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Resumo

As doengas inflamatdrias do intestino, caracterizam-se pela inflamacéo cronica do
trato gastrointestinal e compreendem duas formas principais, a Doenca de Crohn e a
Colite Ulcerosa. Apesar de evoluirem de diferentes formas e apresentarem caracteristicas
distintas, manifestam-se de maneiras semelhantes e ambas exibem um padrdo de
alternancia entre periodos de agravamento e periodos de auséncia de sintomas. Os
sintomas mais frequentes sdo diarreia, dor abdominal intensa, perda de apetite e perda de
peso. Embora a etiologia destas doencas seja desconhecida, pensa-se que esteja associada
a uma combinacdo de fatores como a predisposicdo genética, a dishiose intestinal e a
desregulacdo imunoldgica.

Uma vez que nado existe cura, é através da adog¢do de um conjunto de medidas néo
farmacoldgicas adequadas, da suplementacdo ponderada e da farmacoterapia direcionada
para o alivio dos sintomas, reducédo da inflamacéo e promogé&o da cicatrizagdo da mucosa,
que é possivel alcancar uma boa gestdo da doenca. Segundo as diretrizes atuais 0s
farmacos mais comumente utilizados sdo os anti-inflamatérios intestinais, 0s
corticosteroides, os imunomoduladores e os medicamentos biolégicos.

Contudo, os efeitos indesejaveis, a resposta inadequada e as falhas da terapéutica
disponivel, tornam imprescindivel a procura de novas opc¢des terapéuticas que permitam
aumentar o nimero de opcdes de tratamento disponiveis. As microalgas como fonte de
compostos bioativos de elevado interesse, nomeadamente, micronutrientes como acidos
gordos, minerais, vitaminas e pigmentos, e outros metabolitos secundarios com elevado
potencial pré-biético, anti-inflamatorio e antioxidante, podem constituir uma alternativa
futura mais segura, economica e sustentavel para prevencdo, controlo e tratamento das
DII.

Palavras-chave: Doenca inflamatoria do intestino; Doenga de Crohn; Colite ulcerosa;

Microalgas; Pesquisa de novos farmacos.






Abstract

Inflammatory bowel disease is characterized by chronic inflammation of the
gastrointestinal tract, comprising two main forms: Chron’s Disease and Ulcerative
Colitis. Although these diseases can evolve uniquely and present different characteristics,
they manifest similarly, presenting periods of aggravation alternating with the absence of
symptoms. The most frequent symptoms are diarrhoea, intense abdominal pain, loss of
appetite, and weight loss. While the aetiology of these diseases is unknown, they are
believed to be associated with a combination of factors like genetic predisposition,
intestinal dysbiosis, and immune imbalance.

As there is no cure, non-pharmacological measures, appropriate supplementation,
and carefully designed pharmacological therapy are used to alleviate symptoms, reduce
inflammation, and promote healing of the mucous membranes and manage the illness.
According to current practice guidelines, intestinal anti-inflammatory drugs,
corticosteroids, immunomodulators and biological medicines are the most widely used.
However, secondary effects, the inadequate response to the pharmacological therapy,
and/or lack of therapy available make it essential to find new therapeutic solutions.
Microalgae as a natural source of bioactive compounds are of high interest. These may
include micronutrients as fatty acids, minerals, vitamins and pigments as other secondary
metabolites with pre-biotic, anti-inflammatory potential that could become safer, more
economical, and sustainable therapeutic drugs for the prevention and management of

inflammatory bowel disease.

Keywords: Inflammatory bowel disease; Crohn’s disease; Ulcerative colitis;

Microalgae; Drug development.
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1. Introducédo e Metodologia

N&o se consegue precisar ao certo quando foram descobertas as doengas
inflamatorias intestinais (DI1), no entanto, varios relatos evidenciando sintomas que hoje
sabemos ser caracteristicos das patologias em questdo, foram sendo descritos ao longo de
varios anos. A colite ulcerosa (CU) foi a primeira DIl a ser identificada, em 1859, por
Samuel Wilks (1, 2). Anos depois, em 1932, Burrill B. Crohn, Leon Ginzburg, Gordon
D. Oppenheimer, publicam o artigo “Regional Ileitis: A Pathologic and Clinical Entity ”,
que descreve pela primeira vez a Doenga de Crohn (DC) (3, 4). Desde ai, varios
progressos tém sido feitos no diagnostico e no tratamento destas doencas.

Segundo a Federacdo Europeia das Associacdes da Doenca de Crohn e Colite
Ulcerosa (EFCCA), estima-se que em todo o mundo mais de 10 milhdes de pessoas sejam
afetadas pela doenca inflamatoria do intestino (DI1), sendo que 3,4 milhdes estdo situadas
na Europa e cerca de 25 mil em Portugal (5, 6).

A prevaléncia e incidéncia das DIl tem vindo a crescer de forma exponencial ao
longo dos dltimos tempos. Tradicionalmente, verificava-se uma distribuicdo
maioritariamente ocidental da doenca, no entanto, isso tem se vindo a reverter, registando-
se um aumento dos casos em paises recém industrializados na Asia, Africa e América do
sul (7, 8). Tendo em conta esta tendéncia, podemos pressupor que a crescente urbanizagédo
e industrializacdo da sociedade possa contribuir para 0 aumento do risco de aparecimento
destas doencas.

Devido a sua natureza crénica, inicio precoce, baixa mortalidade e elevada
morbilidade, os doentes que padecem destas patologias requerem assisténcia meédica
continua ocorrendo em encargos econémicos e de cuidados de satde consideraveis. Para
além do acompanhamento prolongado, também o crescente uso da terapéutica bioldgica,
a necessidade de intervencdes cirirgicas e de internamentos hospitalares contribuem para
0 aumento do custo associado a doencga. Segundo um estudo publicado em 2022, em
Portugal o custo total estimado foi de 146 milhdes de euros anuais (considerando custos
diretos e indiretos), sendo o custo médio anual por doente de DII de 6.075 euros (5).

Apesar da terapéutica eficaz disponivel, é necessario cada vez mais definir novas
estratégias para gestdo da doenca, passando por estudar novas abordagens terapéuticas,
adicionais ou complementares, com melhores perfis de seguranca, que permitam um

maior controlo e eventual prevencdo da doenca. Sendo a auséncia de resposta ou resposta



inadequada de alguns doentes e os efeitos indesejaveis dos farmacos usados, algumas das
limitagdes das terapéuticas atuais.

Neste sentido, as microalgas, em virtude da sua riqueza em &acidos gordos,
minerais, vitaminas e pigmentos, e outros metabolitos secundarios com elevado potencial
bioativo, tém sido alvo de inimeros trabalhos de pesquisa de compostos com
propriedades farmacoldgicas nos ultimos anos. Possuem, uma vasta aplicabilidade
biotecnoldgica que vai desde a producdo de energias renovaveis a industria alimentar,
cosmeética, nutracéutica e farmacéutica. Considerando que muitos destes estudos apontam
para a presenca de compostos com atividade anti-inflamatoria e potencial pré-bidtico, as
microalgas tém demonstrado ser uma matéria-prima promissora em estudos relacionados
com a prevencdo ou terapéutica das DII. Podera assim dizer-se que as microalgas
constituem uma abordagem alternativa e complementar como forma possivel de impedir
a proliferacdo de patdgenos e o desenvolvimento de disbiose intestinal.

Por conseguinte, a presente dissertacdo, “Bioprospecdo de compostos naturais de
microalgas para o tratamento da doenca inflamatéria do intestino”, tem como finalidade
realizar uma revisdo bibliografica das Doencas Inflamatérias do Intestino, com foco na
doenca de Crohn e Colite Ulcerosa, onde serdo abordados e explorados os seguintes
topicos: a etiologia da doenca, as opg¢des terapéuticas disponiveis, a caracterizacdo das
microalgas, 0 processo de pesquisa de compostos bioativos em microalgas e a analise da
viabilidade do uso destes microrganismos como fonte de compostos que possam
constituir estratégias futuras no controlo e prevencao da DII.

A pesquisa bibliografica foi realizada com recurso a plataformas como Google
Scholar, PubMed, ScienceDirect, MDPI, Repositérios Cientificos de Acesso Aberto de
Portugal (RCAAP), Servico Comunitario de Informacdo sobre Investigacdo e

Desenvolvimento (CORDIS), sites, revistas/ jornais cientificos e livros de referéncia.



2. Intestino

2.1 Anatomofisiologia do sistema digestivo

O aparelho digestivo é composto pelo tubo digestivo, que inclui a cavidade oral, a

faringe, o esdfago, o estdbmago, o intestino delgado, o intestino grosso e o anus, aos quais

se encontram associados as glandulas anexas, como glandulas salivares, figado e

pancreas.

O intestino delgado € dividido em 3 porcdes, duodeno, jejuno e ileo. J& o intestino

grosso subdivide-se no cego, colon e reto (Figura 2.1).
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Figura 2.1- Anatomia do sistema digestivo. Divisdes do intestino.

Adaptado de (9)

O sistema digestivo tem como func¢des: a ingestdo, processo através do qual os

alimentos atravessam a cavidade oral; digestdo mecanica e quimica onde as grandes

moléculas organicas sdo convertidas em moléculas mais pequenas, para posterior

absorcdo, sendo este processo potenciado pelas enzimas libertadas pelo figado e pelo

pancreas; absorcdo, que consiste na passagem das moléculas ja digeridas do tubo

digestivo para o sistema sanguineo e linfatico, sendo que, nesta fase, sdo absorvidos 0s

nutrientes, eletrolitos e agua; e eliminacéo, onde os residuos que ndo foram digeridos sdo

excretados pelas fezes (9).



