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Parte |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Bairro Sao Miguel

Sob orientagao da Dra. Alexandra Albuquerque
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DCI - Denominagao Internacional Comum
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PCHC - Produtos Cosméticos e de Higiene Corporal

SIFARMA2000° - Sistema Informatico disponibilizado pela Glintt®
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I. Introducao

O plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), na
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), foi elaborado para proporcionar
a melhor formacao académica e, por isso, para além da componente tedrica engloba uma
componente pratica de forma a aplicar conhecimentos, consolidar os mesmos, mas também a

ter contacto com os utentes e com as reais necessidades dos mesmos.'

O farmacéutico além de ser considerado o especialista do medicamento é também um
agente de salde publica atuando no aconselhamento e apoio de doentes, na prevengao,
detegdo, intervencao e gestao de doengas a longo prazo, desempenha também uma fungao

essencial na adesdo a terapéutica.”’

Cada vez mais a Farmacia Comunitaria é o primeiro local onde as pessoas se dirigem para
pedir um aconselhamento, isto deve-se a confianga que os utentes tém no farmacéutico,

comprovando a sua importincia na sociedade e na manutengio da salde da populagio.’

Este relatorio refere-se ao estagio que decorreu na Farmacia Bairro Sao Miguel, no periodo
de 9 de janeiro a 24 de abril de 2023, sob orientagao da Dra. Alexandra Albuquerque, cujo

objetivo é transmitir a experiéncia no decurso do mesmo.

2. Farmacia Bairro Sao Miguel

A Farmacia Bairro Sao Miguel iniciou a sua atividade em 2008 conta atualmente com 15
anos ao servico da comunidade. A equipa € constituida por farmacéuticos e técnicos de

farmacia.

A Farmacia € constituida por uma zona de atendimentos que € composta por 4 balcoes de
atendimento, ao longo de toda esta drea encontra-se a area de exposicao de diversos
medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM), medicamentos nao sujeitos a receita
médica de venda exclusiva em farmacia (MNSRM-EF) e suplementos alimentares. Todos os
produtos encontram-se organizados por indicagao terapéutica. Na restante area disponivel
para os utentes encontra-se uma area onde estao expostos uma panoplia de produtos
organizados por marcas, como por exemplo produtos cosméticos e de higiene corporal
(PCHC). Nesta zona da farmacia encontra-se também um gabinete reservado para a prestagao
de servigos farmacéuticos como determinagao de alguns parametros bioquimicos ou a

administragao de vacinas ou injetaveis. O backoffice € constituido por uma regiao de recegao



e arrumagao de encomendas, um armazém, um laboratorio, um gabinete destinado a consultas,

um escritorio, uma cozinha, uma zona de descanso e uma casa de banho.

A Farmacia Bairro Sao Miguel esta associada a Associagao Nacional de Farmacias (ANF) e

utiliza o Sistema Informético disponibilizado pela Glint® (SIFARMA2000°).

3. Analise SWOT

O presente relatério de estagio foi desenvolvido segundo uma analise SWOT (Strenghts,
Weaknesses, Opportunities e Threats), realgando os pontos fortes e promover o alcance de
solugoes para os pontos fracos que avaliam uma dimensao interna. Por outro lado, e de um
ponto de vista externo refletir sobre as oportunidades e fraquezas que foram surgindo ao

longo do estagio curricular (Figura I).*

Pontos Fortes Pontos Fracos
e Equipa técnica e farmacéutica e Nome comercial e denominagido comum
e Confianga e autonomia internacional dos medicamentos
¢ Grande dimensao e variedade de produtos e Inseguranga no contacto com o publico
Oportunidades Ameacas

e Interagcdo com utentes com perfis e Medicamentos esgotados ou rateados
farmacoterapéuticos diferentes e Locais de venda de MNSRM
e Acdes de formagio

e Desenvolvimento dos conhecimentos na
area do marketing farmacéutico

Figura |- Quadro resumo da Analise SWOT.

3.1.Pontos Fortes
3.1.1. Equipa Técnica e Farmacéutica

Um dos pontos que mais contribuiu para o sucesso do estagio foi a excelente equipa
técnica e farmacéutica que me acompanhou na Farmécia Bairro Sio Miguel. E uma equipa
unida, profissional, bastante acolhedora e disponivel tanto para o apoio aos estagiarios como
ao acompanhamento dos utentes. E também de realcar a entreajuda entre todos e a grande

disponibilidade para o esclarecimento de qualquer duvida.



3.1.2. Confianca e autonomia

Toda a equipa deposita grande confianga nos estagidrios e apos o acompanhamento das
tarefas diarias, desde a rece¢ao da encomenda, arrumagao e atendimento existe liberdade para
a realizacao de outras tarefas, estando sempre disponiveis para o esclarecimento de qualquer
davida. Para além da confianga, a autonomia foi fundamental para o sucesso do meu
desenvolvimento profissional, pois para além de fazer o trabalho presente no Plano de Estagio,

foi possivel tomar iniciativa e contribuir para o bom funcionamento da farmacia.

3.1.3. Grande dimensao e variedade de produtos

Tendo a farmacia uma localizagio que abrange distintas faixas etarias de utentes é
fundamental ter resposta para as diferentes necessidades dos mesmos. Como tal, um ponto
forte da Farmacia é a sua dimensao que garante uma grande variedade de produtos. Essa
diversidade abrange desde medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM), MNSRM,
MNSRM-EF, bem como suplementos alimentares e PCHC. O contacto com uma ampla gama
de produtos permite uma maior familiaridade com diferentes marcas, formulagoes e

apresentagoes, isso proporciona a oportunidade de expandir o meu conhecimento.

3.2.Pontos Fracos

3.2.1. Nome comercial e denominacao comum internacional dos

medicamentos

A partir de junho de 2012 foi instituida a prescricao e dispensa de medicamentos por
Denominagio Internacional Comum (DCI).> Esta medida permite ao utente ter liberdade de
escolha entre o medicamento original ou o medicamento genérico, tendo sempre em

consideragao o mesmo principio ativo, a mesma forma farmacéutica e a mesma dosagem.

Durante o atendimento deparei-me muitas vezes com os utentes a fazerem pedidos pelo
nome comercial o que acrescentou um obstiaculo ao meu trabalho, pois tinha alguma
dificuldade em associar o nome comercial ao principio ativo. Esta dificuldade inicialmente foi
colmatada com o auxilio de toda a equipa da farmacia, mas devido a rece¢ao de medicamentos

o conhecimento foi aumentando e a seguranga no momento do atendimento aumentou.

3.2.2. Inseguranca no contacto com o publico

Como estagiaria a iniciar o contacto com os utentes os primeiros tempos acarretavam
sempre algum nervosismo no atendimento ao publico, quando pediam o meu aconselhamento

ou algum esclarecimento adicional, nao por falta de conhecimentos, mas muitas vezes por falta



de pratica na partilha de conhecimentos. Com a ajuda de toda a equipa tanto por observacao

dos mesmos como por algumas explicagoes e com a pratica a inseguranga foi diminuindo.

3.3.Oportunidades
3.3.1. Interacdao com utentes com perfis farmacoterapéuticos diferentes

Em consequéncia do elevado niumero de atendimentos existe a possibilidade de colocar
em pratica diferentes conhecimentos adquiridos durante os 5 anos de curso, para responder
a diferentes duvidas e necessidades dos utentes. Devido a presencga de utentes fidelizados onde
a sua visita a farmacia € recorrente conseguimos fazer o seguimento farmacoterapéutico, bem
como avaliar a adesao a terapéutica, interagoes medicamentosas, aparecimento de efeitos

adversos, ineficacia terapéutica e a toma correta da medicagao.

3.3.2. Formacoes

Um dos deveres do farmacéutico passa por atualizar frequentemente os seus
conhecimentos para garantir a melhor prestacio de servico aos utentes,’ para tal uma das
ferramentas é frequentar formagoes. Durante o meu periodo de estagio tive o prazer de
participar em diversas formagoes que ajudaram a esclarecer algumas duvidas e a fortalecer o
meu conhecimento em diversas dareas, o que promoveu posteriormente um melhor

aconselhamento ao doente.

De entre as formagoes que assisti destaco: Pharma nord (suplementos alimentares),

Reckitt (MNSRM), Zambon (MNSRM) e Frontline (Medicamento de uso veterinario).

3.3.3. Desenvolvimento dos conhecimentos na area do marketing

farmacéutico

A dinamizagao da Farmacia Bairro Sao Miguel é realizada a varios niveis, sendo um deles
na pagina de Facebook em constante atualizagao, que tem como intuito expor campanhas
promocionais em vigor, publicagoes de caracter cientifico, e também publicagoes de caracter
informativo. Durante o estagio tive a oportunidade de dar o meu contributo para algumas
publicagoes feitas na pagina da farmacia, o que promoveu o meu desenvolvimento na area de

marketing digital.

Por outro lado, é fundamental a dinamizagao do espago fisico da farmacia, visto que uma
parte da populagao que servimos € uma populagao envelhecida, tendo sempre por base a
rotagao de produtos de maior interesse para o publico, bem como ter em conta a sazonalidade

dos mesmos. Esta dinamizagao fisica também contribuiu para colocar em pratica
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conhecimentos de marketing farmacéutico adquiridos ao longo do curso, apostando nas zonas
quentes da farmacia para colocar produtos de destaque, tendo em conta mudangas sazonais,
escoamento de produto, pois o posicionamento dos mesmo esta relacionado com o niumero

de vendas.

3.4. Ameacgas
3.4.1. Medicamentos esgotados ou rateados

Uma grande ameaca que me deparei ao longo do estigio foram os medicamentos
esgotados ou rateados necessarios para a continuidade da terapéutica de doentes com
doengas cronicas. Esta situagao é um risco para a salde e qualidade de vida dos doentes,
porque alguns medicamentos esgotados nao tém um medicamento equivalente o que faz com
que o doente tenha de se dirigir novamente ao médico para haver uma revisao da terapéutica.
Noutros casos, existe a possibilidade de substituir por um medicamento genérico, mas nem
sempre é bem aceite, porque o utente tem sempre alguns receios a mudanga, receio de

ineficacia ou de aparecimento de efeitos secundarios.

Por consequéncia, a insatisfagio dos utentes era notoria e acabava por prejudicar a
continuidade da terapéutica, dificultar o atendimento e a sua relagao de fidelidade para com a

farmacia.

Para colmatar este problema, foi criada com o meu auxilio uma tabela com os
medicamentos esgotados, com o objetivo de ao longo do dia facilitar a tentativa de encomenda
dos mesmos e, assim, garantir que a farmacia tivesse em stock os medicamentos necessarios

para fazer face as necessidades dos utentes.

3.4.2. Locais de venda de MNSRM e suplementos alimentares

Os locais de vendas de MNSRM e suplementos alimentares em plataformas online e em
outros pontos de venda que nao sejam a farmacia sao uma das grandes ameagas a farmacia,

tanto do ponto de vista economico como de satde publica.

