias salivares;
e Geles — os geles bioadesivos sdo utilizados no tratamento de infe¢Oes vaginais;
e Colirios — os colirios contendo Lactobacillus acidophilus s&o usados no controlo

dos sintomas de queratoconjuntivite.
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V1. Dose terapéutica e efeitos adversos
7.1. Dose terapéutica

A suplementacdo com probioticos € recomendada para restabelecer o equilibrio da
microbiota intestinal. Os microorganismos administrados devem estar presentes numa
quantidade suficiente para ter efeito no local de agdo. Para que um microorganismo
tenha influéncia no ecossistema, a sua concentragdo deve ser igual ou superior a 10’
UFC/g. Deste modo, a concentracao de células viaveis nos probioticos deve ser ajustada
na preparacdo inicial, tendo em conta a capacidade de sobrevivéncia, o fato de ndo se
multiplicarem no TGI e o efeito da diluicdo intestinal (Kligher e Cohrssen, 2008; Stefe
et al., 2008).

7.2. Efeitos adversos

Os probidticos usados na terapéutica ndo apresentam efeitos secundarios, uma vez
que o seu efeito é semelhante ao dos microoganismos pertencentes a flora comensal do
organismo. No entanto, a FAO/WHO coloca algumas dividas em rela¢do a estas novas
terapias, uma vez que podem propiciar o aparecimento de agentes patogénios mais
agressivos e resistentes a antibioterapia de primeira linha. Mais estudos tém de ser

realizados, para avaliar estes efeitos (Badaro et al.,2009).
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VII1. Conclusdes e perspetivas futuras

As perturbacGes na microbiota intestinal fazem com que a homeostasia do
hospedeiro esteja comprometida, podendo levar a situacbes de patologia. O
conhecimento aprofundado da composi¢do e atividade da microbiota intestinal devera
conduzir a novas intervencOes terapéuticas, com base na possivel modulacdo dessa

microbiota, resultando numa melhoria da qualidade de vida dos pacientes.

Um século ap6s ter sido considerada a possibilidade das bactérias intestinais
poderem promover a saude do homem, os probidticos comecam a ser usados de forma

preventiva e/ou terapéutica em determinadas patologias.

Véarios mecanismos de acdo tém sido propostos para explicar o funcionamento dos
probidticos no organismo, ndo havendo consenso em relacdo ao mecanismo exato
segundo o qual estes microorganismos atuam. Sao necessarias mais investigagcdes nesta
area, uma vez que ndo se podem fazer extrapolacdes de um probidtico para outro, ou de

uma situacao clinica para outra.

Respeitando determinadas carateristicas intrinsecas, necessarias para exercer
beneficios no  hospedeiro, o0s probioticos demonstraram  eficacia na
prevencéo/tratamento de diversas patologias, tais como: infegdo por Helicobater pylori,
doengas inflamatdrias intestinais, cancro do célon, diarreia, hipercolesterolémia, doenca

periodontal, infe¢bes genito-urinarias e alergias.

Os produtos a base de probidticos estdo disponiveis em diversas formas, incluindo
0s pos, capsulas, comprimidos, 6vulos, pastilhas elasticas, geles, colirios e suplementos
dietéticos/alimentares. As formas farmacéuticas contendo probidticos, devem assegurar
a resisténcia destes microrganismos as condicdes fisioldgicas adversas (por exemplo, a

acidez gastrica), garantindo a sua viabilidade e eficacia.
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