2.2 Mucosa Intestinal

O revestimento intestinal tem uma organizacdo estrutural semelhante ao restante
trato digestivo, dividindo-se em quatro camadas principais: mucosa, submucosa, camada
muscular e serosa (Figura 2.2). A camada da mucosa apresenta varias vilosidades,
microvilosidades e pregas circulares que aumentam a area de superficie de absorcdo
disponivel, uma vez que € através destas adaptacGes da mucosa que todas as substancias
digeridas sdo absorvidas.

A mucosa intestinal reveste as paredes do intestino e serve como barreira fisica e
imunolégica contra substancias que ndo sejam digeriveis e substancias nocivas
provenientes do ambiente exterior, possibilitando a absorcéo especifica de nutrientes e
permitindo manter a homeostasia interna do organismo (9). Sdo elementos como a
camada externa de muco associado as bactérias comensais, as proteinas antimicrobianas
(AMPs), a imunoglobulina A secretora (slgA), a camada central de células epiteliais
especializadas e a lamina prépria interna onde residem as células imunes inatas e
adaptativas (como células T, células B, macrdfagos e células dendriticas) que véo

assegurar essa fungéo de barreira protetora (10).

Mucosa

Submucosa Serosa <

Camada
muscular

Figura 2.2 - Histologia do tubo digestivo.
Adaptado de (9)

O intestino delgado é revestido por um epitélio simples colunar, com cinco tipos
de células principais: os enterdcitos, células caliciformes, células de Paneth, células
enteroendrdcrinas, células M e pelas células estaminais que lhes ddo origem por processos
de divisdo, migracéo e diferenciacdo (Figura 2.3). Os enterdcitos sdo células absortivas,

que se encontram em maior quantidade no epitélio intestinal, possuindo microvilosidades



dotadas de diversos mecanismos de transporte tanto ativo como passivo. Para além de
funcdo absortiva e de transporte, os enterocitos sdo células secretoras de enzimas
necessarias para a digestdo terminal. As células caliciformes sdo responsaveis pela
producdo e secrecdo do muco protetor para revestimento da superficie epitelial. As células
enteroendrdcrinas  secretam substancias reguladoras das funcbes gastrointestinais,
nomeadamente a colecistoquinina (CCK) e secretina, que aumentam a atividade
pancredtica e biliar, e inibem a secrecdo e a motilidade gastrica; o polipéptido inibidor
gastrico (GIP) que estimula a libertacdo de insulina pelo pancreas; e a motilina que
promove a motilidade. As células de Paneth contém vesiculas secretoras de proteinas
antimicrobianas como a lisozima, que digere a parede de determinadas bactérias e a-
defensinas, homologas dos peptidios que atuam como mediadores nos linfécitos T CD8+
citotoxicos. Devido a sua agdo antibacteriana e a capacidade de fagocitar certos
microrganismos, este tipo de células tem um papel crucial na regulacéo da flora bacteriana
do intestino e na manutencdo da imunidade inata da mucosa. As células M contém
micropregas, e localizam-se superiormente as placas de Peyer (acumulacdes de tecido
linfatico) estando conectadas ao espaco extracelular. Possuem micropregas na regiao
apical cobertas por uma camada de glicocalice e uma grande quantidade de recetores de
glicoproteina 2 (GP). Estes recetores ligam-se a macromoléculas especificas e sdo
subsequentemente internalizadas em vesiculas endociticas. O seu conteldo é
posteriormente exocitado e entra em contacto que as células imunitarias ai presentes,
sendo estimulado o tecido linfatico associado ao intestino (GALT). Deste modo
consideram-se as células M como células transportadoras de antigenos.

O epitélio do intestino grosso apresenta 0 mesmo tipo de células que o intestino
delgado, com a excec¢do das células de Paneth que ndo existem neste epitélio, e as células
caliciformes que se encontram em maior quantidade. Porém possui uma superficie “lisa”,

desprovida de pregas circulares e vilosidades (11).
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Figura 2.3 - Células do epitélio intestinal.
Adaptado de (12)

2.2.1 Imunidade da mucosa intestinal

A imunidade da mucosa intestinal é assegurada pelo tecido linfoide associado ao
intestino (GALT), constituido pelas placas de Peyer, foliculos linfoides e géanglios
linfaticos mesentéricos. O sistema imunitario intestinal encontra-se separado do contetido
do lmen intestinal por uma Unica camada de células epiteliais. Este é ativado em resposta
a presenca de antigenos, resultando numa resposta protetora adequada ou no
desenvolvimento de mecanismos de tolerancia.

Perante uma situacdo de simbiose 0s microrganismos comensais que residem no
intestino sdo reconhecidos pelo sistema imunolégico sem induzir uma resposta
inflamatdria exacerbada. Apenas é produzida uma resposta suficiente para controlar o
crescimento desses microrganismos. Ao atravessarem a barreira epitelial os metabolitos
resultantes dos microrganismos comensais sdo reconhecidos pelas células epiteliais
através dos recetores NOD?2 e este reconhecimento resulta num aumento da producéo de
AMPs. Caso esses metabolitos atinjam a lamina prépria, sdo reconhecidos por células do
sistema imunitario ai presentes, nomeadamente células linfoides inatas do tipo 3 (ILC3)

resultando na producao de interleucina 22 (1L22) que também ira resultar num aumento



de AMPs. Esses AMPs sdo libertados no limen e em conjugacéo com 0 muco, constituem
a primeira barreira, controlando a proliferacdo das bactérias comensais. Para além disso,
0s metabolitos produzidos pelos microrganismos comensais, particularmente os acidos
gordos de cadeia curta, atravessam a camada de células epiteliais e atuam sob as células
dendriticas que, ndo sendo ativadas de forma completa, diferenciar-se-d0 em células
toleranogeénicas que vao levar a uma menor producdo de células coestimulatorias e a
aumento de quantidade de fator de transformacéo do crescimento-beta (TGF- ). Este, em
associacdo com o acido retindico (derivado da vitamina A), induz a diferenciacdo de
células T regulatorias, potentes na supressdo da resposta imunoldgica convencional, e
importante na promocdo de tolerdncia a antigenos alimentares e microrganismos
comensais. Desta forma a homeostase é mantida.

Numa situacdo de desequilibrio do microbioma, as células do sistema imunitario
inato sdo capazes de reconhecer os padrGes moleculares associados aos agentes
patogénicos, e a célula dendritica madura é ativada mediante a secrecdo de mediadores
inflamatorios como IL-18, IL-6, 1L-12 e IL-23, que sdo capazes de diferenciar células
efetoras CD4+ T helper 1 (TH1) e células TH17. Estas células apresentam grande
capacidade inflamatdria, nomeadamente atraves do recrutamento de neutrofilos e
ativacdo de macrdfagos. A 1L-22 produzida pela TH17 induz um processo de reparacdo
das células epiteliais (aumento da producdo de péptidos antimicrobianos e aumento da
funcdo barreira) (13, 14).

2.2.2 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal é composta por mais de 100 trilides de microrganismos de
diferentes espécies (estando na sua grande maioria presentes no intestino), desde
bactérias, fungos, virus e protozoarios, que vivem em simbiose com o ser humano, ou
seja, numa relacdo de cooperacdo com beneficios mutuos. Atualmente sabe-se que numa
microbiota intestinal saudavel, h& um dominio de 4 filos principias: Firmicutes,
Bateroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria. Sendo que o os filos Firmicutes e
Bateroidetes representam 90% das espécies bacterianas intestinais (15). O filo Firmicute
divide-se em duas grandes classes de bactérias gram-positivas, Bacilli e Clostridia. O filo
Bacteroidetes é composto por bactérias gram-negativas, entre as quais 0 género

Bacterioides que representa um dos géneros mais abundantes do intestino (16).



Esta microbiota é essencial para manter a homeostase do organismo. Tem como
fungBes: nutricdo, pela absorcdo de minerais (magnésio, calcio e ferro); produgdo de
vitaminas (sobretudo vitamina k e &cido félico); digestdo de fibras, com consequente
producdo de &cidos gordos de cadeia curta; regulacdo do metabolismo; defesa, de forma
a manter a integridade da parede intestinal para protecdo contra microrganismos
invasores, através da barreira mucosa, pela degradacdo de compostos toxicos, e pela
modulacdo da resposta imune; e neurolégica uma vez que tem influéncia na funcéo
cerebral (17, 18).

N&o se consegue definir de forma exata a composic¢ao da microbiota, uma vez que
difere de individuo para individuo e depende de varios fatores. Nomeadamente, o periodo
gestacional através da placenta, o tipo de parto (natural ou cesariana) e o tipo de
amamentacao. Por norma esta relacdo simbiotica é estabelecida durante os primeiros 2/3
anos de vida, a partir dos quais acaba por estabilizar, permanecendo constante durante
grande parte da vida do hospedeiro. No entanto, fatores como a idade, ambiente, genética,
estilo de vida, alimentacdo (19), stress e até mesmo medicacdo, como 0s antibidticos,
podem fazer com esta se altere no decorrer da vida (15). Alteracdes da microbiota,
situacdo a qual se d& o nome de dishiose, podem desempenhar um papel importante no
aparecimento ou agravamento de determinadas doencas, nomeadamente aterosclerose,
autismo, doencas metabdlicas (diabetes mellitus e obesidade), artrite reumatoide e
doencas inflamatorias intestinais, que sdo o foco desta dissertacdo. A disbiose surge, por
norma, em situacdes de diminuicdo das bactérias comensais, crescimento de bactérias
potencialmente patogénicas ou quando ha decréscimo da diversidade da microbiota
intestinal. No caso das DII, verifica-se uma diminuicdo do numero de bactérias
pertencentes ao filo Firmicutes e em oposicdo hd um aumento do nimero de espécies do
filo Bacteroidetes (20).