Em primeiro lugar, muitos locais de venda de MNSRM conseguem praticar pregos mais
baixos devido ao volume de vendas, pregos que as farmacias nao podem praticar, o que leva
alguns utentes a optarem por esses espagos onde nao é feito um correto aconselhamento.
Mesmo sendo medicamentos de venda livre tém efeitos secundarios e contraindicagoes,
portanto o seu uso deve ser feito de forma consciente e racional, tendo sempre em

consideragao as patologias do doente, as possiveis interagoes e efeitos adversos.



Para colmatar esta situagao, as farmacias para além de um correto aconselhamento tendo
sempre em conta alguma patologia que o utente tenha, também aderiram ao plano do Cartao
Salda, que potencia a fidelizagao dos utentes a farmacia e como tal ajuda a combater esta

ameaga.

4. Casos Praticos

4.1.Caso Pratico |: Infecao Urinaria

Utente do sexo feminino, na casa dos 30 anos, desloca-se a farmacia com queixas de
desconforto urinario, sensagao de peso na bexiga e ardor no momento da micgao. Refere
ainda que os sintomas iniciaram no dia anterior e realgou também a necessidade urgente de

urinar. O relato da utente levanta suspeitas de infegao urinaria.

A infecao urinaria é uma infecao bacteriana muito comum na comunidade, mas é mais
prevalente nas mulheres devido ao menor comprimento da uretra feminina e proximidade do
meato urinrio desta a vagina e anus.’ Questionei a senhora se para além dos sintomas
relatados se tinha hematuria ou febre, se tinha alergia a algum principio ativo, alguma doenga

ou se tomava anticoagulantes, ao que ela me respondeu negativamente.

Uma vez que possivelmente se tratava de uma infecao urinaria em estado inicial
. . . e a® ,

recomendei a toma de suplemento alimentar Cistisil”. Este produto é um suplemento
alimentar que tem na sua constituicao arando vermelho (Vaccinium macrocarpon), que inibe a
aderéncia bacteriana devido as proantocianidinas, cavalinha (Equisetum arvense) e uva-ursina
(Arctostaphylos uva-ursi) com propriedades diuréticas, que favorecem principalmente a
eliminagao de agua, logo ajudam na eliminagao dos patogénios. Tem também na sua
constituicao fruto-oligossacarideos (FOS), prebidticos que promovem o equilibrio da

microbiota.

Recomendei a utente a toma de | comprimido de 12 em 12 horas durante os primeiros
|0 dias e, depois, | comprimido por dia por mais 10 dias.” Aconselhei que se deslocasse ao
médico caso os sintomas se agravassem ou na auséncia de melhoria no prazo de alguns dias.
Para além da recomendagao farmacoldgica, referi as recomendagdes nao farmacolégicas que
deveria ter em conta como aumentar o consumo de agua (no minimo 2 litros), evitar o uso

de pensos diarios e de roupa interior justa ou sintética e nao retardar a micgao.



4.2.Caso Pratico 2: Crise Alérgica

Utente do sexo masculino, na casa dos 30 anos, desloca-se a farmacia com sintomas de
conjuntivite alérgica, realgando a comichao ocular, vermelhidao e lacrimejamento. Questionei
se tinha alguma dor ou se notava alguma secre¢ao anormal no olho de cor amarela, ao que
me respondeu negativamente, logo torna-se menos provavel a hipétese de conjuntivite
bacteriana. Para além disso, questionei se era habitual ter alergias sazonais, ao que respondeu

que sim, nem sempre com as mesmas manifestagoes clinicas.

Posteriormente, perguntei se tinha outros sintomas como espirros, tosse, dificuldade em
respirar, se tinha alergia a algum principio ativo, se tem glaucoma ou se toma anticoagulantes
ao que me respondeu que sé tinha os sintomas descritos anteriormente e mais nenhum
problema de saude. Uma vez que possivelmente se trata de uma conjuntivite ocular alérgica,
indiquei a utilizagio de Zabak® na posologia de | gota em cada olho 2 vezes por dia (de manha
e a noite).® Zabak® tem como principio ativo cetotifeno que é um agente antialérgico.
Recomendei que se deslocasse ao médico caso os sintomas se agravassem ou na auséncia de

melhoria no prazo de alguns dias.

Como medidas nao farmacologicas recomendei que evitasse a exposi¢ao de alergénios,
também evitar abrir as janelas de casa durante as horas de maior concentragao de alergénios

no ar, lavar bem o rosto e evitar o contacto das maos com os olhos.

4.3.Caso Pratico 3: Tosse com Expetoracao

Um utente desloca-se a farmacia com o objetivo de |he ser aconselhado um medicamento
para a tosse com expetoragao da filha que tem 17 anos. Inicialmente, questionei ao utente a
quanto tempo a tosse teve inicio, ao que me respondeu que tinha sido a 2 dias, e que a filha
nao tem problemas de salde conhecidos, alergias a principios ativos e que nao toma nenhuma

medicagao.

Ao longo do estagio apercebi-me que muitas pessoas confundem a tosse seca com a tosse
com expetoragao, e como a pessoa a quem se destinava o aconselhamento nao se encontrava
fisicamente optei por aconselhar um xarope que da para os dois tipos de tosse, o GrinTuss
Adulto®, este é um dispositivo médico, visto que, o seu principal mecanismo é fisico/barreira,
pois forma uma pelicula protetora que adere a mucosa protegendo-a do contacto com agentes
irritantes e reduz também a fricgao a nivel da faringe, tem também uma agao muco-reguladora.

Tem na sua constituicao mel, complexos moleculares de resinas, polissacaridos, saponinas e



flavonoides de Grindélia (agao expetorante e calmante da tosse) e Tanchagem (Plantago

lanceolata) e Helicrisum (Helichrysum italicum var. HyperCreso).

Recomendei a toma de 10 mL de xarope 2 a 4 vezes por dia, sendo que a ultima toma do
dia deve ser antes de dormir.” Relembrei para a ingestio de 4gua ao longo do dia para ajudar
a soltar a expetoragao. Alertei também para estar atenta ao aparecimento de sinais de alerta
como tosse com sangue, falta de ar, febre ou agravamento dos sintomas dentro de 5 dias devia

consultar o médico.

4.4. Caso Pratico 4: Doenca Hemorroidaria

Utente do sexo feminino, na casa dos 50 anos, desloca-se a farmacia com sintomas de dor
e prurido anal, solicitando algo que aliviasse a sua crise hemorroidaria. Apos perceber que se
tratava de uma situagao de hemorroidas externas e que nao era a primeira vez que a doente
tinha uma crise iniciei o atendimento por explicar algumas medidas higieno-dietéticas como
diminuir o consumo de alcool, especiarias e café (irritantes para a mucosa), apos cada ato
defecatdrio a regiao anorretal deve ser bem lavada com agua e sabao e seca com compressas
ou toalhetes higiénicos, fazer banho de “assento” em agua tépida durante 10 a |5 minutos, 2
a 3 vezes por dia (promove o relaxamento do espasmo muscular anal) e nas crises agudas

fazer a lavagem com agua fria que tem efeito vasoconstritor ou aplicagao de gelo.

Em seguida, questionei se tinha alergia a algum principio ativo, ao que me respondeu
negativamente. Seguidamente, recomendei a aplicagio do creme retal Procto-Glyvenol® de
manha e a noite apds uma higienizagio correta da regido retal, até alivio dos sintomas.' Este
creme tem como substincia ativa tribenosido, que tem propriedades anti-inflamatérias e
melhora o ténus vascular, tem também cloridrato de lidocaina que permite o alivio sintomatico

da dor, ardor e desconforto anal.

Para além do creme retal, aconselhei a toma de Daflon® 1000 para o tratamento
sintomatico da crise hemorroidaria, este medicamento é constituido por bioflavondides que
tem uma agao venotrépica, que diminuem a estase venosa e reforgam a resisténcia capilar.
Neste caso, deve ser tomado | comprimido 3 vezes por dia durante 4 dias, posteriormente,
| comprimido 2 vezes ao dia durante 3 dias e, por fim, fazer uma dose de manutengao de |

comprimido por dia até ao fim da caixa."

Apos o aconselhamento, questionei ainda a utente se apresenta obstipagao ou esforgo a

defecar, ao qual me respondeu negativamente, pois muitas vezes a doen¢a hemorroidaria é



agravada quando existe esforgo defecatorio e obstipagao e também recorrente na gravidez/

pos-parto.

4.5.Caso Pratico 5: Obstipacao

Utente do sexo feminino na casa dos 60 anos desloca-se a farmacia com queixas de
desconforto abdominal e de obstipagao. Apds perceber que na Ultima semana a senhora teve
menos de 3 evacuagoes conclui estar perante um caso de obstipagao que se tratava de uma
situagao recorrente e, para além disso a senhora apresentar muitas vezes dificuldades na

defecacao.

Iniciei o meu atendimento por explicar algumas medidas nao farmacoldgicas, por exemplo
aumento da ingestao de agua e do consumo da quantidade de fibras, reeducar o intestino (a
mesma hora, sem pressa, apos a refeicao), nao ignorar o reflexo de defecagao e praticar

exercicio fisico.

Apos perceber que a obstipagdao niao se devia ao efeito secundario de nenhum

medicamento e que a senhora precisava urgentemente da resolugio do seu problema,
. . ® .~ . T .

aconselhei o Microlax™, que tem na sua composi¢ao citrato de sédio e laurilsufoacetato de
sodio, que aumentam a secrecao de agua e eletrélitos da mucosa intestinal tornando as fezes
com uma textura mais mole.'”> Como se apresenta na forma farmacéutica de enema demora
cerca de 15 a 30 minutos a exercer o seu efeito, e por isso estao indicados em situagoes que
se pretende evacuar. Alertei para o facto de provocar uma dor leve, a qual se sente a

necessidade de evacuar, soltando as fezes secas que provoca a defecagao.

Como se trata de uma obstipagao cronica para além de resolver a situagao aguda, também
é fundamental um tratamento a longo prazo e, para tal, recomendei o Dulcosoft ® solugio
oral. E um dispositivo médico, que tem como principio ativo o Macrogol 4000, polimero linear
longo que retém moléculas de agua através de pontes de hidrogénio. Quando administrado
produz um aumento do volume de fluidos intestinais, o que leva a um movimento intestinal
facilitando o movimento das fezes. Recomendei a toma de 20 mL por dia " e alertei que é

fundamental uma hidratagao adequada durante o tratamento.



5. Consideracoes Finais

Apos a realizagao do meu estagio pude constatar que o farmacéutico € uma pessoa em
quem os utentes confiam para esclarecer todas as suas duvidas, é o primeiro elo de contacto
entre o cidadao e o sistema de salde, responsaveis por garantir a saude e bem-estar da
populacao, mas também o ultimo elo de ligagao, que para além da dispensa correta dos
medicamentos prescritos, tem como missao um correto aconselhamento e esclarecimento

adicional.