3. Inflamacéo

3.1 Definicdo

A inflamacgdo é uma resposta protetora normal por parte do organismo, e surge
com o principal objetivo de eliminar a causa da lesdo celular e de iniciar a repara¢ao dos
tecidos. Pode advir do trauma fisico, agentes quimicos, agentes microbiolégicos ou ainda
da ativacdo improépria do sistema imunitario (21).

O processo inflamatério é induzido pelas células de defesa do hospedeiro
(mediadores quimicos) em resposta a um estimulo nocivo e manifesta-se através dos
chamados sinais cardinais, descritos por Aulus Cornelius Celsus ha mais de 2000 anos,
sendo eles: rubor (vermelhidédo), tumor (inchago), dor e calor. Mais tarde, no século XI1X,
Rudolf Vichow, “pai da patologia moderna”, acrescenta ainda um quinto sinal: a perda

de fungdo (22). A inflamacéo pode ser classificada como aguda ou cronica.

3.2 Inflamacédo aguda

A inflamacdo aguda é iniciada em resposta a estimulos como infecdes (por
bactérias, virus, fungos e parasitas), trauma quimico ou fisico, necrose tecidual e reacdes
de hipersensibilidade. Tem inicio imediato, é ligeira e autolimitada com uma duracéo de
poucos dias. A resposta inflamatdria aguda da-se através do recrutamento de células do
sistema imunitario para eliminacédo do agente patogénico e reparacao tecidual, permitindo
restringir o dano gerado ao local afetado.

Este tipo de inflamac&o ocorre logo ap6s o dano no tecido, partindo da ativacao das
proteinas plasmaticas, incluindo as da cascata da coagulagdo. A cascata da coagulacdo
culmina na formacao de filamentos de fibrina que formam coagulos limitando a passagem
da infecdo para o sangue. Adicionalmente os produtos do sistema complemento C3a e
C5a ligam-se aos recetores dos mastocitos, contribuindo para a desgranulacdo dos
mesmos. Assim da-se a libertacdo de histaminas, prostaglandinas e leucotrienos que
promovem a vasodilatacdo e aumentam a permeabilidade vascular, com consequente
aumento da circulacdo de proteinas plasmaticas. As prostaglandinas e os leucotrienos em
particular levam a quimiotaxia dos neutrofilos, que ao atingirem o endotélio do tecido
danificado sofrem diapedese. De seguida, vdo ter um papel crucial na remocéo do agente
patogénico por fagocitose. Para além disso, atraem os macrofagos ao libertarem

quimiocinas. Estes macrdfagos, aquando da sua ativagdo, secretam citocinas pro-
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inflamatdrias (IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a))) que amplificam a reacao
inflamatoria, sendo que a IL-1 e 0 TNF-a alargam a expressao das moléculas de adesao
no endotélio, permitindo a diapedese de mais células efetoras para o local (23).

Apbs a eliminacdo do agente nocivo, ha uma diminuicdo da reacdo, controlo da
resposta e reparacdo do tecido lesado. Caso o0 agente lesivo e a lesdo persistam, a

inflamacao aguda pode progredir para inflamacéo crénica.

3.3 Inflamacéo cronica

A inflamacéo cronica pode surgir em quadros de infecBes persistentes, doencas
inflamatdrias imuno-mediadas (como é o caso das DII), exposi¢cdo prolongada a agentes
nocivos e doengas cancerigenas. A inflamagdo cronica tem inicio tardio, é acentuada,
progressiva e prolongada no tempo, que pode ir de meses a anos. E caracterizada pela
presenca de uma inflamag&o constante e pelo influxo de linfocitos e macréfagos ativos
que se acumulam e libertam mediadores solUveis (citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e espécies reativas de oxigénio (ROS)) destruindo progressivamente 0s
tecidos e resultando na morte celular. A inflamagdo crénica pode ainda levar a
acumulacdo de granulomas, massas de macréfagos e linfocitos ativados, cujo objetivo é
capturar/encapsular microrganismos estranhos que atinjam esta camada.

As espécies reativas de oxigénio, sdo moléculas com um ou mais eletrdes
desemparelhados, que advém de processos metabdlicos normais do nosso organismo e
em baixas quantidades sdo fundamentais para a nossa saude, sendo capazes de estimular
0 sistema imunitario e produzir efeitos benéficos. No entanto, quando ndo existe um
equilibrio entre a quantidade das ROS e compostos antioxidantes, ou seja, quando existem
ROS em excesso, leva ao chamado stress oxidativo, que causa dano nas células, tecidos,
lipidos, proteinas e DNA. Este dano celular a longo prazo leva a inflamagédo croénica e
pode contribuir para o aparecimento ou da progressao de doengas como a diabetes,
doencas cardiacas, cancro e doencas inflamatdrias intestinais (24).

A reposicéo do tecido danificado é feita através dos fibroblastos, originando fibrose,
devido a acumulagdo de fatores de crescimento como as citocinas fibrogénicas (IL-1 e
TNF-a), e fatores angiogénicos (fatores de crescimento dos fibroblastos - FGF - e do
endotélio vascular - VEGF) (23).
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4. Doenca Inflamatoria do Intestino

As doencas inflamatdrias do intestino sdo doencas inflamatorias cronicas do tubo
digestivo que resultam numa resposta exacerbada por parte do sistema imunitario. Séo
condicBes patoldgicas idiopéaticas, uma vez que ndo se conhece a etiologia exata. Afeta
principalmente jovens/adultos com idades compreendidas entre os 15 e os 35 anos,
embora possa surgir em qualquer idade. E também independente do sexo, uma vez que
afeta mulheres e homens em propor¢cdes semelhantes. Englobam duas patologias
principais, a Colite Ulcerosa e a Doenca de Crohn (25). Apesar de apresentarem
caracteristicas distintas, ambas exibem um padrdo de alternancia entre periodos de
agravamento, em que maior dano é causado, e periodos de remissdao quando o tecido
comeca a regenerar e ha auséncia de sintomas. Embora sem causa especifica associada,
pensa-se que uma combinacdo de fatores como predisposicdo genética, dishiose
intestinal, e desregulacdo imunoldgica, possam estar na origem destas doencas (26, 27).

Apesar de ndo ser fatal, tem grande impacto na qualidade de vida, por isso um
diagnostico atempado e o estabelecimento de um tratamento precoce adequado podem
alterar o decorrer natural da doenca. ManifestacGes clinicas de DII incluem diarreia,
com/sem a presenca de muco (se as células do intestino grosso estdo afetadas perdem a
capacidade de reabsorver agua e mais agua € excretada levando a diarreia), hemorragia
retal (sangue surge dos danos causados no tecido da parede intestinal), dor abdominal,
fadiga, febre, perda de peso e de apetite, anemia, desejo urgente de evacuar, e méa absorcao
(se as células do intestino delgado sdo as afetadas, podem surgir problemas de ma-
absorcéo, uma vez que o intestino delgado tem uma grande importancia na absor¢édo dos
nutrientes). Manifestacdes extraintestinais podem ser desenvolvidas em casos mais

graves da doenca, como dores em articulacoes, e problemas de pele, e olhos (25).

4.1 Patogénese

Perante uma alteracdo desfavoravel da mucosa intestinal, hd aumento da
permeabilidade, possibilitando a passagem de microrganismos patogénicos. Desta forma,
o0 sistema imunitario é ativado pela apresentacdo do antigeno e é gerada uma resposta
inflamatoria desregulada e exacerbada, levando a um aumento da inflamagéo e

consequente destruicdo das células da mucosa intestinal. S&o também ativados os
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linfécitos da mucosa, conduzindo a um aumento de producdo de citocinas pro
inflamatorias originando danos no trato gastrointestinal (28).

No caso da doenca de Crohn, observam-se niveis aumentados das IL-12, IL-23,
TNF-a e interferdo-y (IFN-y), o perfil de citocinas caracteristico da via TH1. Por outro
lado, a colite ulcerosa é mediada maioritariamente pela via TH2, com envolvimento da
IL-4 e IL-13. Outra via importante é a TH17, com producdo das citocinas pro
inflamatdrias 1L-23, IL-17, IL-21, 1L-22 e IL-26 (Figura 4.1) (23, 29, 30).
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Figura 4.1- Patogénese da doenca inflamatéria intestinal.
Adaptado de (31)

4.2 Doenca de Crohn

A doenga de Crohn, caracteriza-se por areas de inflamagdo descontinuas
(alternéncia entre areas de tecido saudavel e areas afetadas, com uma aparéncia
cobblestone/ “pedra de calgada”), em que qualquer parte do trato gastrointestinal pode

ficar comprometido, desde a boca até ao anus, no entanto, as areas mais frequentemente
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afetadas séo o ileo e o colon. Esta € uma doenca inflamatdria crénica transmural uma vez
que pode atingir todas as camadas da parede intestinal. Na doenca de Crohn, para além
da sintomatologia j& anteriormente referida, podem surgir complica¢des que incluem,

fissuras, fistulas e abcessos na regido perianal (32, 33).

4.3 Colite Ulcerosa

A inflamagdo, na colite ulcerosa, afeta o intestino grosso de forma continua
(estende-se desde o reto até aos segmentos proximais do célon) e apenas séo atingidas as
camadas mais superficiais do intestino, a mucosa e a submucosa. Como resultado desta
inflamacéo, surgem pequenas lesées ha mucosa, as chamadas Ulceras.

No caso da colite ulcerosa, caso as opcOes de tratamento falhem, pode ser
considerada a opgdo cirdrgica, a colectomia. Uma vez que nesta patologia apenas o
intestino grosso é afetado, a remocdo cirdrgica do mesmo leva a cura da doenca. No

entanto deve ser sempre feita uma avaliacdo risco-beneficio (34-36).