Durante os 5 anos de formagao adquiri conhecimentos que pude por em pratica no
exercicio desta profissao e também garantir a consolidagio dos mesmos. Desta forma, o
estagio conferiu-me conhecimentos praticos Unicos, bem como o meu desenvolvimento a nivel

pessoal e profissional imprescindivel para o meu futuro enquanto farmacéutica.

De realgar que, para além de todos os conhecimentos adquiridos durante o estagio
desenvolvi a capacidade de concentragao e serenidade. Permitindo-me assim transmitir
seguranga a pessoa que tinha a minha frente, dando-lhe a atengiao e despendendo do tempo

necessario, mesmo nas horas com mais afluéncia na farmacia.

Termino este relatorio enaltecendo toda a equipa da Farmacia Bairro Sao Miguel que me
mostraram o papel fundamental do farmacéutico na sociedade, valorizando o seu
profissionalismo, compreensao, apoio e partilha de conhecimentos. A vida de um farmacéutico
deve ser em constante atualizagao e formacgao e considero que este foi o primeiro passo como

profissional que enfrentei nesta area.
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Abstract

The oral microbiota, comprises a diverse set of microorganisms in the oral cavity, that
plays a crucial role in maintaining the body’s balance and health. Factors such as diet, oral
hygiene, age, health, and drugs influence the composition of the oral microbiota, where

beneficial and pathogenic bacteria coexist in a delicate balance.

Chlorhexidine (CHX) at 0.2% concentration is widely used as an antimicrobial agent in
oral mouthwash, impacting important mechanisms in the oral microbiota, such as the nitrate-
nitrite- nitric oxide pathway. This study aims to explore how 0.2% CHX mouthwash affects
this pathway and its effect on the nitrate reductase activity of oral bacteria and its potential

impact on blood pressure in volunteers without hypertension history.

The participants were randomly distributed in 2 groups for a 7-day intervention, during
which they were asked to rinse their mouths for | minute with either 10 mL 0.2% CHX or 10

mL placebo (tap water) twice a day.

Regarding blood pressure, a slight increase was observed in the group that used CHX
(with no statistical significance). Regarding the concentration of salivary nitrite, in the group
who used CHX mouthwash for 7 days, after rising with placebo there was a decrease (19.3+6.9
UM vs 7.4+1.7 pM, p=0.043). In relation to the fold increase of salivary nitrite after volunteers
rinsed their mouths with beet root juice for 5 minutes in comparison with water, the increase

of salivary nitrite was significantly lower in the group that used antiseptic mouthwash

(p=0.0104).

This data suggests that the use of 0.2% CHX twice a day has an influence on nitrate
reductase activity, but more studies are mandatory to better ascertain its impact on blood

pressure and on the oral microbiota composition.

Keywords: Chlorhexidine, Oral microbiota, Nitrate
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I. Introduction

The oral microbiota is the term used to define the diverse set of microorganisms that
inhabit the oral cavity, including the surface of teeth, gums, tongue, palate, and buccal mucosa.
This microbial community is complex and plays a crucial role in the health and maintenance of

the human body’s balance.'

The composition of the oral microbiota is influenced by various factors, such as diet, oral
hygiene, age, health, and drugs. Among the microorganisms present in the mouth, bacteria,

fungi, and viruses coexist in a delicate balance.'"”

Oral bacteria are the main components of the oral microbiota and can be classified into
various groups, including beneficial, and pathogenic bacteria. Some beneficial bacteria assist in
protecting against the colonization of harmful microorganisms, while others are involved in
the degradation of food remnants, aiding in digestion. However, certain pathogenic bacteria
may contribute to the development of oral diseases such as periodontal disease, and bad

breath.'

Chlorhexidine (CHX) at a concentration of 0.2% is one of the most commonly used
antimicrobial agents in oral mouthwash, even when there is no oral disease present, to reduce

the bacterial load in the oral cavity.?

Chlorhexidine can affect important mechanisms performed by the bacteria present in the

oral microbiota, such as the nitrate- nitrite- nitric oxide pathway.*

This pathway, which comprises the enterosalivary circulation of nitrate, begins with the
ingestion of nitrate in the diet, found in foods like leafy greens and beetroot. Nitrate is reduced
to nitrite by oral bacteria, that express, nitrate reductase enzymes. Nitrite is then further
reduced to nitric oxide ((NO) in the stomach, making this cycle fundamental for maintaining

‘NO homeostasis (Figure 1).*

Nitric oxide is an essential signaling molecule that plays various roles, including regulation
of vascular tone, modulation of the immune system, neurotransmission, and blood pressure

regulation.’

The nitrite formed in the oral cavity is quickly absorbed and, in the stomach, due to its
acidic pH, is protonated, generating NO. The remaining nitrite proceeds to the gut, where it
may serve as an energy source for bacteria in the gut microbiota. Some of this nitrite is

reabsorbed into the bloodstream and returns to the oral cavity, while the rest is eliminated
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through urine. This cycle ensures a delicate balance of nitrogen species in the body and

highlights the intricate interactions between the oral microbiota, diet, and overall health.’

The present study aims to investigate how the disruption of the oral microbiota, using
mouthwash with 0.2% CHX, affects the nitrate-nitrite- 'NO pathway. Specifically, we aim to
understand its effect on the nitrate reductase activity of oral bacteria and its impact on blood

pressure in volunteers with no known history of hypertension.
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Figure |. Nitrate- nitrite- nitric oxide pathway.
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2. Methods

Human subjects

Healthy human volunteers, aged 20-45, were invited to participate in the study. Students
and staff from the School of Pharmacy (University of Coimbra) were recruited at the campus
and gave their informed consent to be enrolled in the study. All procedures were approved
by the Ethics Committee at the Faculty of Medicine of University of Coimbra. The exclusion
criteria for this study were: |) use of antiseptic mouthwash in the previous month, 2)
consumption of antibiotics in the last 3 months, 3) vegetarian diet (high nitrate content), 4)
periodontal disease, 5) hypertension and 6) pregnancy. From the participants who agreed to

participate in the study, two were excluded (Figure 2).

Enrollment
n=8
Exclusion
« n=1, used antiseptic mouthwash
« n=1, Hypertension stage 1
Inclusion
n=6

Oral incubation with placebo followed
’7 oral incubation with beet root juice

Mouthwash with
0.2% chlorohexidine

Mouthwash with
placebo (7 days,
twice a day)
n=3

(7 days, twice a day)
n=3

Oral incubation with placebo followed
oral incubation with beet root juice

Figure 2. Participant chart flow.

Experimental design

Each participant completed two visits to the School of Pharmacy, with two of them
compliting an additional two visits. In the first visit (D0), the exclusion criteria were confirmed,
and each volunteer was weighted and blood pressure was measured. The anthropometrical
information collected is shown in Table I. Saliva was collected to determine the nitrate

reductase activity of the oral microbiota.

Then, participants were randomly distributed in two groups. During a 7-day intervention,
participants rinsed their mouths for | minute with either |0 mL 0.2% chlorhexidine
(Parodontax, Colutério Extra) or 10 mL tap water (control) twice a day. They returned to
the study unit (D7) where blood pressure was again measured and the nitrate reductase

activity of the oral microbiota was measured.
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Fourteen days (D21) and twenty-one days (D28) after chlorhexidine mouthwash, two of
the participants who rinsed their mouths for | minute with 10 mL 0.2% chlorhexidine returned

to the study unit where the nitrate reductase activity of the oral microbiota was measured.

Table |. Anthropometrical information (collected in the first visit).

Characteristics

Age (years) 322+ 1.4-
Gender (male:female) 3:3
Body mass index (Kg/m?) 24.0+3.02
Diastolic blood pressure (mmHg) 67.816.62
Systolic blood pressure (mmHg) 110.3£10.7=
Mean arterial blood pressure (mmHg) 89.1£7.0=

*Results are expressed as mean * standard deviation.

Blood pressure

Participants were allowed to rest for 30 minutes and three consecutive readings were
performed using a validated digital blood pressure monitor (Omron M3 Comfort, OMRON

Healthcare, USA). The readings were averaged to determine the mean blood pressure.

Nitrate reducing capacity of the oral microbiota

Volunteers were instructed to avoid the consumption of high nitrate foods (spinach,
lettuce, broccoli, beetroot, radish) the day prior to their visit. Participants were then asked to
hold 10 ml of placebo (unflavored water) in their mouths for 5 minutes. Samples were
collected to 10 mL tubes. Then, the volunteers were asked to hold 10 mL of beet root juice
(Beet it Sport, James White Drinks, UK) containing 92 pmol nitrate for 5 minutes. All samples
were collected to |0 mL tubes and centrifuged (12000 rpm, 4°C) for 5 minutes. The
supernatant was collected and nitrite concentration was determined in fresh samples by Griess
method as previously reported.® Of note, blank containing beet root juice was performed with
the same dilution of the drink that was used in the experimental procedure. Spectra of beet
root (blank), beet root after oral incubation and sodium nitrite |0 pM were performed to
discard color interference at the wavelength of nitrite absorption (Shimadzu UV-

Spectrophotometer UV-1800) (Figure 3).
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Figure 3- Spectra of beet root(blank), beet root after oral incubation and sodium nitrite 10 pM.

Statistical analysis

The results are expressed as the meant standard deviation of the values in each group. In
the present study, two experimental groups, each consisting of three subjects were used. For
the statistical analysis, the comparison between the groups was performed using the Student
t test, through the PRISMA software. The Student t test is commonly used for the comparison
between two independent groups. A probability value (p) of less than 0.05 was considered

significant.

3. Results

Blood pressure

In the control group there was a decrease in the mean blood pressure without statistical
significance. In the group that used the chlorhexidine mouthwash, there was a decrease of

mean blood pressure in one volunteer and an increase in the other two (Figure 4).
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Figure 4 - Changes in mean blood pressure after 7 days of using placebo or chlorhexidine mouthwash.
Values are presented as mean * SD.

Nitrate reducing capacity of the oral microbiota

The nitrate reducing capacity of the oral microbiota decreased in the group who used the
chlorhexidine mouthwash with both placebo and nitrate (beet root juice). The concentration
of salivary nitrite after rinsing with unflavored water (placebo) decreased from 19.3+6.9 pM
before the intervention to 7.4+ 1.7 uM after rinsing with the mouthwash for 7 days (p=0.043).
Fourteen days after D7 intervention the concentration of salivary nitrite after rinsing with
unflavored water (placebo) decreased to 5.25+0.07 uM, and after twenty-one days (D 28) the

concentration increase to |13.8+4.8 uM (Figure 5).
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Figure 5 - Salivary nitrite before (D0) and after (D7) mouth washing with chlorhexidine for 7 days.
And salivary nitrite fourteen days (D21) and twenty-one days (D28) after D7 intervention. Participants
collected saliva after rinsing their mouths with 10 mL unflavored water (placebo) for 5 minutes. Nitrite
concentration was determined by Griess method. Values are presented as mean * SD.

In the placebo group, at D7, there was a 4- to 6-fold increase of salivary nitrite after
volunteers rinsed their mouths with beet root juice for 5 minutes in comparison with water.