4.4 Abordagens Terapéuticas

Uma vez que ndo existe uma cura para as DIl, o tratamento atual tem como
principal objetivo controlar a sintomatologia, reduzir a inflamacdo, promover a
cicatrizacdo endoscopica, e induzir remissdo da doenca e consequente manutencédo, de
forma a evitar a progressdo da doenca e aumentar a qualidade de vida do paciente. SO
desta forma € possivel evitar complicagdes posteriores, como internamentos e tratamentos
cirdrgicos, no caso de existirem complicacbes ndo passiveis de tratamento
farmacoldgicos. Para isso, é essencial que haja um equilibrio entre as terapéuticas nao
farmacoldgicas e farmacoldgicas disponiveis. De forma a estabelecer objetivos e planos
terapéuticos adaptados a cada individuo, é necessario ter em consideragédo fatores como
idade do paciente, a extensdo e gravidade da doenca e a sintomatologia que apresenta. E
fundamental que esta caracterizacdo seja feita 0 mais cedo possivel, uma vez que o
diagnostico precoce permite delinear uma melhor estratégia de tratamento logo a partida
e obter remissdes mais sustentadas no tempo.

Ap0s o estabelecimento do plano terapéutico € imprescindivel uma monitorizagéo

continua por parte das equipas de saude interdisciplinares, para garantir eficacia, adesdo
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a terapéutica e evitar progressao da doenca. Esta monitorizacéo pode ser feita através de
exames laboratoriais, para quantificacdo de biomarcadores relevantes da patologia em
questdo (como a calprotectina fecal) (37), exames endoscépicos, imagioldgicos e

histologicos.

4.4.1 Terapéutica ndo farmacoldgica

As medidas ndo farmacoldgicas tém um papel crucial, no controlo do equilibrio
da microbiota intestinal e na manutencéo dos estados de remisséo da doenca inflamatoria
intestinal. Estas medidas passam maioritariamente por recomendac6es ao nivel da dieta e
estilos de vida. Dada a fraca absor¢do de proteinas, gorduras, agua, vitaminas e minerais,
caracteristica neste tipo de doencas, ter uma alimentacdo completa, equilibrada, variada
e com o aporte adequado de calorias, é imprescindivel, para evitar estados de desnutri¢do
(38).

Atualmente, ndo existem evidéncias que comprovem a associacdo de certos
alimentos a causa das DII, sendo que a maioria das pessoas tolera todo o tipo de
alimentacdo (39). No entanto, é necessario ter atencdo as intolerancias alimentares (ex. a
lactose, sacarose, ou glaten), que em determinadas pessoas parece desencadear crises, e
diminuir o tempo de remisséo, devendo, nestes casos, restringir-se a sua ingestdo (40). E
de salientar que nos periodos de crise é recomendada a restri¢do de fibras, com diminuicao
do consumo de fruta, vegetais, sementes, leguminosas, cereais e cafeina. Nestes casos,
aconselha-se ainda uma alimentacgéo a base de liquidos, e a ingestéo de pequenas por¢des
ao longo do dia, de forma a minimizar as co6licas abdominais (41). A cessacdo tabagica e
evitar o consumo alcool e substancias irritantes da mucosa sdo outras recomendacgdes
comuns no controlo das DIl (42). A consulta de nutricdo clinica permite, através da
avaliacdo do estado nutricional do doente e tendo em consideracdo a fase da doenca onde
este se encontra, estabelecer um plano nutricional adaptado, assumindo um papel
fundamental de complemento a terapéutica instituida.

Para além dos aspetos nutricionais, ja ha estudos que sugerem a associacao da
pratica de exercicio fisico regular a uma melhor evolu¢do da doencga inflamatdria
intestinal. Através da melhoria da densidade 6ssea (que por vezes se encontra diminuida
neste tipo de patologias), 0 aumento da massa muscular e da sensacdo de bem-estar

contribuem para a diminuicdo dos niveis de stress e ansiedade, habitualmente aumentados

14



em pacientes com DIl (43). Da mesma forma, terapias cognitivo-comportamentais, como
meditacdo, yoga, técnicas de respiracdo, entre outras e ainda ritmos de sono regular,
demonstram ter um impacto positivo na qualidade de vida de um doente com DIl (44). Neste
campo a consulta de psicologia clinica direcionada para doentes com DII, tem um papel

fundamental na gestdo emocional da doenca e de tudo o que esta acarreta (45).

4.4.2 Suplementacgdo

Nas doencas inflamatdrias intestinais, a capacidade de absorcéo de nutrientes pelo
organismo encontra-se diminuida devido ao comprometimento do trato gastrointestinal,
efeitos adversos a terapéutica instituida, ma ingestao oral ou complica¢gdes como a anemia
e osteoporose. Todos estes fatores contribuem para um possivel défice nutricional (38,
46).

O aporte de nutrientes conseguido através da alimentacdo pode ndo ser suficiente,
sendo, nestes casos, necessario considerar o recurso a suplementacéao, de forma a colmatar
essa caréncia nutricional e evitar perda de peso futura, estados de desnutricdo e
hospitalizagcbes. De uma forma geral os suplementos mais utilizados séo: ferro; zinco;
calcio; vitaminas D, B12, A, E, K; &cido folico (Quadro 4.1) (47, 48).

Quadro 4.1- Suplementacdo de micronutrientes nas DII.

Suplemento Aplicacdo nas DIl

Em situacGes de perdas sanguineas, recorrentes nas DII, evita

Ferro

défice de ferro e possiveis quadros de anemia (49).

Especialmente utilizado em doentes que recorram a corticoterapia,
Calcio uma vez que estes farmacos diminuem a absorcdo de calcio

intestinal. Evita complica¢fes, como osteoporose e osteopenia.

Casos em que se observam niveis diminuidos, pelo uso de
Acido Félico  farmacos como a sulfassalazina e 0 metotrexato, uma vez que estes

interferem na sua absorgéo (50).
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Reposicao dos niveis de zinco, na inflamacéo intestinal agravada
Zinco pelas diarreias intensas ou prolongadas, ostomias e fistulas anais
(51).

Doentes em que se verificam niveis diminuidos de vitamina D,
Vitaminas D, B12, A, E, K, suplementacéo especifica das vitaminas em défice.
B12, A E, K Em dietas vegetarianas e vegans, o défice da vitamina B12 esta

aumentado. (52)

Atualmente ja existem alguns estudos com resultados promissores em relacédo a
suplementacdo com curcumina e 6mega-3, que resultaram no aumento da atividade anti-
inflamatoria na mucosa lesada e consequente melhoria do estado clinico (53-55).

Devido a associacao entre inflamacéo cronica e danos oxidativos causados pela
ocorréncia de stress oxidativo, a ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes ou
suplementos alimentares contendo antioxidantes naturais como os polifenolicos (pe.,
quercetina, catequinas e antocianinas), vitaminas (pe., vitamina E e C) e minerais
antioxidantes como o selénio (Se) tém revelado efeitos benéficos na gestdo das DIl (56).

Quando as necessidades nutricionais ndo sdo conseguidas através da via oral, pode
ser necessario recorrer a nutricdo entérica e em Ultima instancia a parentérica (40).
Através de analises anuais é possivel monitorizar os micronutrientes, verificar se 0s
padrdes alimentares estdo a ser adequados e iniciar suplementacdo quando necessario,
sendo que o inicio de suplementacdo deve ser decidido pela equipa de saude
multidisciplinar que acompanha o doente. Contudo € importante salientar que atualmente

ndo existe evidéncia cientifica suficiente que suporte a suplementacéo nas DIl (57).

4.4.3 Probioticos, Prebidticos e Simbioticos

Como ja foi referido anteriormente, a relacdo entre a microbiota intestinal e as DI
é clara. Perante isto sabemos que uma possivel ferramenta terapéutica é a modulacéo da
microbiota intestinal, recorrendo ao uso de prebidticos, probidticos e simbioticos, que tém
um papel protetor do trato gastrointestinal, auxiliando a reverter a disbiose através do

controlo da proliferacdo de algumas estirpes prejudiciais e aumento das benéficas (58).
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Segundo a Organizacdo Mundial de Gastroenterologia, podemos definir
Probidticos como “Microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a satde do hospedeiro ”’; Prebidticos como “Ingredientes
seletivamente fermentados que resultam em alterac6es especificas na composicéo e/ou
atividade da microbiota intestinal, conferindo assim beneficios a satde do hospedeiro”
e Simbidticos como uma “mistura que engloba microrganismos vivos e substrato(s)
utilizados seletivamente por microrganismos hospedeiros, que conferem beneficio a
saude do hospedeiro” (59).

De uma forma geral os prebidticos parecem ter uma acdo na modulacdo da
microbiota, melhorando a funcéo de barreira intestinal e estimulando microrganismos
especificos do trato gastrointestinal. Estas acdes benéficas, sdo especialmente Uteis em
atividades ligeiras da doenca e na manutencdo da remissdo (60). Os oligossacarideos,
fruto-oligossacaridos (FOS), Galacto-oligossacaridos (GOS), e a inulina sdo as classes de
prebidticos mais utilizados nas DIl (61).

Dos estudos realizados, apenas os probidticos demostraram beneficios em casos
especificos (62). Os probioticos podem ser encontrados associados a alimentos, na forma
de suplementos alimentares ou mesmo como medicamentos e atuam de forma a modular
0 ecossistema intestinal, afetando os mecanismos imunoldgicos da mucosa mediante a
interacdo com 0s microrganismos comensais ou potencialmente patogénicos, para
prevenir a colonizacdo de microrganismos oportunistas, diminuir a inflamacéo e regular

a resposta imune por parte do organismo (Figura 4.2).

patogenos

produgcio de substincias antimicrobianas, competigio por
acido latico, bacteriocinas, nutrientes e recetores
peroxido de hidrogénio (H,0,) \ /

probioticos / % microbiota normal

/ l \. lipopolissacarido (LPS)

peptidoglicano

promocio da defesa
do hospedeiro

funcio intestinal:
digestao

Figura 4.2- Mecanismo de a¢do dos probidticos.
Adaptado de (59)
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A escolha da(s) estirpe(s) é de extrema importancia. A evidéncia na utilizacao dos
probidticos nas DIl apenas é sustentada em estirpes com alvos gastrointestinais
especificos, por isso, devem ser selecionadas mediante esse critério (63, 64).

Nas DII, segundo ensaios realizados, o0s probidticos que demonstram ter algum
efeito benéfico, na inducdo da remissdo da doenca (65), sdo: Bifidobacterium bifidum
MIMBb75 (66), Lactobacillus plantarum 299v (DSM 9843) (67, 68), Bifidobacterium
infantis 35624, Lactobacillus rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705, Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii JS DSM 7067, Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb12
DSM 15954 (69).

Contudo, é importante ressalvar que apesar de representarem uma terapéutica
segura, sem contraindicacdes e praticamente isenta de riscos, 0s estudos nesta area ainda
sdo limitados, ndo existindo evidéncia cientifica atual que justifique a utilizacdo de

probidticos, prebidticos e simbioticos por periodos prolongados (70).

4.4.4 Farmacoterapia

A farmacoterapia das DIl inclui a terapéutica convencional, que engloba trés
classes farmacoterapéuticas distintas, anti-inflamatorios intestinais, glucocorticoides e
imunomoduladores e a terapéutica bioldgica, que inclui os medicamentos bioldgicos.
Farmacos adjuvantes e a antibioterapia, podem também ser necessarios em determinadas
situacOes. Desta forma, a abordagem terapéutica passa por “silenciar” o sistema
imunoldgico, de forma a controlar a inflamacdo, promover a cicatrizacdo das lesGes da
mucosa e controlar a sintomatologia (23, 25, 46, 71-73). Neste sentido, apés a sele¢do do
alvo terapéutico é elaborado o plano de tratamento farmacol6gico mais adequado a

situacéo.

4.4.4.1 Anti-inflamatorios intestinais

Os aminosalicilatos, que estdo incluidos na classe farmacoterapéutica dos anti-
inflamatdrios intestinais, sdo farmacos derivados do acido 5-amino salicilico (5-ASA).
Atualmente, sdo considerados farmacos de primeira linha no tratamento de formas
ligeiras a moderadas da colite ulcerosa e doenca de Crohn (74). No caso da CU,

demonstram ser efetivos ndo s6 na indugdo e manutengdo da remissdao como ainda na
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prevencdo de recorréncias. Ja no caso da DC, demonstram eficacia na manutencdo dos
estados de remissao, mas sdo ineficazes na inducdo da mesma.

Dentro desta classe de farmacos incluem-se a messalazina e a sulfassalazina (pro-
farmaco, que apos absorcdo intestinal sofre clivagem originando dois metabolitos, a
sulfapiridina e o metabolito ativo a messalazina). Embora ainda sem mecanismo de agéo
totalmente compreendido, estes fArmacos parecem ter efeito anti-inflamatorio topico nas
células epiteliais do célon. Esta diminuicdo da inflamagdo engloba vérios tipos de
interacdes, por um lado, pensa-se que advém do bloqueio da ciclo-oxigenase e lipo-
oxigenase com consequente inibicdo da producdo de prostaglandinas e leucotrienos,
envolvidos na resposta pro-inflamatoria, ao nivel do célon. Apresenta ainda o potencial
de ativagdo dos recetores ativados por proliferadores do peroxissoma gama (PPARY),

levando a uma resposta anti-inflamatoria que inclui a diminuicdo da ativacdo do fator

nuclear kappa B (NF k B), um fator de transcri¢do nuclear que esta diretamente envolvido

com a expressdo dos genes pro-inflamatdrios, logo diminui a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias essenciais (75, 76).

Em geral, estes farmacos sdo bem tolerados sendo que uma das vantagens da sua
utilizacdo é o facto de apresentarem menos efeitos adversos ou estes serem de menor
gravidade. Os efeitos adversos mais frequentes incluem dispepsia, nduseas, vomitos,

diarreia, cefaleias e erupgfes cutaneas. A administracdo pode ser oral ou retal (28, 77).

4.4.4.2 Glucocorticoides

Os corticosteroides sdo usados principalmente em periodos de exacerbacdo da
doenca e em situagBes em que ndo existe resposta aos aminosalicilatos. Estes tipos de
farmacos difundem-se através das membranas celulares e ligam-se aos recetores
citoplasmaticos; estes entram nos nucleos celulares e através da sua ligacdo ao ADN
estimulam a sintese de mediadores pro-inflamatorios (78). Outra acdo importante € a
inibicdo da atividade da fosfolipase A2 com consequente diminui¢do da producédo de
prostaglandinas e leucotrienos (78, 79). Nunca sdo usados de forma crénica, apenas em
situacOes de crise, constituindo um tratamento de curta duracgdo, na inducao dos estados
de remisséo e nunca como manutencao devido ao seu potencial elevado para a ocorréncia
de efeitos adversos (72). Estes estdo diretamente relacionados com a dose administrada e

duracdo da terapéutica, estando maioritariamente associados a tratamentos com doses
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elevadas num uso prolongado. S&o eles osteoporose, uma vez que a absorgao e excre¢do
de célcio é afetada, hipertensdo arterial, hiperglicemia, hipocalemia, hirsutismo,
imunossupressao, distrbios emocionais, aumento do apetite, edema periférico, cataratas,
glaucoma, diminuicdo do crescimento em criancas, aumento do apetite, modificacdo da
aparéncia fisica (face de lua cheia, pescoco bufalo) (79). O tipo de administragdo, topica
ou sistémica, dependendo da severidade da doenca em causa. Apesar de existirem
pacientes que respondem a terapéutica com corticosteroides, alguns tornam-se resistentes

ou dependentes deste tipo de terapéutica (80).

4.4.4.3 Imunomoduladores
Normalmente, sdo usados em situacfes em que 0s corticosteroides ndo séo
tolerados ou est&o contraindicados (81). A azatioprina, 0 metotrexato, a ciclosporina e o

tacrolimus sdo alguns dos imunomoduladores usados nas DIl (Quadro 4.2).

Quadro 4.2 - Medicamentos Imunomoduladores utilizados no tratamento das DI, os seus mecanismos de
acao e observacdes relevantes.

Farmaco Mecanismo de acao Observacdes
Pertence a classe das tiopurinas, esta é ) )
) ) Efeitos adversos: depresséo da
convertida em 6-mercaptopurina (6-MP). A ) )
. medula dssea, leucopenia,
6-MP atravessa as membranas celulares e é ) o
o . _ . aumento do risco de infegdes.
Azatioprina transformada em anélogos da purina que séo 3
_ o Usada na manutencéo da
incorporados na estrutura dos acidos o
o _ ) remiss&o.
nucleicos interferindo na sua sintese e
inibindo a proliferacdo de linfocitos (82-84).
Efeitos adversos: estomatite,
Antagonista do &cido folico atuando como dispepsia, nauseas, perda de
agente imunomodulador e anti-inflamatorio,  apetite, dor abdominal,
Metotrexato através da inibigdo competitiva da enzima hepatotoxicidade, leucopenia.

di-hidrofolato redutase e consequente
inibicdo da sintese do ADN (85).
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Por norma, é bem tolerado.

Disponivel em solucéo injetavel.

Inibidores da calcineurina, sdo potentes
imunossupressores. Mecanismo de acdo tem )
L ) _ _ Efeitos adversos: tremores,
por base inibicdo seletiva da calcineurina _ o
) y ) cefaleias, nefrotoxicidade,
_ ) importante fator de regulagéo envolvido na ) 3 )
Ciclosporina, . _ o hipertensdo arterial,
) transcrigdo de diversos genes de citocinas, ) L
Tacrolimus o ) hiperglicemia, distarbios
sendo esta transcricdo inibida, ndo ha ] o
3 ) ) gastrointestinais, risco de
producéo de interleucinas, nomeadamentea =~ _
. ) _ ) infecdes (88).
IL-2 0 que leva a reducdo da proliferagdo de

células T (87).

4.4.4.4 Medicamentos Bioldgicos

Os medicamentos bioldgicos sdo tratamentos inovadores, em que a substancia
ativa é produzida ou extraida de uma fonte biol6gica. Em oposicdo aos farmacos
convencionais os bioldgicos sdo moléculas de grandes dimensdes, complexas, de dificil
caracterizacdo e reproducdo devido a grande variabilidade que apresentam no processo
de producéo (89, 90). Nas DII estes farmacos sdo usados em estados mais avancados da
doenca (moderada a grave), tanto na indugcdo como na manutengdo da remissdo. Por
norma, sao apenas considerados quando as terapéuticas anteriores ndo foram toleradas ou
apresentaram efeitos adversos graves e complicados de gerir.

Como ja referido anteriormente as DIl resultam de uma atividade exacerbada do
sistema imunitario, assim, de uma forma geral, os medicamentos bioldgicos vao atuar de
forma a bloquear parte desta acdo, reduzir a inflamacdo e melhorar os sintomas.
Dependendo da classe a que pertencem véo ter diferentes formas de agdo (91).
Atualmente existem seis farmacos bioldgicos disponiveis para o tratamento das DII. Séo
eles: Infliximab, Adalimumab, Golimumab, Vedolizumab, Ustecinumab, Tofacitinib

(Quadro 4.3). Sendo que nem todos estdo indicados para ambas as condices.
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Quadro 4.3 - Medicamentos Biolégicos usados no tratamento das DII. Exemplos e mecanismos de acéo.