At DO this increase was of 4-fold (Figure 6). In the group that used the anti-septic mouthwash

the salivary concentration of nitrite at DO increased 6- to | |-fold after volunteers rinsed their
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mouths with beet root juice for 5 minutes (164.9£12.5uM) in comparison with water
(19.3+6.9uM). However, after using the mouthwash for 7 days, nitrite salivary concentration
was 7.4%1.7uM after rising with water and, after rising with beet root was 9.6+4.6uM. The

increase of salivary nitrite was significantly different in the group that used antiseptic

mouthwash at DO and D7 (p=0.0104) (Figure 6).
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Figure 6- (A) Salivary nitrite concentration before (DO0) and after (D7) mouth washing with placebo
or chlorhexidine. Values represent the fold-increase of nitrite after volunteers rinsed their mouths
with beet root juice in comparison to placebo (tap water). (B) Individual variation of salivary nitrite in
the experimental group before (black lines) and after (gray lines) 7-day mouth washing with
chlorhexidine upon rising their mouths with water and beet root juice.

4. Discussion

Chlorhexidine continues to be widely used and recommended by dentists for treatment
of oral diseases. However, there is an urgent need for further studies to determine if the
benefits of using mouthwash outweigh the harms to the oral microbiota, and what implications

its use may have on oral and systemic diseases.

Regarding blood pressure, a slight increase was observed in the group that used
chlorhexidine. To obtain more robust results, it would be necessary to increase the sample
size and the study time, but the findings are consistent with expectations. The use of
mouthwash containing chlorhexidine for 7 days likely leads to the destruction of a portion of
the oral microbiota, compromising the nitrate-nitrite-nitric oxide cycle. As there is a decrease

in ‘NO production through this cycle, its effect on reducing blood pressure may be impaired.

After 7 days of mouthwash with chlorhexidine, there is a reduction in nitrate reductase
activity probably due to the destruction of the oral microbiota. Two weeks after the end of
the chlorhexidine mouthwash, the nitrite concentration after rising with 10 mL unflavored
water for 5 minutes remains low, indicating that the oral microbiota has not yet recovered

from the dysbiosis caused by chlorhexidine. However, after 3 weeks, nitrate reductase activity
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returned to near baseline levels. It would be interesting to analyze the composition of the oral
microbiota under these conditions in order to relate this functional alteration with the chances

on the structure of specific bacterial communities.

We can conclude that the use of 0.2% chlorhexidine twice daily for 7 days has an influence
on the function of the oral microbiota, and therefore, it affects the body’s homeostasis.
Although these effects are transitory and the oral microbiota recovers its diversity, it is crucial
to conduct further studies to assess the long-term use of chlorhexidine mouthwashes and its
impact on the oral microbiota, as well as on physiological functions related to the nitrate-

nitrite-'"NO pathway.

5. Analise SWOT

O presente relatorio de estagio foi desenvolvido segundo uma anadlise SWOT (Strenghts,
Weaknesses, Opportunities e Threats), realgando os pontos fortes e promover o alcance de
solugoes para os pontos fracos que avaliam uma dimensao interna. Por outro lado, e de um
ponto de vista externo refletir sobre as oportunidades e fraquezas que foram surgindo ao

longo do estagio curricular (Figura 7).

Pontos Fortes Pontos Fracos

e Aprendizagem e aperfeicoamento da | e Inexperiéncia com algumas metodologias
pratica laboratorial
e Desenvolvimento da capacidade analitica

e interpretagao de resultados

Oportunidades Ameacas

¢ Contacto com diferentes projetos de | e Falta de meios para realizar o trabalho
investigagao experimental
e Co-investigadora num projeto de

investigacao

Figura 7- Quadro resumo da Analise SWOT.
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5.1. Pontos Fortes
5.1.1. Aprendizagem e aperfeicoamento da pratica laboratorial

Durante o meu estagio, tive a oportunidade de trabalhar com diferentes técnicas e
metodologias, incluindo a quantificagao do nitrito na saliva através do método de Griess. Essa
experiéncia contribuiu para a expansaio do meu conhecimento e das minhas habilidades

praticas no ambito laboratorial.

A orientagao por profissionais experientes foi fundamental para o meu crescimento nesta
area. Através do acompanhamento e ensinamentos, fui capaz de adquirir conhecimentos das
técnicas laboratoriais, bem como compreender as bases teoricas subjacentes aos

procedimentos realizados.

Posso afirmar, que no final do estagio adquiri competéncias sélidas no manuseio de
equipamentos, execu¢ao de andlises, interpretagao de resultados e a confianga necessaria para

enfrentar desafios no ambiente de trabalho.

5.1.2. Desenvolvimento da capacidade analitica e interpretacao de resultado

Durante o meu trabalho de investigagao, fui exposta a uma vasta quantidade de dados que
foi necessario tratar e interpretar. A habilidade de interpretar resultados tornou-se uma
componente crucial, onde fui incentivada a compreender as implicagdes dos dados obtidos e

a relaciona-los com os objetivos do projeto em que estava envolvida.

O desenvolvimento da minha capacidade analitica e interpretacio de resultados
desempenhou um papel fundamental no meu crescimento. Essa competéncia permitiu-me
abordar os desafios com maior rigor critico, contribuindo significativamente para a qualidade

das conclusoes do projeto em que participei.

5.2. Pontos Fracos
5.2.1. Inexperiéncia com algumas metodologias

A falta de experiéncia com algumas metodologias foi inicialmente um ponto fraco do meu
estagio, pois comprometeu a minha autonomia no laboratério. Consequentemente, enfrentei
algumas dificuldades em executar inicialmente algumas tarefas, tendo diversas vezes de

recorrer ao auxilio da minha orientadora de estagio.

No entanto, considero que, no final do estagio, consegui adquirir as competéncias

necessarias para a realizacao do trabalho proposto com sucesso.
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5.3. Oportunidades
5.3.1. Contacto com diferentes projetos de investigacao

Durante o meu estagio, tive o privilégio de ter contacto com diferentes projetos de
investigacao. Essa experiéncia proporcionou-me uma visao ampla e diversificada do grupo de

trabalho em que estava inserida, permitindo-me explorar diversas abordagens cientificas.

Ao colaborar com diferentes pessoas, pude aprender sobre topicos variados e técnicas
especificas utilizadas em cada projeto. Essa diversidade de projetos ampliou o meu horizonte
cientifico e estimulou a minha curiosidade intelectual, a0 mesmo tempo em que me desafiou

a adaptar-me a novas dinamicas e contextos de trabalho.

O contacto com os projetos também me ensinou a lidar com a incerteza e a complexidade
inerentes a investigacao cientifica. Através da resolugao de problemas e da andlise critica de
resultados, aprendi a enfrentar obstaculos de forma proativa e a abragar os desafios como

oportunidades de crescimento e aprendizagem.

5.3.2. Co-investigadora num projeto de investigacao

Ao integrar a equipa de investigacao, senti-me honrada pela oportunidade de contribuir

ativamente para a produgao de conhecimento e avancgos cientificos.

Como co-investigadora, participei em varias fases do projeto, desde o planeamento e
desenho dos ensaios até a recolha e anadlise de dados. Essa experiéncia permitiu-me

desenvolver habilidades fundamentais em metodologias de investigagao.

Ao longo do projeto, enfrentei desafios e obstaculos que me incentivaram a ser mais
resiliente e a encontrar solugoes. Aprendi a lidar com a incerteza e a adaptar-me a situagoes
em constante evolugao, desenvolvendo uma maior flexibilidade e capacidade de tomada de

decisoes fundamentadas.

A experiéncia como co-investigadora despertou em mim uma paixao ainda maior pela
investigacao cientifica. Foi gratificante ver o meu trabalho contribuir para a compreensao de
um determinado tema e potencialmente ter um impacto positivo na saude e bem-estar da

populagao.
5.4. Ameacas

5.4.1. Falta de meios para realizar o trabalho experimental

Inicialmente, quando me propus a realizagao deste estagio, o objetivo era trabalhar com

modelos animais. No entanto, devido a alguns imprevistos, essa opgao nao se tornou viavel.
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Contudo, gragas ao enorme empenho da minha orientadora de estagio, conseguimos
contornar essa situagao e desenvolvemos um estudo em seres humanos, onde conseguimos

retirar resultados bastante interessantes.
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AGCC - Acidos gordos de cadeia curta
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dMMR - Deficiéncia de reparagao de incompatibilidade
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FOS - Frutooligossacarideo
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ICD - Infegao por Clostridium difficile

ID - Intestino Delgado

INF-y - Interferao gama

MI - Microbiota intestinal

MSI-H - Instabilidade de microssatélites elevada
NODY¥ - Nucleotide-binding oligomerization domain-like
non-MSI-H — Baixa instabilidade de microssatélites
OMS - Organizagao Mundial de Saude

PAMPs - Pathogen Associated Molecular Patterns
PD-1/PD-LI - Proteina de morte programada |/ ligante de morte programada |
PMMR - Proficiéncia de reparagao de incompatibilidade
TGI - Trato gastrointestinal

TJs - Tight Juctions

TLR - Recetores Toll-like
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Resumo

A Microbiota Intestinal (MI) tem um grande impacto na salide e doenga do ser humano.
Para garantir a eubiose é fundamental existir um equilibrio entre microrganismos essenciais e
patogénicos. Quando este equilibrio estd ausente estamos perante disbiose, que tem sido

associada a um grande numero de doengas incluindo o cancro.

Varios fatores influenciam a composi¢ao da Ml, incluindo a dieta, medicamentos e estilo
de vida. A utilizagao de probioticos e prebiodticos tem o potencial de modular a sua
composicao, assim como o transplante de microbiota fecal (TMF). Esta capacidade da Ml abre
novas perspetivas para identificar novos alvos terapéuticos inovadores na prevengao e

tratamento de doengas que tém a sua origem ou sao influenciadas pela MI.

O cancro colorretal (CCR) é considerado atualmente um problema de saude a nivel
mundial, é uma doenga que apresenta varios fatores etiologicos associados, entre eles
ambientais e genéticos, onde a detegao precoce é fundamental para aumentar a taxa de

sobrevivéncia e de cura.

Nesta revisao o foco sera no impacto que a disbiose da Ml pode ter na saude, diretamente
no CCR e como o TMF, no futuro, podera tornar-se numa ferramenta promissora para o

tratamento ou como adjuvante na terapia do CCR.

Palavras-chave: Cancro colorretal, Microbiota Intestinal, Transplante de microbiota fecal.
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Abstract

The gut microbiota has a significant impact on human health and disease. To maintain
eubiosis, it is crucial to achieve a balance between beneficial and pathogenic microorganisms.
When this balance is disrupted, it leads to dysbiosis, which has been associated with numerous

diseases, including cancer.

Various factors influence the composition of gut microbiota, including diet, drugs and
lifestyle. The use of probiotics and prebiotics has the potential to modulate its composition,
as well as fecal microbiota transplantation. The potential of gut microbiota offers new insights
to explore innovative therapeutic targets for preventing and treating diseases influenced by

gut microbiota or originating from it.