Classificacao

farmacoterapéutica

Inibidores do Fator
de Necrose Tumoral
alfa (Anti-TNF)

Inibidores da
Interleucina 12 e 23

(Anti-interleucina)

Inibidor da familia
Janus Associated
Kinases (JAK)

Inibidor da Integrina
a4p7 (Anti-integrina)

Exemplo de

farmacos

Infliximab,
Adalimumab,

Golimumab

Ustecinumab

Tofacitinib

Vedolizumab

Mecanismo de acéo

Tém como alvo a proteina TNF-a, citocina pro
inflamatoria, a qual se véo ligar especificamente,
bloqueando a sua interagdo com 0O recetor e

reduzindo a inflamacéo intestinal.

Ligam-se as IL-12 e IL-23 humanas (mais
especificamente a subunidade p40), citocinas que
ativam as vias Thle Th7, impedindo a sua ligacéo
inibindo a sua

aos respetivos recetores e

bioatividade, levando a

inflamatorio (92, 93).

reducdo do processo

Imunossupressor que inibe as JAK1, JAK2 e JAK3
e, em menor extensdo, a tirosina cinase 2 (TyK2),
atenuando a sinalizacdo de interleucinas e de
interferGes que resulta na modulacdo da resposta

imunitaria e inflamatdria (94).

Liga-se especificamente a integrina o4p7, expressa
em linfocitos T adjuvantes alojados no intestino,
inibindo a adesdo destas células & molécula-1 de
adesdo da célula de adressina mucosal (MAJCAM-
1), também expressa nas células endoteliais do
intestino, consequentemente diminui a inflamacao
gastrointestinal caracteristica das DII. Assim sendo
0 Vedolizumab, é considerado um imunossupressor

seletivo do intestino (95).

Uma vez que vao atuar como imunossupressores, apresentam riscos elevados no

desenvolvimento de infe¢des (96). E uma vez que o0 modo de administragao € por injecéo

22



intravenosa ou subcutanea, reacdes no local da injecdo sdo também reacGes adversas
comummente descritas. Nao séo eficazes de igual forma para todas as pessoas, sendo que,
antes da decisdo de iniciar um tratamento com farmaco biol6gico, deve ser feito um
balango entre os potencias riscos e beneficios. Uma vez que, por norma, este tipo de
tratamentos perde efeito com o decorrer do tratamento, pode ser necessario alteracédo de

doses, associacao de outra medicacao ou ainda alteracdo do biologico (91).

4445 Antibiéticos

Perante a evidéncia atual, conclui-se que o uso de antibidticos apenas é
recomendado em casos de complicacdo da doenca por infe¢do (abcessos, crescimento
descontrolado de bactérias) ou fistulas perianais (71). Assim a antibioterapia vai ter um
papel importante no reequilibrio da microbiota. Alguns dos antibidticos que
demonstraram ter efeito nestas situacdes sdo ciprofloxacina, rifaximina, azitromicina,

metronidazol (97).

4.4.4.6 Medicagdo adjuvante

Paralelamente aos farmacos referidos anteriormente existem medicamentos
usados no alivio dos sintomas. Farmacos que vao atuar no alivio da dor, analgésicos como
0 paracetamol, e anti-inflamatdrios ndo esteroides, devido aos efeitos adversos que
apresentam, devem ser evitados de forma a ndo agravar a condicdo (98).
Antiespasmaddicos como a butilescopolamina e a mebeverina, que atuam na musculatura
lisa do trato gastrointestinal, proporcionam alivio do desconforto abdominal associado
aos espasmos (99).

Embora seja menos comum, podem ocorrer periodos de obstipagdo, sendo nessas
situacOes necessario 0 uso de laxantes osmaticos (macrogol) ou laxantes expansores do
volume fecal (fibra vegetal) (100). Em situaces de diarreia, frequente neste tipo de

patologias, podem ser usados antidiarreicos, como a loperamida.
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4.4.5 Necessidade de novas opgdes terapéuticas

Sendo a DIl uma doenga sem cura e para a qual ndo existe atualmente nenhum
tratamento totalmente eficaz, uma vez que nem todos os doentes respondem de forma
positiva e durante 0 mesmo periodo e alguns dos tratamentos atuais apresentam efeitos
indesejaveis severos, surge a necessidade emergente de identificar e desenvolver novas
abordagens terapéuticas, menos agressivas, invasivas e dispendiosas, que ajudem a
complementar as ja existentes assim como novas estratégias da sua aplicacao.

Uma das possibilidades é a utilizagdo de microalgas, uma vez que estas possuem
compostos anti-inflamatorios de elevado interesse que podem vir a constituir estratégias
terapéuticas futuras de tratamento e/ou prevencdo. Estes compostos bioativos podem ser
efetivos no tratamento da doenca através da modulacdo da microbiota, no tratamento e

prevencédo da inflamacéo e ainda no tratamento da dor.
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5. Aplicacdo das Microalgas no tratamento e prevencdo das Doencas

Inflamatorias do Intestino

5.1 Microalgas

As microalgas sdo microrganismos que vivem em ambiente aquatico, ja existem ha
mais de 2400 milhdes de anos e constituem a base da cadeia alimentar. S&o seres vivos
unicelulares, procariotas ou eucariotas. Sendo seres fotossintéticos desempenham um
papel fundamental no nosso planeta ao gerar uma atmosfera respiravel que o torna
habitavel. Sdo microrganismos morfologicamente dinamicos com um amplo intervalo de
diametros que pode chegar aos 200 um (101, 102). Tém elevada capacidade adaptativa,
sendo capazes de sobreviver em diversos ambientes, inclusive em condigGes extremas,
como desertos, fontes hidrotermais, etc. Atualmente estdo descritas mais de 40 000
espécies de microalgas (103).

Em relacdo a sua composicdo, esta é formada por uma vasta quantidade de
compostos como: proteinas; lipidos, com destaque para os &cidos gordos polinsaturados
(PUFA); polissacarideos; vitaminas; minerais e pigmentos, como carotenoides, clorofila
e ficobiliproteinas (Figura 5.1) (104).

Esta abundancia em compostos bioativos, faz das microalgas organismos de
elevado interesse com diversas aplicagdes possiveis, desde a producdo de energias

renovaveis a industria alimentar, cosmética, nutracéutica e farmacéutica.

| P-caroteno
Carotenoides
| Astaxantina
Pigmentos Clorofila
Ficobiliproteinas
§3 I Proteinas [~ Aminoscidos
= 1 . P | | Acidos Gordos
2 Lipidos Acidos Gordos Poliinsaturados
2]
o p—(
Vitaminas Vitamina C
Minerais Vitamina E

Figura 5.1- Compostos bioativos provenientes das microalgas.
Adaptado de (105)
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De acordo com a literatura atual os metabolitos provenientes das microalgas, ja
descritos anteriormente, demonstram ter efeitos benéficos na salde, resultante da sua
capacidade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e capacidades anti-inflamatdrias e
anticancerigenas (106). E partindo destas as evidéncias que mais estudos tém sido feitos

ao longo das Gltimas décadas, com o objetivo de demonstrar este efeito.

5.2 Compostos bioativos presentes nas Microalgas e aplicabilidade no

contexto das DI

A grande diversidade de microalgas existentes permite-nos aceder a uma infinidade
de compostos com possiveis propriedades benéficas para a satde. No contexto das DII,
tém sido realizados varias investigacdes cientificas direcionadas para o estudo de
diferentes espécies de microalgas e identificacdo de novas biomoléculas, com potencial
anti-inflamatorio, antioxidante, imunomodulador e prébiotico, eficazes ao nivel do trato
gastrointestinal. Através da introducdo destes compostos em alimentos funcionais,
suplementos alimentares, nutracéuticos ou farmacos, podem surgir solugdes inovadoras
de prevencéo e tratamento da dor, inflamacdo e regulacdo da microbiota intestinal nas DIl
(107-109).

Microalgas como Spirulina platensis, Dunaliella salina, Chlorella sp., Dunaliella
bardawil, Tetraselmis suecica, Chlorella ellipsoidea, Tetraselmis chuii, Chlorella
vulgaris, Desmodesmus maximus, e Chlorococcum sp. cf hypnosporum, sdo algumas das
espécies que demonstraram ser fontes de estruturas quimicas promissoras, com possivel
aplicacdo futura no ambito das doencas inflamatdrias intestinais (Quadro 5.1). Alguns

desses estudos serdo descritos de seguida.

Quadro 5.1- Compostos Bioativos das Microalgas

Atividade Microalga Composto Ensaio Referéncia

Spirulina
platensis; - In vivo (ratos) (110)
Dunaliella salina

Anti-inflamatéria

Anti-inflamatoria ~~ ~pirulina i . (111)
platensis In vivo (ratos)
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Péptido In vitro (RAW264.7)

Anti-inflamatoria Chlorella sp. Chlorella-11 In vivo (ratos) (112)
Anti-inflamatéria Dunaliel_la f-caroteno In vivo (ratos) (113)
bardawil,
In vitro
Tetraselmis (Linha celulares
Antioxidante X Carotenoides de cancro (114)
suecica .
de pulméo
humano - A549))
In vitro
Antioxidante Chlorella Péptido (Linha celulares ;1 5
ellipsoidea de células renais
do macaco)
Antioxidante Tetraselmis chuii PL.JFA,’. In vivo (ratos) (116)
Polifendis
Chlorella
vulgaris,
Desmodesmus
maximus, Oligossacarideos
Prebidtica Chlorococcum g In vitro
(117)
sp. cf
hypnosporum,
Spirulina
platensis

5.2.1 Atividade Anti-inflamatoria

Sendo as DI resultantes da inflamacéo conica do intestino, compostos capazes de
reverter o processo inflamatdério e melhorar a cicatrizacdo da mucosa intestinal sdo
imprescindiveis no tratamento destas patologias. Nas microalgas compostos como
péptidos e carotenoides demonstram ter essa atividade elevada e parecem ser promissores,
inclusive a nivel intestinal.