Colorectal cancer is currently a global health problem, with various etiological factors
associated, including environmental and genetic factors. Early detection is crucial to increase

the survival and cure rate.

In this review, the focus will be on the impact of gut microbiota dysbiosis on health,
particularly in colorectal cancer, and how fecal microbiota transplantation could potentially
become a promising tool for the treatment or adjuvant therapy of colorectal cancer in the

future.

Keywords: Colorectal cancer, Gut Microbiota, Fecal microbiota transplantation.
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I. Introducao

O trato gastrointestinal (TGI) alberga aproximadamente 100 bilies de microrganismos
que coexistem numa relagao simbidtica com o organismo humano." > O conjunto de bactérias,

virus, fungos, archae e os seus metabolitos sio denominados por microbiota intestinal (MI).?

Hipocrates, o pai da medicina moderna, afirmou que “todas as doengas comegavam no
intestino”. Atualmente, 2000 anos depois, a comunidade cientifica tem-se dedicado a aumentar
o conhecimento sobre a Ml com o intuito de perceber a sua influéncia em diversas patologias.
Avangos nas tecnologias e técnicas de andlise tém permitido uma compreensao mais profunda

da complexa interagao entre M| e o organismo humano.

Existem evidéncias que sugerem uma associagao entre o desenvolvimento de cancro
colorretal (CCR) e a composicao da MI. A disbiose, caracterizada por uma redugao da
diversidade e alteragao da composigao da MI, juntamente com alteragoes na permeabilidade
da parede intestinal, tem sido associada ao desenvolvimento de CCR. Além disso, essas
alteragoes podem influenciar a eficacia dos tratamentos utilizados para o CCR e aumentar o
risco de efeitos secundarios. Compreender melhor a relagao entre a Ml e o CCR pode abrir
novas oportunidades para intervengoes terapéuticas direcionadas a modulagao da M, visando

melhorar os resultados do tratamento e a qualidade de vida dos doentes com CCR.

Atualmente, ha uma ampla gama de terapias para restaurar a Ml em doentes. Uma
estratégia promissora € o TMF, que consiste na infusao de matéria fecal de um dador num
doente. Embora o TMF seja considerado uma terapia inovadora, a sua origem remonta a mais
de 2500 anos. No entanto, os primeiros registos formais de TMF datam 1958, quando foi
usado para o tratamento de colite pseudomembranosa.’ Desde entio, o TMF tem sido
explorado como uma opgao terapéutica promissora em diversas patologias relacionadas a

disbiose e desequilibrio da Ml.

2. Microbiota Intestinal

O corpo humano é um sistema complexo e altamente dinamico, que é constituido por
células humanas e por células de multiplos microrganismos. Estudos recentes revelaram que
o racio entre células humanas e células de microrganismos é perto de I:1.' O TGI é a regido
com a maior concentragao de microrganismos em todo o corpo humano, sendo o célon
responsavel por abrigar mais de 70% desses microrganismos.”> Devido as suas fungdes e
complexidade, atualmente, a microbiota ja é reconhecida como um érgao do corpo humano,

que tem influéncia na homeostase e na doenca.”
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2.1.Composicao da Microbiota Intestinal

A composigao da Ml inclui membros dos trés dominios- Bacteria, Archaea, Eukarya, apesar
das bactérias anaerébicas serem dominantes.* Os filos de bactérias anaerdbias: Firmicutes ou
Bacteroidetes, representam a maioria, com mais de 90%, das bactérias presentes no TGl.* Além
desses filos predominantes, também sao encontrados filos menos abundantes, como
Verrumicrobia, Fusobacteria, Actinobacteria e Proteobacteria, contribuindo para a diversidade

microbiana.’

A composicio da Ml varia ao longo do comprimento do TGI, bem como a nivel axial.* A
medida que avanga desde o intestino delgado (ID) até ao colon, a diversidade aumenta, com
diferentes espécies bacterianas predominando em diferentes segmentos do intestino. Além
disso, a composi¢ao da M| também apresenta variagoes entre individuos. Essa diversidade
interindividual é uma caracteristica importante da M| e pode ter implicagoes significativas para

a salide e doenca, bem como para a resposta a terapias.*

2.2.Funcoes Fisiologicas

A Ml estabelece uma relagao simbidtica e dindmica com o ser humano, que providencia
beneficios tanto a nivel local como sistémico, incluindo manutencao da integridade da barreira
intestinal, protegao contra patogénios, fungdes imunitarias e metabolicas, sintese de vitaminas

(vitamina B e K) e de 4cidos gordos de cadeia curta (AGCC).>**

Ao longo do TGl ocorre a digestao de proteinas, lipidos e hidratos de carbono, sendo no
colon onde ocorre a digestao de fibras provenientes da dieta como oligossacarideos e
polissacarideos. Os filos Firmicutes e Bacteroidetes sao capazes de utilizar os polissacarideos
como fonte de carbono, resultando na sua fermentagao. Esses processos fermentativos
produzem gases, como metano ou dioxido de carbono; além de AGCC, como acetato,

propionato e butirato; acidos organicos e alcoois.

Os AGCC sao absorvidos no célon onde servem como fonte de energia quer para os
colonécitos, quer para a Ml e sdo cruciais para a saide gastrointestinal.” Além disso, os AGCC
podem ser absorvidos por difusio ou por transportadores presentes nos enterocitos,
permitindo a manutengao da fungao barreira, homeostase energética e imunitaria, reducao da

inflamacio e inibicio da progressio tumoral.®

A Ml tem também um papel fundamental na sintese de vitaminas essenciais como a biotina,

cobalamina, e também vitamina B e K, contribuindo para a sade geral do organismo.’
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A camada epitelial intestinal desempenha um papel crucial na protegao e regulagao da
permeabilidade da barreira intestinal.'® Essa camada consiste em células epiteliais que formam
uma barreira fisica continua, separando a flora intestinal do tecido interno.'"' As células
epiteliais estao unidas entre si através das tight juctions (T]s), estruturas que desempenham um

papel fundamental na regulagido da permeabilidade da barreira intestinal.'’

Alteragoes na fungao das TJs podem levar a um aumento da permeabilidade intestinal,
fenomeno conhecido como “leaky gut” ou intestino permeavel.'" > "* Isso pode permitir a
passagem de compostos prejudiciais para o tecido interno, desencadeando uma resposta
inflamatoria sistémica e contribuindo por exemplo para o desenvolvimento de doengas
intestinais.”” E fundamental manter a integridade da camada epitelial intestinal e a funcio
adequada das TJs para preservar a salide gastrointestinal e a homeostase do organismo."

A camada de muco presente no intestino € composta por uma matriz de glicoproteinas

I.'"* Essa camada

secretadas pelas células caliciformes, que estao presentes no epitélio intestina
de muco é a primeira barreira de defesa do organismo.'>'"* A sua principal fungio é de barreira
fisica contra patogénios, impedindo a sua adesao e invasao. Além disso, o muco também
desempenha um papel importante na interagao com a Ml, fornecendo hidratos de carbono e

I.'"> Para o bom funcionamento da

peptideos que servem como nutrientes as bactérias da M

camada de muco é necessario uma boa interagio com a MIl; por exemplo estudos tém

demonstrado que certas bactérias do filo Bacteroidetes tém a capacidade de ativar as células
. . ~ 15 . ~ , .

caliciformes para aumentar a produgao de muco.” Essa interagao benéfica ajuda a fortalecer a

barreira protetora do intestino e a promover um equilibrio saudavel entre o hospedeiro e a

MI (Figura 1)."

Para além da camada de muco, existem outras moléculas que exercem um papel
importante na prote¢ao do intestino. Entre essas moléculas estao os peptideos
antimicrobianos (AMPs), como defensinas, catelicidinas e lectinas tipo-C, que sao produzidos
nas células de Paneth, encontradas nas criptas intestinais (Figura 1).'¢ Os AMPs sao moléculas
do sistema imunoldgico inato, que desempenham um papel crucial na defesa contra bactérias
patogénicas.'” Estes possuem propriedades antimicrobianas, ou seja, sio capazes de perturbar

a superficie das bactérias, prejudicando a sua integridade e capacidade de sobrevivéncia.'’

A MI produz metabolitos designados Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) que
sao reconhecidos por recetores de reconhecimento de padrdes.'® Estes recetores estio
presentes na membrana plasmatica e citoplasma de varias células do sistema inato- fagocitos,
células dendriticas, que quando ativados iniciam a transdugao e produgao de sinais pro-

inflamatorios. Estes recetores incluem os recetores Toll-like (TLR) e recetores nucleotide-
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binding oligomerization domain-like (NODr). A ligacao dos PAMPs aos recetores TLR e NODr
ativa a resposta imune, desencadeando uma série de eventos tais como, o recrutamento de
moléculas que iniciam vias de sinalizagao celular que levam a ativagao de fatores de transcrigao
que vao induzir a expressao de citocinas, quimiocinas e moléculas antimicrobianas, que visam

combater possiveis invasores e manter a homeostase do TGl (Figura 1).'®

Os AGCC resultantes da fermentagao das fibras alimentares desempenham um papel para
além de metabdlico. Contribuem também para a regulagcao do sistema imunitario, resposta

anti-inflamatéria e atividade anticancerigena.'®

Para além dos AGCC, certas espécies bacterianas, como as do género Lactobacillus,
possuem a capacidade de produzir acido lactico. O acido lactico tem propriedades
antimicrobianas e é capaz de romper a membrana externa da parede celular bacteriana,

inibindo o crescimento de bactérias patogénicas.*

Por fim, a Ml desempenha um papel fundamental na fungao do sistema imunitario, tanto na
da imunidade inata como na adaptativa, com consequente interferéncia na proliferagao de

bactérias patogénicas.*
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Figura |. Interagoes entre a superficie epitelial intestinal e a Microbiota Intestinal. Os acidos gordos
de cadeia curta (AGCCQC) resultantes da fermentagao de fibras da dieta sdo utilizados pelas células
caliciformes para a sintese de muco, fundamental para a fungao barreira da parede intestinal. Além
disso, as células Paneth localizadas na superficie epitelial intestinal contribuem com a produgao de
peptideos antimicrobiamos (AMP). A ativacao dos recetores do tipo Toll (TLRs) e do tipo NOD
(NODr) ocorre em resposta a componentes microbianos — Pathogen Associated Molecular Patterns
(PAMPs), o que desencadeiam a ativagao do NF-kf3 e do fator de transcricao AP-1. Esses fatores, por
sua vez, promovem a transcricio de citocinas inflamatérias e de mediadores antimicrobianos,
desempenhando um papel crucial na modulagao das respostas imunologicas e na manutengao da
homeostase intestinal.
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2.3.Fatores que Influenciam a Composicao

A microbiota é um sistema dindmico, ou seja, a sua composicao nao € uniforme ao longo
de toda a vida, sendo afetada por fatores intrinsecos e extrinsecos. Fatores como o
metabolismo, genética, estilo de vida e exposi¢ao a antibioticos podem afetar a composicao
da microbiota."” " Durante os primeiros anos de vida, ocorre uma diversificagio em direcio
a composicao observada na idade adulta, sendo influenciada por fatores como o tipo de parto,
alimentacio, genética e ambiente.* Na vida adulta, a composicio é relativamente estavel e
equilibrada, mas esta constantemente sujeita a perturbagoes. Nos idosos, a microbiota tende
a ser menos diversificada devido a alteragoes fisiologicas, estilo de vida, dieta e

polimedicagao.'”

No momento em que a Ml sofre um desajuste, existe forte probabilidade de ocorrer o
desenvolvimento de diversas doencas intestinais, como doenca do intestino irritavel, sindrome

do intestino irritavel, obstipagdo crénica, diarreia ou CCR." '

2.3.1. Dieta e Estilo de Vida

A dieta desempenha um papel fundamental na modulagao da MI, podendo influenciar a
proporcio de diferentes espécies bacterianas e a producio de metabolitos no intestino.”' Uma
dieta rica em altos teores de gordura esta associada ao aumento de bactérias pertencentes ao

filo Firmicutes e Proteobacteria, enquanto ocorre uma diminui¢ao de Bacteroidetes.'” ®

Além disso, a dieta pode influenciar diretamente a produgao de metabolitos no intestino,
como AGCC.”? Uma dieta rica em fibras alimentares, por exemplo, pode aumentar a produgio
de AGCC, que tém efeitos benéficos na salde intestinal, incluindo na regulagao da fungao

barreira, na modulagio da resposta imunoldgica e na redugio da inflamagio."

Numa dieta rica em proteinas de origem animal, ocorre a hidrolise da proteina nao digerida
em peptideos e aminoacidos pelas proteases e peptidases bacterianas, sendo que os
metabolitos resultantes dessas reagoes incluem éxido nitrico, compostos aromaticos como o
fenol, AGCC e amonia. Foi demonstrado que alguns destes compostos, como o fenol, podem

estar associados ao desenvolvimento de doenca inflamatéria intestinal e CCR.%*

Além da dieta, o estilo de vida influencia a MI, isso inclui a pratica de exercicio fisico, o
nivel de stress e o ciclo circadiano.”® Estudos tém demonstrado que a pratica de exercicio fisico
esta associado a um aumento da biodiversidade da MI, possuindo um papel importante na

regulacio da inflamagio, aumentando a produgio de AGCC.”
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A composicao da Ml ¢ influenciada e perturbada pelo ciclo circadiano, por exemplo quando
ha uma diminui¢do do nimero de horas de sono.” Além disso, o préprio intestino possui um

ciclo circadiano regulado pelo horério das refeices e pela qualidade das mesmas.*

2.3.2. Antibioticos

A toma de antibioticos apresenta vantagens e desvantagens. Por um lado, os antibioticos
sao eficazes na eliminagao de bactérias patogénicas e no tratamento de infe¢oes de origem
bacteriana, no entanto, causam perturbagoes na Ml, uma vez que nao diferenciam entre as
bactérias patogénicas e as comensais.'®?” Este problema é agravado, muitas vezes, pelo uso de
antibiéticos de largo espetro, causando alteragoes na Ml que podem persistir mesmo apoés o
término da terapia.* '* ¥ A disbiose causada pela toma de antibiticos pode afetar o
desenvolvimento e regulagao do sistema imunitario, aumentando o risco de diversas doengas

intestinais.”® %’

2.3.3. Probioticos, Prebioticos e Simbioticos

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS) probioticos sao definidos como
microrganismos vivos que quando ingeridos nas quantidades adequadas conferem beneficios a
salide.”® Dos probidticos mais utilizados destacam-se as espécies pertencentes aos filos
Lactobacillus e Bifidobacterium, ambas bactérias com capacidade de produzir de acido lactico,

que estdo presentes, por exemplo, em iogurtes, queijos e pickles.’'

Os probidticos desempenham diversas fungoes no organismo, entre elas, incluem-se a
diminuicao do pH intestinal, produ¢ao de AGCC, aumento da secrecao de muco pelas células
caliciformes e estimulagio do sistema imunitario.?" > *? Estes conferem beneficio sem alterar
permanentemente a M|, mas mesmo uma colonizagao transitoria esta associada a beneficios
para o ser humano, podendo os probioticos ser usados na prevengao e tratamento de algumas

doengas como por exemplo o cancro devido as propriedades referidas anteriormente.’

Os prebiodticos sao nutrientes nao digeriveis que promovem o crescimento e atividade de
bactérias benéficas no intestino, melhorando a saide do hospedeiro. Entre as diferentes
classes de prebiodticos, destacam-se os oligossacarideos e as fibras alimentares nao digeriveis,
como galactooligossacarideos (GOS) e frutooligossacarideos (FOS).>' A principal fonte de
prebidticos ¢ a dieta (frutas, vegetais e cereais). Estes sao fermentados pelas bactérias da Mi,
resultando na produgao de AGCC e outros metabolitos benéficos que providenciam

nutrientes essenciais para o bom funcionamento do intestino.’
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Simbidticos sao uma combinagao de probidticos e prebidticos, que visam obter os
beneficios das propriedades de ambos os constituintes. Para a correta utilizagao tem de se ter
em consideragao o doente que os vai consumir. Uma das aplicagdes mais promissoras € na
suplementacao de inulina e probioticos para reduzir o risco de CCR. Essa combinagao atua na
produgao de AGCC, que promovem a regulagao do crescimento celular, induzem a apoptose

e auxiliam no aperfeicoamento do sistema imunitario.*

3. Cancro Colorretal
3.1.Fisiologia e Epidemiologia

O CCR é o terceiro cancro mais prevalente no mundo e a sua incidéncia esta a aumentar
nos paises desenvolvidos, nimeros que podem ser explicados pela dieta e estilo de vida.*’ De
acordo com dados de 2020, o CCR é o segundo cancro mais comum em Portugal, tanto em
homens como em mulheres. Além disso, em relagao a mortalidade, o CCR ocupa, também, o

segundo lugar entre as principais causas de morte por cancro no pais.**

O CCR ¢é uma doenga multifatorial que envolve uma complexa interagao entre fatores
genéticos, ambientais e moleculares. Uma das principais vias € a adenoma-carcinoma, na qual
a transformagao maligna ocorre a partir de adenomas pré-existentes, crescendo gradualmente

em direcao a malignidade.”

Alteragoes genéticas, como mutagoes em genes supressores tumorais, oncogenes e genes
com a fungiao de reparagao celular sio observadas em células tumorais. Essas mutagoes
acumuladas ao longo do tempo podem levar a perturbagoes no controlo do ciclo celular,
apoptose e reparagio do DNA.** Além disso, a inflamagdo crénica desempenha um papel
significativo no desenvolvimento do CCR. A presenga prolongada de inflamagao no intestino,
muitas vezes associada a doenga inflamatoria intestinal, pode levar a danos nas células e ao

aumento do risco de mutagdes genéticas.> *

A influéncia da Ml também é um componente emergente no mecanismo patogénico.
Desequilibrios na composigao da microbiota podem levar a um estado de disbiose, que pode
impactar a fungao de barreira intestinal, inflamagao local e até mesmo a resposta imunoldgica,

contribuindo para o desenvolvimento do CCR.*

Além disso, uma alimentagao caracterizada por um elevado consumo de proteina animal e
gorduras, e uma baixa ingestao de fibras, pode aumentar o risco de desenvolvimento de CCR.

Portanto, melhorar a qualidade da dieta est4 associado a uma redugao no risco de CCR.***’
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A grande maioria dos CCR ocorre de forma esporadica, onde as mutagoes se manifestam
em células somaticas que se dividem e transformam em células cancerigenas. No entanto,
também existem formas hereditarias de CCR, nas quais a mutagao inicial é herdada e,
consequentemente, esta presente em todas as células do organismo. Exemplos dessas formas
incluem a doenca poliposa adenomatosa familiar ou o cancro colorretal hereditario nao

polipoide.®

O risco de desenvolver CCR também aumenta com o avang¢o da idade, uma vez que a

maioria dos individuos afetados tém mais de 50 anos.*®

O desenvolvimento de CCR demora cerca de 10 anos, ou seja, torna-o um cancro onde
a sua detegao precoce aumenta a taxa de sucesso ao tratamento, devido a diminui¢cao da
incidéncia de doenca avancada e consequente diminuicio da mortalidade.’® As caracteristicas
histopatolégicas do CCR tornam esta neoplasia adequada para ser rastreada, uma vez que, o

adenocarcinoma na sua grande maioria tem origem em lesdes poliposas benignas.”

Diversos paises, incluindo Portugal, implementaram programas de prevencao do CCR.* A
estratégia principal consiste na realizagao de exames de pesquisa de sangue oculto nas fezes,

seguidos, geralmente, de uma colonoscopia caso o teste apresente resultado positivo.*

3.2. A Microbiota Intestinal em doentes com Cancro Colorretal

Estudos recentes revelaram alteragoes na Ml em doentes com CCR, sugerindo que a Ml
pode ter um papel fundamental no comego e desenvolvimento do CCR. A carcinogenicidade

é desencadeada por um conjunto de mecanismos dependentes da Ml e do hospedeiro.*

A disbiose pode afetar a suscetibilidade e progressaio do CCR, através de diversos
mecanismos como inflamagao, indugao de dano no acido desoxirribonucleico (ADN) e

produgio de metabolitos que induzem o crescimento tumoral.*

Quando se procede ao TMF onde o dador sofre de CCR e o recetor é saudavel, este
procedimento pode ser suficiente para causar a desregulagao da barreira epitelial e resultar
em disbiose.”” Um estudo demonstrou que ratinhos germ-free que receberam transplante de
fezes de pares com CCR apresentaram um aumento no grau de displasia e uma maior
prevaléncia de pélipos.”” Além disso, foi observada uma diminui¢io da riqueza da MI nos

ratinhos que foram transplantados em relagio aos controlo.”