A atividade anti-inflamatdria das microalgas Dunaliella salina e Spirulina
platensis foi comparada e avaliada num ensaio in vivo realizado em ratos. Neste ensaio
foi induzida a inflamag&o do colon pela instilagdo retal de &cido acético e administrados,
por via oral, extratos de ambas as microalgas, assim como do farmaco padréo,
sulfassalazina. Foram analisadas as lesbes no colon e avaliados os marcadores

inflamatorios. Em relacéo as lesdes macroscopicas, os extratos das microalgas Dunaliella
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salina e Spirulina platensis melhoraram significativamente a inflamacgéo severa presente
apos a inducdo com &cido acético, e ambas foram comparaveis ao medicamento padréo.
Os marcadores da inflamacéo do cdlon como mieloperoxidase (MPO) e prostaglandina
(PGEZ2), assim como as citocinas pro-inflamatdrias; TNF-a e interleucinas (IL-1b, IL-6),
revelaram-se aumentados nos grupos apenas induzidos pelo acido acético, tendo esse
aumento sido revertido nos grupos tratados (110).

Uma formulacéo a base do extrato de biomassa de Spirulina platensis combinado
com curcumina, foi testada em modelos de ratinhos com colite induzida por sulfato de
sodio dextrano, para elaboracdo de um sistema de administracao oral de farmaco, para o
tratamento de doengas intestinais. A combinacao dos dois produtos demonstrou elevada
capacidade anti-inflamatéria no intestino, através da reducdo do nivel de citocinas pro-
inflamatdrias. Os sintomas derivados da colite, como perda de peso, sangramento e
reducdo do comprimento do colon, também melhoraram drasticamente no grupo tratado
com Spirulina platensis. Adicionalmente foi ainda realizado um teste de bioseguranca in
vivo através da administracdo intragastrica da mistura em ratinhos saudaveis durante 30
dias, que comprovou a seguranca da terapéutica (111, 118).

Foi estudado o efeito anti-inflamatério do péptido proveniente da Chlorella sp.,
com a seguinte sequéncia de aminoécido: Val-Glu-Cys-Tyr-Gly-Pro-Asn-Arg-ProGin-
Phe. O ensaio foi feito in vitro, utilizando linhas celulares de macréfagos (RAW264.7)
ativadas por LPS. Apos a ativacdo foi medida a producéo de 6xido de azoto (NO), através
de um ensaio colorimétrico, e monitorizadas as alteracdes na PGE2 e no TNF-a,
recorrendo aos ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Foram também feitos ensaios in vivo,
para os quais foram utilizados ratos, que sofreram acdo térmica, e avaliados os niveis
séricos de malondialdeido (MDA) e TNF-a. Os ensaios demonstraram resultados
concordantes, tendo-se chegado a conclusdo que o péptido proveniente da Chlorella sp.,
ndo sO possui uma elevada capacidade inibitéria do ON, como também é capaz de
suprimir as citocinas pro-inflamatdrias, demonstrando grande potencial anti-inflamatério
(112).

Num outro estudo foi avaliado, o efeito preventivo do p-caroteno nas condigfes
inflamatorias intestinais. O B-caroteno, extraido da microalga Dunaliella bardawil, foi
testado em modelos de ratos que apresentavam inflamacdes intestinais, previamente
induzidas pelo acido acético. Durante 10 semanas, os ratos foram alimentados com dietas
a base de p-caroteno. O efeito do composto foi avaliado pela atividade da

mieloperoxidase e analise histopatoldgica intestinal. No grupo apenas induzido com
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acido acético, detetou-se niveis aumentados de atividade da MPO e danos
histopatologicos pronunciados nas vilosidades. Ja no grupo tratado, a atividade da MPO
foi suprimida pelo B-caroteno e ndo foram verificadas alteragdes nas vilosidades
intestinais, permanecendo idénticas as do grupo de controlo (113). A existéncia de
estudos que comprovam a utilidade do p-caroteno na atenuagdo da gravidade de doencas
como a colite ulcerosa, corroboram a utilizagdo de microalgas ricas em B-caroteno nas
DIl (119).

5.2.2 Atividade Antioxidante

O stress oxidativo prolongado esta intimamente relacionado com as doencas
inflamatorias intestinais, constituindo um elevado fator de risco para o seu aparecimento
ou no agravamento das manifestacGes clinicas. Os compostos antioxidantes vao atuar
através da regulacdo da quantidade de espécies reativas de oxigénio presentes no
organismo, mediante a doacdo de atomos de hidrogénio de forma a neutralizar os efeitos
nocivos da oxidacdo celular excessiva (106).

Um estudo recente revelou um efeito protetor da astaxantina nas doencas
intestinais, atraves de mecanismos de aumento da atividade das enzimas antioxidantes e
supressdo dos fatores de transcricdo de citocinas pro-inflamatdrias. Estes avangos na
pesquisa da astaxantina, reforcaram o seu interesse antioxidante e anti-inflamatério ja
conhecido (120).

Um extrato da microalga Tetraselmis suecica, composto por carotenoides como
as xantofilas luteina, violaxantina, neoxantina, anteraxantina e loroxantina, demonstrou
ter elevada atividade na neutralizacdo dos radicais livres, em ensaios in vitro realizados
em células cancerigenas de pulm&o humano. Esta atividade antioxidante foi testada
através do ensaio DPPH (114).

A microalga Chlorella ellipsoidea foi hidrolisada para obtencdo de um péptido
com atividade antioxidante. Neste estudo a atividade antioxidante do composto obtido,
foi utilizado a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, método direto na detecéo
de radicais livres. O péptido antioxidante, Leu-Asn-Gly-Asp-Val-Trp, identificado
demonstrou ter maior atividade que os restantes hidrolisados, possuindo a capacidade de
estabilizar radicais livres, peroxil, DPPH e hidroxila (115). Embora nédo diretamente
testado em DI, estes estudos revelam o potencial terapéuticos das microalgas na gestéo

de danos oxidativos que também ocorrem nestas doengas.
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Recentemente, foi publicado um estudo onde foi avaliada a suplementacdo a base
de TetraSOD®, ingrediente de origem marinha com potente atividade antioxidante,
composto pela microalga Tetraselmis chuii, rica em PUFA e compostos polifendlicos.
Durante 8 semanas ratos induzidos com sindrome metabdlica e suplementados com
TetraSOD® apresentaram reducao significativa do stress oxidativo e inflamacéo, através
da promogdo de mecanismos de defesa antioxidantes, modulacdo de marcadores
inflamatdrios e regulacdo de genes envolvidos em vias antioxidantes, anti-inflamatorias

e imunomoduladoras. (116).

5.2.3 Atividade Prebiética

O desequilibrio da microbiota intestinal, constitui um dos fatores relevantes para
0 aparecimento da inflamacdo intestinal. Os prebidticos, como fontes de fibra nédo
digeriveis, demonstraram ser capazes de estimular a producdo de bactérias benéficas,
modulando consequentemente a resposta imunitaria da mucosa do hospedeiro.
Atualmente, j& existem resultados promissores demonstrados em ensaios pré-clinicos e
em estudos em humanos, no que diz respeito a utilizacdo dos prebioticos na doenca de
Crohn e colite ulcerosa (121). Os polissacarideos presentes na constituicdo das
microalgas, assim como 0s seus derivados, podem constituir uma fonte futura de
prebioticos.(122)

Num estudo in vitro, foram testados os efeitos de microalgas digeridas e
frutooligossacarideos, na microbiota do c6lon humano, por fermentacdo. Resultou num
aumento das abundéncias relativas das bactérias Lactobacillus-Enterococcus e
Bifidobacterium e diminuicdo de Prevotellaceae-Bacteroidaceae, Clostridium
histolyticum, e cocoides de Eubacterium rectale-Clostridium. De uma forma geral a
biomassa algal demonstrou um indice prebidtico superior do que o0s
frutooligossacarideos, evidenciando maior estimulacdo das bactérias benéficas e inibicéo

das bacterias indesejaveis na microbiota do célon (117).

5.3 Processo de pesquisa de novas opcoes terapéuticas

A pesquisa de compostos bioativos em microalgas, segue um processo complexo
até a formulacéo do produto final, passando pelas seguintes etapas: selecdo das espécies

de microalgas, cultivo, obtencdo da biomassa, extragdo dos compostos bioativos, medigdo
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da atividade, purificacdo dos compostos ativos, identificacdo e caracterizacdo do
metabolito de interesse e numa fase posterior 0s ensaios ex vivo e in vivo, avaliacdo
farmacocinética, eficacia e seguranca. De seguida, estas etapas serdo abordadas de forma

mais detalhada.

5.3.1.1 Cultivo

Apos selecdo das espécies de interesse, é necessario adequar as condicbes de
cultivo as necessidades especificas da microalga selecionada, de forma a otimizar o seu
crescimento. Ajustando parametros como a temperatura, luminosidade, salinidade, pH,
composicao de nutrientes e possivel suplementacdo da cultura com diéxido de carbono
de forma a obter as condigdes ideais de cultivo e garantir a qualidade da biomassa obtida
(123).