A Ml nos doentes com CCR é normalmente rica em bactérias patogénicas que produzem
metabolitos pro-inflamatérios e pobre em bactérias produtoras de AGCC, por exemplo

butirato (responsaveis pela preservagao da homeostase intestinal). Nao foi encontrado um
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microrganismo unico responsavel pelo aparecimento do CCR, mas sim um conjunto de fatores

e microrganismos alterados que conduzem a disbiose intestinal.** **

Em amostras de fezes de doentes com CCR foi identificada uma MI rica em
Enterobacteriaceae, Escherichia coli e Fusobacterium nucleatum, bactérias estas responsaveis por
promover inflamagio, prejudicar a atividade anti-tumoral e induzir dano no ADN.* Devido a
alta prevaléncia de Fusobacterium na microbiota fecal de doentes com CCR, esta bactéria pode

ser usada como um marcador de pré-diagnéstico de CCR.**3"#

Por outro lado, as bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, como Bifidobacteria, Lactobacilli
estao sub-representadas nos doentes com CCR, e estas bactérias apresentam atividade anti-
tumoral diminuindo a produgao de citocinas pro-inflamatoérias, fortalecendo a resposta

imunitaria, regulando a integridade da barreira intestinal e produzindo AGCC.¥

3.3.Efeito da Microbiota Intestinal na efetividade da Quimioterapia,

Radioterapia e Imunoterapia

A Ml tem impacto na progressao do CCR, mas também modula a resposta dos doentes as
terapias aplicadas. A composigao da Ml e as diferengas interindividuais sao fatores responsaveis

pela heterogeneidade na resposta aos tratamentos e ao aparecimento de efeitos toxicos.*

3.3.1. Quimioterapia e Radioterapia

A quimioterapia e a radioterapia sao utilizadas como tratamento neoadjuvante ou
adjuvante, antes ou apos a cirurgia, visando reduzir ou estabilizar a dimensao do tumor. No
entanto, estas terapias estao associadas a numerosos efeitos colaterais, riscos de toxicidade,
bem como, apresentam baixa resposta, resisténcia e especificidade limitada para o tumor em

determinados individuos.*

A Ml tem efeito na eficacia da quimioterapia, podendo alterar ou metabolizar farmacos anti
tumorais usados no tratamento do CCR.*®* O farmaco de primeira linha no tratamento do
CCR é o 5-fluorouracilo (5-FU), que é metabolizado por bactérias pertencentes ao filo
Bacteroides presente na Ml. Quando o doente apresenta disbiose, o racio de Bacteroides pode
estar diminuido, resultando numa reducio da degradagao do 5-FU. Isso pode levar a
acumulagao de 5-FU na corrente sanguinea, aumentando o risco de toxicidade associado ao
medicamento.’” * Alguns estudos tém sugerido que a suplementacio com AGCC,
principalmente butirato, aquando da toma do 5-FU pode ajudar a reduzir a inflamagao da
mucosa intestinal e fortalecer a barreira epitelial, potencialmente minimizando os efeitos

adversos gastrointestinais associados ao tratamento com 5-FU. No entanto, é importante
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salientar que sao necessarios mais estudos para validar esses efeitos e determinar as doses

ideais e a seguranca da suplementagio com AGCC em combinagio com o 5-FU.*'

O irinotecano, uma outra alternativa quimioterapéutica, € um pro-farmaco que requer
metaboliza¢ao no figado para exercer a sua atividade, sendo convertido em SN-38. Em seguida,
passa por uma reagao de glucoronidacao, transformando-se em SN-38G, que é excretado no
intestino para posterior eliminagdo.”” Na presenca de B- glucoridases, existe uma reativagao,
havendo um aumento do SN-38, resultando em diarreias severas para o doente.’® ** A
toxicidade deste farmaco pode variar de pessoa para pessoa. Em alguns casos, utilizam-se
antibidticos para reduzir essa toxicidade, mas é importante destacar que o uso de antibiéticos
pode resultar na redugao da diversidade da Ml, comprometendo a sua fungao protetora. Uma
alternativa promissora é modelar a Ml por meio do consumo de fibras.>® Existem estudos que
mostram que a toxicidade do irinotecano é parcialmente revertida se existir um aumento da
producio de butirato.* ** Estudos demonstram que a presenca de Lactobacillus acidophilus,
bactéria produtora de AGCC, durante a terapia com oxaliplatina ou cisplatina, pode restaurar

a atividade anti tumoral do farmaco.”

A radioterapia é outra estratégia usada para o tratamento do CCR. Estudos referem que
a radioterapia pode influenciar a constituicao da Ml, e que a composicao e diversidade da Ml
podem, por sua vez, afetar a eficicia e a toxicidade do tratamento. Alguns estudos sugerem
que a radioterapia pode reduzir o racio Firmicutes/Bacteroidetes, enquanto aumenta a presenga
de bactérias como Fusobacterium e Proteobacteria. Essas alteragoes na composi¢ao microbiana

podem desempenhar um papel importante nos resultados clinicos da radioterapia.*

3.3.2. Imunoterapia

A imunoterapia € uma abordagem promissora no tratamento do CCR, que tem como
objetivo fortalecer a resposta imunologica do organismo, ajudando a reconhecer e destruir as
células tumorais.”’” Embora existam estratégias promissoras utilizadas no tratamento do CCR,
como proteina 4 associada a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) e proteina de morte
programada |/ ligante de morte programada | (PD-1/PD-L1), é importante ressaltar que essa
abordagem nao é efetiva para a grande maioria dos casos de CCR. A diversidade da
composicio da MI pode ser um fator importante na resposta ao tratamento do CCR. E
observado que alguns doentes nao respondem ao tratamento (podera dever-se a uma MI
desfavoravel), enquanto outros apresentam uma resposta positiva (podera dever-se a uma Ml
favoravel).””*® Estudos tém demonstrado que a MI pode influenciar a resposta a imunoterapia

no CCR, ou seja, certas espécies bacterianas estao associadas a melhores resultados e a uma
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maior taxa de resposta aos tratamentos, enquanto a auséncia ou presenga de outras espécies

bacterianas pode estar relacionada a uma menor resposta ou resisténcia ao tratamento.”’

Mecanismos propostos incluem a capacidade das bactérias em modular a inflamagao, ativar
as células imunes e influenciar as vias de checkpoint imunolégico. Os doentes com CCR podem
ser classificados em dois grandes grupos em relagdo a reparagao de incompatibilidades e
instabilidade de microssatélites. O primeiro grupo é caracterizado pela deficiéncia de
reparacao de incompatibilidade (dMMR) / instabilidade de microssatélites elevada (MSI-H),
enquanto o segundo grupo apresenta proficiéncia de reparagao de incompatibilidade (pPMMR)

/ niveis baixos instabilidade de microssatélites (non-MSI-H).®

A deficiéncia de reparacao de incompatibilidade, € uma condigao em que os mecanismos
de reparagao de erros no emparelhamento de pares de bases no ADN estao comprometidos.
Esses erros sio pequenas variagbes no numero de repeticoes de sequéncias de ADN,
chamadas microssatélites. Isto pode ocorrer devido a mutagoes em genes especificos
envolvidos no processo de reparagao, conhecidos como genes de reparagao de

microssatélites.”’

A instabilidade de microssatélites esta associada a uma resposta imune mais intensa contra
células tumorais, tornando esses tumores potencialmente mais sensiveis a imunoterapia, como
os inibidores PD-1/PD-LI. Portanto, a deteciao da deficiéncia de reparagao de
incompatibilidade é importante na pratica clinica, pois pode ter implicagdes no diagnostico,

progndstico e tratamento do cancro.”

O PD-I1/PD-LI sao um par de immune checkpoints, que tém um papel crucial no processo
da fuga ao sistema imunitario por parte do tumor. Apos a sua ligagao, as células tumorais
reconhecem os recetores dos linfocitos T e invadem o sistema imunitario. Isto pode ser
revertido usando anticorpos monoclonais contra ambos os recetores. A terapia anti-PD-|/PD-
LI s é eficaz em doentes com dMMR / MSI-H, porque existe uma maior infiltragao de

|60

linfocitos T no tecido tumoral.” Dois exemplos de anticorpos monoclonais com este

mecanismo de agio aprovados sio o pembrolizumab e o nivolumab (Figura 2).%°
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Figura 2- Esquema do mecanismo de agao dos inibidores PD-1/PD-L, com o intuito de restaurar as
funcoes das células T. A apoptose das células T é desencadeada quando o PD-L1 se liga ao seu recetor
PD-1, resultando na evasiao imunolégica. Os anticorpos anti-PD-1/PD-LI prejudicam a ligagao entre
PD-I e PD-LI, permitindo que as células T reativem, proliferem e ataquem as células tumorais, levando

a sua morte. A PD-L| é upregulated em resposta a sinais inflamatérios (por exemplo, INF-y) produzidos
pelas células T ativadas.s0

O ipilimumab é um anticorpo monoclonal que atua como bloqueador do recetor CTLA-
4, desempenhando um papel importante na regulagio da atividade dos linfocitos T.' Este esta
aprovado em Portugal desde 2011 para o CCR com dMMR e MSI-H. A sua efetividade esta
relacionada com a composicao da MI. Estudos realizados em modelos animais tém
demonstrado que o ipilimumab é capaz de reduzir o tamanho do tumor em ratos com a Ml
normal. No entanto, em ratinhos germ-free ou em animais sujeitos a antibioticos, o ipilimumab

nio apresentou o mesmo efeito terapéutico.®'

4. Transplante fecal

4.1.Definicao

O TMF, é um método que envolve a injegao de matéria fecal de pessoas saudaveis para
restaurar a composicao da Ml de alguns doentes que sofrem de disbiose, com o intuito de
restabelecer a eubiose. E necessario ter em atengao que para o sucesso do procedimento é

fundamental a estrutura intestinal da microbiota ser semelhante entre o dador e o recetor.”®
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O TMF consiste na colheita e processamento de matéria fecal de um dador saudavel e

administragao com recurso a procedimentos como uma colonoscopia ou enema.

Esta técnica é frequentemente usada para o tratamento da infegao por Clostridium difficile
(ICD) recorrente ou dificil de tratar, e foi considerada altamente eficaz, visto que restabelece

a MI comensal eliminada pelo tratamento com antibiéticos.*

O TMF revela ser uma alternativa importante ao uso de antibioticos que destroem uma
parte importante das bactérias da Ml, e este método providencia a produgao de AMPs e a

ativagio do sistema imunitirio presente na camada de muco do intestino.?®

4.2.Preparacao e Procedimento

Para reduzir e prevenir o aparecimento de efeitos adversos e garantir a seguranca do
doente, é necessario os dadores de fezes serem individuos saudaveis e que sejam submetidos
a uma série de analises e que cumpram critérios muito especificos. O candidato é questionado
sobre a sua historia médica, doengas prévias, historico de viagens, doencas familiares e
exposicao a fatores que aumentem o risco de transmissio de doencas.’ Os dadores tém
também de realizar um teste de triagem no sangue e fezes para excluir doencgas
transmissiveis.®’ E também essencial conhecer a histéria médica familiar do dador, de forma a
prevenir a transmissao de qualquer doenca autoimune, bem como se existe predisposi¢ao.
Deste modo, o dador ideal é o conjuge ou um familiar préximo, porque é expectavel que a

matéria fecal seja semelhante, diminuindo assim alguns riscos.*

Para garantir a selecao adequada de dadores, foram estabelecidos bancos de matéria fecal,
dos quais se destacam o OpenBiome nos Estados Unidos e o Tergooi FMT Bank nos Paises

Baixos, que disponibilizam fezes seguras e de alta qualidade para a realizagio do TMF.*

Nao existe um protocolo padrao para a preparagao da matéria fecal. Apos serem
recolhidas, as fezes do dador podem ser usadas no imediato ou ser congeladas e armazenadas
para uso posterior. Existem estudos que provam que nao existe diferenga na efetividade e
seguranga do TMF, usando fezes frescas ou congeladas, para tal é necessario garantir as

condi¢des ideais de conservacgio.** ¢

Apos a colheita, as fezes sao diluidas numa solugao salina estéril numa proporgao 3 a 5
vezes a quantidade inicial de fezes. A quantidade ideal de colheita é 50 gramas, que serao
posteriormente diluidas. Em seguida, a solugao é homogeneizada e filtrada para remover

. ’ . . ~ . 3,63 ~ .
quaisquer particulas que possam obstruir a infusao final.” > No caso da preparagao a partir de

material fecal congelado, o processo é semelhante ao descrito anteriormente. E importante
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realgar que antes do congelamento do material fecal do dador é adicionado glicerol a 10%

para proteger as células microbianas das condi¢des adversas as quais serdo submetidas.®

No dia anterior a realizagao do TMF, com o intuito de preparar o TGl para a infusao,
habitualmente, sio administrados via oral 2L de uma solucio de macrogol.> O macrogol é um

laxante osmoticos que tem como fungao acelerar a motilidade intestinal.

Existem diversas vias possiveis para este procedimento, desde a via nasogastrica, a
endoscopia, a utilizagao de enemas ou a colonoscopia, cada via com vantagens e desvantagens,
onde a efetividade e seguranca é semelhante em todas. A selecao da via deve ter em conta a
doenga que se quer tratar, o doente, as contraindicagoes de cada via e a relagao

custo/beneficio.

4.3.Indicacoes e Efeitos Secundarios

A Unica indicagao aprovada pela Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos,
para o recurso ao TMF é para o tratamento da ICD recorrente ou refrataria. Para além desta
indicagao existem outras com potencial que estao em investigacao, entre as quais se realgam

a doenga intestinal inflamatoria, obstipagao, CCR e patologias extra-gastrointestinais.

Para além dos riscos, existem efeitos adversos que podem se dever ao procedimento
propriamente dito, por exemplo perfuragao intestinal ou hemorragia ou que estio
relacionados com o dador e com a adaptagao do doente apés o TMF, e que devem ser
monitorizados, entre eles, febre, dores abdominais, diarreia, flatuléncia e fadiga.’ De realcar
que todos os efeitos referidos anteriormente sao normalmente sao autolimitados e de auto-

resolucio.?

Os doentes sujeitos ao TMF devem ser monitorizados, no sentido de avaliar a progressao
da doenga e da gestao dos efeitos secundarios. E fundamental existir uma comparagao com a

fase pré-transplante, em relagao a consisténcia, cor e nimero de defecagoes diarias.

4.4.Vantagens e Desvantagens

Comparando com outras estratégias de modulagao da MIl, o TMF apresenta algumas
vantagens, dado que aumenta a diversidade da MI. Tem também efeito terapéutico benéfico
em relagao aos probioticos e prebidticos, pois nos probioticos e prebioticos a colonizagao
aparenta ser transitoria. Outra vantagem é que o TMF permite uma recuperagao da

diversidade da M, desde bactérias, virus, eucariotas e metabolitos.
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O TMF é uma abordagem terapéutica recente e inovadora, que é muito promissora, no
entanto, ainda existe falta de estudos abrangentes que investiguem sobre a sua seguranga a

longo prazo.

E importante salientar também os riscos associados aos inlmeros componentes
desconhecidos presentes nas fezes dos dadores. Esses riscos incluem a possibilidade de
transmissao de patogénios, transmissao de elementos recessivos silenciosos presentes nos
dadores saudaveis e a potencial transmissao de fatores relacionados a doencgas cronicas. Em
2019, a FDA emitiu um alerta de seguranca relacionado com o uso da TMF, destacando o
risco de transmissao de organismos multirresistentes. Este alerta deveu-se a morte de um
individuo que foi submetido ao TMF, onde o dador da matéria fecal nao foi testado para a
presenca de Escherichia coli produtora de beta-lactamase de espetro alargado e esta foi
transferida para o recetor causando a sua morte. Portanto, foram estabelecidos critérios
adicionais, incluindo a necessidade de realizar teste as fezes para avaliar a presenga de

organismos multirresistentes.®” %% ¢

O impacto no sistema imune é imprevisivel e o risco de disseminagao de patogénios nao
conhecidos nao pode ser esquecido. A possibilidade de se submeter ao TMF deve ter sempre

em conta a relagao beneficio/risco, pois este tratamento pode salvar a vida em certos doentes.

4.5.Potencial do Transplante Fecal no tratamento do Cancro Colorretal

Apesar da falta de evidéncia do uso do TMF no tratamento do CCR, sabe-se que a Ml nos
doentes com CCR esta alterada e estd provado que essa Ml quando inserida em ratinhos germ-
free induz carcinogenicidade, mas existe uma razao plausivel para acreditar que o TMF pode
ter potencial clinico.” Estudos utilizando modelos animais de CCR, o TMF demonstrou
capacidade de restabelecer a diversidade da Ml e reduzir o crescimento tumoral. Além disso,

o TMF também contribuiu para a redugio da inflamagao associada ao CCR.”

Ao submeter os doentes ao TMF, reduz a proporgao de espécies patogénicas e aumenta

a proporgcao de espécies que exibem propriedades anti-inflamatorias.

Adicionalmente, o TMF também demonstrou ter impacto na quimioterapia, podendo
reduzir a severidade dos efeitos secundarios, como diarreia ou mucosite. Este também
restaura o numero de células caliciformes, presentes na parede intestinal, e melhora a

expressao dos recetores TLR.”

Foi reportado num estudo que o TMF em ratos sujeitos a radioterapia, melhorou a

integridade da barreira intestinal e a composicao da M|, aumentando a taxa de sobrevivéncia.
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Os autores sugeriram que o TMF no futuro podera ser usado como ferramenta para aumentar

a taxa de sucesso no tratamento do CEII"ICT'O.7I

Existem dois estudos clinicos atualmente em desenvolvimento que tém como objetivo
avaliar a agao do TMF na eficacia da imunoterapia usando os anticorpos monoclonais

pembrolizumab e nivolumab.

O primeiro estudo clinico encontra-se na fase dois, onde a intervengao consiste no TMF,
usando como dadores doentes com CCR que respondem a terapéutica anti-PD-1 e como
recetores doentes que nao respondem.’”” O objetivo deste estudo é avaliar a eficacia do TMF
como uma intervengao adjuvante para melhorar a resposta ao tratamento. Este estudo ainda

estd em curso e a aguardar resultados.”

O segundo estudo clinico, encontra-se na fase um, que visa investigar o potencial do TMF
em melhorar a eficicia da terapéutica anti-PD-1 em doentes resistentes ao tratamento. O
objetivo deste estudo é avaliar os efeitos do TMF na resposta imune e na redugao da

. A N . . 73 . e .
resisténcia a terapia anti- PD-1.” Este estudo encontra-se numa fase inicial e procura fornecer
percecoes valiosas sobre a aplicaggio do TMF como uma abordagem terapéutica

complementar.”

5. Perspetivas Futuras do Transplante da Microbiota Intestinal

Em relagao ao TMF, as perspetivas sao bastante promissoras, € expectavel que esta
abordagem terapéutica continue a evoluir e o seu uso a expandir-se para o tratamento de
diversas indicagoes clinicas. Atualmente, o TMF apenas esta aprovado para ICD, no entanto,
num futuro préximo espera-se o seu uso seja expandido para outras doengas intestinais, bem

como transtornos metabolicos e doengas neuroldgicas.

O desenvolvimento de terapéuticas personalizadas, impulsionando uma compreensao
detalhada da interagao entre a microbiota e o hospedeiro, permitira intervengoes mais
direcionadas e eficazes. Ao conhecermos o papel especifico de cada espécie envolvida na Ml,
assim como dos metabolitos por elas produzidos, seremos capazes de direcionar intervengoes
terapéuticas de forma mais precisa e eficaz. Isso abrira caminho para abordagens terapéuticas
mais direcionadas e personalizadas, com o potencial de melhorar os resultados clinicos e a

qualidade de vida dos doentes.

Além disso, é importante aprimorar a seguranga e a padroniza¢ao do TMF, estabelecendo

diretrizes claras de triagem de dadores e implementando estratégias eficazes de redugao de
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patogénios. Essas medidas visam garantir a qualidade e a seguran¢a do material fecal utilizado

no TMF.

A criacao da microbiota sintética em laboratorio representa uma promissora abordagem
terapéutica, com potencial para reduzir os riscos associados aos dadores de matéria fecal. O
desenvolvimento nesta area tem o objetivo de disponibilizar terapias mais acessiveis e
seguras.”* Ao criar microbiotas sintéticas em laboratério, é possivel controlar e projetar
comunidades microbianas com propriedades terapéuticas especificas, evitando assim a
dependéncia de dadores externos. A microbiota sintética tem o potencial de fornecer uma
opgao terapéutica mais segura e amplamente disponivel para o tratamento de diversas

condi¢oes relacionadas com a disbiose.

Atualmente ja se encontra a decorrer um projeto denominado “Microbiota Vault project”,
que almeja criar um banco bioldgico global de amostras de fezes de tribos isoladas.” Essas
amostras sao armazenadas a 80 graus Celsius negativos, com o proposito de, no futuro,
servirem como fonte de microrganismos benéficos para a saude humana. Este projeto conta
com colaboragoes em diversos paises, incluindo Portugal, existindo a parceria com o Instituto

Gulbenkian de Ciéncia.”
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6. Consideracoes Finais

A influéncia da Ml e o uso do TMF representam uma darea de pesquisa promissora no
tratamento do CCR. Apesar da evolugao do conhecimento sobre a composicao e fungoes da
M|, ainda ha muitos aspetos que permanecem desconhecidos. Isso deve-se em parte a
complexidade da M| com imprevisiveis interagoes com o ambiente, o hospedeiro e entre

microrganismos.

A disbiose da M, caracterizada por alteragdes na composigao e fungao da Ml, tem sido
associada ao desenvolvimento do CCR. Nesse contexto, o TMF surge como uma estratégia
terapéutica inovadora, capaz de restaurar a diversidade microbiana e restabelecer o equilibrio

da Ml.

Estudos clinicos tém demonstrado resultados encorajadores, especialmente em relagao ao
uso do TMF em combinagao com terapias convencionais, como a quimioterapia ou
radioterapia. A modulagao da Ml com recurso ao TMF tem o potencial de melhorar a resposta

terapéutica, reduzir os efeitos adversos e aumentar a sobrevivéncia dos doentes com CCR.

No entanto, apesar dos progressos, ainda ha desafios que tém de ser superados. A
seguranga a longo prazo do TMF precisa de ser melhor compreendida, assim como a

identificagao e selegao adequada de dadores.

Em suma, a influéncia da Ml e o TMF representam um campo em evolugao no tratamento
do CCR. A medida que a pesquisa continua a avangar, espera-se que esta abordagem
terapéutica possa melhorar significativamente os resultados clinicos e a qualidade de vida dos

doentes afetados por esta patologia.
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