De uma forma geral os sistemas de cultura podem ser classificados como abertos
ou fechados, com diferentes configurac6es possiveis (Figura 5.2). Sistemas abertos, como
as lagoas, estdo amplamente expostos ao meio ambiente utilizando os recursos naturais
disponiveis e tém baixos custos de construcdo e operacdo. No entanto tem as
desvantagens de ocupar areas extensas, e devido a natureza aberta do sistema torna-se
dificil controlar os parametros de crescimento e esta mais suscetivel a contaminacgéo
(103). De forma a colmatar as falhas dos sistemas abertos, bem como, aumentar o
rendimento dos mesmos surgiram os sistemas de cultivo fechados. Os sistemas fechados
também designados por fotobiorreatores, sdo altamente controlados, uma vez que
permitem o ajuste dos varios parametros de cultivo, apresentam maior produtividade e
estdo isentos de contaminagdes, uma vez que sdo desprovidos de trocas com o ambiente
exterior (124). Constituem uma melhor abordagem e mais inovadora, que em virtude das
condicdes de operacdo otimizadas que possuem, permitem cultivar biomassa de alta
qualidade e gerar matéria-prima de valor acrescentado (125, 126).

A escolha dos sistemas de producdo das microalgas deve ser feita de acordo com tipo de
microalga e para o tipo de mercados que vai ser direcionado (127). E necessario ter em
conta os prés e contras de cada um, custos, produtividade, concentracdo e prevencgéo de
contaminacgdo da cultura. Quando a biomassa se destina a consumo humano é preferivel

a utilizagdo de um sistema fechado, por razdes de seguranca (128, 129).
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* Sistemas Abertos

Lagoa raceway Lagoa circular Lagoa sem agitacio

Sistemas Fechados

Reator de Placa Reator de Coluna Reator em Anel Reator Tubular

Figura 5.2 - Exemplos de diferentes tipos de cultivo de Microalgas.
Adaptado de (130)

5.3.1.2 Concentracao da biomassa Microalgal

A colheita das microalgas constitui um dos principais passos do processamento
das mesmas, representando uma percentagem significativa do custo total de producdo. As
principais técnicas de concentracdo da biomassa séo: filtracdo, centrifugacdo, floculacéo,
flutuacdo e sedimentacéo gravitica (Quadro 5.2), sendo que estas podem ser combinadas
de forma a aumentar a eficiéncia da colheita. De uma forma geral, estas técnicas visam a
remocao maxima dos meios de cultura da biomassa das microalgas de forma a facilitar o
passo seguinte de extragdo de compostos bioativos (124).

A escolha da(s) técnica(s) mais adequada vai depender do tipo de microalga e da
qualidade do produto final pretendido. No caso de uma colheita mais simples, a técnica
de sedimentacdo por gravidade pode ser uma op¢do, enquanto para producdo de produtos
de valor acrescentado, em que é necessario obter biomassa de elevada qualidade, pode-se
recorrer a técnica de centrifugacéo, por exemplo (126).
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Quadro 5.2- Técnicas de concentracdo de biomassa de microalgas (131, 132).

Técnica

Filtracdo

Centrifugacéo

Floculagéo

Flutuacéo

Sedimentacdo gravitica

Descricéo

Separacdo da fase sélida (microalgas) da fase liquida (meio de
cultura) pela passagem através de uma membrana semipermeavel.

A selecdo da dimensdo dos poros das membranas do filtro é feita
consoante o tamanho das microalgas usadas.

Aplicacdo de forcas centrifugas para separar a biomassa microalgal
do meio de cultura, com base na densidade de cada componente e nos
tamanhos de particula.

Agregacdo das células das microalgas através da adi¢do de agentes
floculantes (como os sais de ferro e aluminio).

Utilizacdo de microbolhas de ar que vao adsorver as células das
microalgas e arrasta-las para a superficie do meio

Sedimentacao da biomassa pela acdo das forcas graviticas.

5.3.1.3 Processo de extragdo dos compostos bioativos

De forma a obter os compostos bioativos provenientes das microalgas é necessario

passar por uma etapa de disrupcdo celular, que permite a libertacdo do conteudo

intracelular presente na matriz das microalgas. A extracdo dos constituintes de interesse

pode ser mecéanica/ fisica ou ndo mecanica.

Os métodos mecanicos ou fisicos promovem a lise celular através de forgas de

cisalhamento (moinho de esferas, homogeneizador de alta velocidade ou alta pressao),

por transferéncia de energia através de ondas (micro-ondas, ultrassons ou laser), corrente

elétrica (campos elétricos pulsados) ou temperatura (autoclavagem ou ciclos de

congelamento/descongelamento). Os métodos ndo mecanicos compreendem métodos

quimicos (utilizagdo de solventes, acidos e bases) e 0s métodos enzimaticos (133, 134).
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O método escolhido deve ter em conta as caracteristicas da microalga escolhida e
do produto final pretendido e devem ser tidos em conta as vantagens e desvantagens de
cada método (Figura 5.3).

Métodos de disrupcio celular

Mecénicos /Fisicos Nao mecénicos

Quimicos Enzimaticos
Nio seletivo = Nao seletivo ;
Nio toxico > Téxico Seletivo .
Mais rapido mas »  Contaminagdo *  Menos toxico
com elevado quimica *  Moroso
consumo energético O Reduz a estabilidade ° Caro
Adequado para larga dos biocompostos *  Menos adequado
escala = Menos adequado para larga escala

para larga escala

Figura 5.3 - Comparagdo dos diferentes métodos de disrup¢éo celular.
Adaptado de (135)

5.3.1.4 Medicdo de atividade

Nesta etapa o principal objetivo prende-se na avaliacdo da bioatividade dos
extratos de microalgas. Atualmente, ja existe uma enorme variedade de métodos que
podem ser utilizados, com diversas adaptacdes possiveis. A acdo anti-inflamatoria,
antioxidante ou imunomoduladora é muita das vezes analisada no contexto das DII.

O potencial antioxidante pode ser avaliado com recursos a técnicas de captura de
radicais como o ABTS (acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), TEAC
(capacidade antioxidante equivalente  Trolox - é&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico), DPPH (radical livre 2,2-difenil-1-picrihidrazil)
utilizando espectrofotometria (136).

Um dos exemplos da medicdo da atividade anti-inflamatoria passa pela realizacéo
de ensaios in vitro com células de mondcitos ou de macréfagos, humanas ou de murino.
Um dos ensaios mais comuns usa células RAW264.7, uma linha celular de macrofagos
proveniente de murinos ou THP-1, uma linhagem monocitica derivada de um paciente

com leucemia mieldide aguda e que pode ser diferenciada em macréfagos. Estas células
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podem ser estimuladas com lipopolissacarideos de origem bacteriana (LPS), de forma a
induzir a resposta inflamatoria, permitindo determinar e quantificar a secrecdo de
citoquinas pro-inflamatorias como IL6, IL1 e TNF-a, através de ensaios ELISA) (137-
141).

Apos a medicdo de atividade, é feita a selecdo do extrato que demonstra ser mais

promissor, para que posteriormente seja fracionado e isolado 0 composto de interesse.

5.3.1.5 Fracionamento do extrato

Apods a medicdo de atividade procede-se ao fracionamento do extrato que
demonstrou ter maior atividade. Desta forma sdo obtidas fragdes com nUmero
sucessivamente mais reduzido de metabolitos, até se isolar o composto responsavel pela
atividade bioldgica medida. Esta separacdo dos compostos bioativos € feita através da
utilizacdo de técnicas cromatograficas como: cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), cromatografia de troca iénica (IEX), cromatografia em camada fina (TLC), ou
cromatografia de exclusdo molecular (SEC).

Os métodos cromatogréaficos separam os diferentes compostos de acordo com as
propriedades de adsorcao, particdo, afinidade e pesos moleculares. Por conseguinte, o
método para o fracionamento, deve ter selecionado mediante a natureza da biomolécula
(Quadro 5.3). Apds fracionamento, as fracGes voltam a ser analisadas no ensaio inicial e
0 processo de fracionamento e re-testagem repetido até que um composto ativo puro seja
obtido.(142)

A caracterizacdo estrutural da molécula isolada é geralmente efetuada recorrendo
a estudo espectroscépicos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) capazes de elucidar
a estrutura de moléculas desconhecidas e complicadas, como é geralmente o caso dos
compostos naturais. Muitas vezes, ndo € necessaria a estrutura completa da molécula para
que se obtenha o efeito desejado. Estudos de Relacdo Estrutura-Atividade podem ser
desenvolvidos para determinar que parte da molécula é essencial para a atividade. Para
tal, recorre-se a sintese quimica para sintetizar partes da molécula original que séo
testados novamente. Com este processo, € tambem possivel introduzir modificages
estruturais que visam aumentar a absor¢do do composto ou diminuir toxicidade ou

possiveis efeitos secundarios indesejaveis.
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Quadro 5.3 - Comparagdo dos diferentes métodos cromatograficos, tendo em conta os diferentes tipos de
biomoléculas. Adaptado de (135)

Tipo de biomolécula

Método -
Cromatografico Descrigio Naio-
’ Hidrofilica Hidrofobica Ionica ‘omica Volatil  Ndo-volatil  Simples  Complexa
E exercida uma pressio
positiva sobre o eluente,
! - X X X X X X
HPLC facilitando o escoamento
da fase movel.
Interagao 10nica entre a
[EX fase estacionaria e a fase X X X X
movel.
Fase estacionaria num
TLC plano e fase movel X X X X X X
desloca-se por
capilaridade.
Separagao de compostos
SEC com base no seu X X X X X
tamanho.
Adsorgao dos
Adsorgao componentes da fase X X X X

mével a superficie da
fase estacionaria solida.

5.3.1.6 Desenvolvimento de farmacos

Apds as etapas de identificacdo do composto potencialmente ativo, caracterizagao
e otimizacdo da molécula de interesse, passa-se entdo aos ensaios pré-clinico e clinicos.
S6 apds o sucesso destas etapas, € que 0 composto pode ser aprovado para posterior
comercializacao.

Na fase pré-clinica sdo realizados estudos farmacoldgicos (atividade bioldgica,
determinacdo do mecanismo de acgdo), farmacocinéticos (estudos de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo - ADME) e toxicoldgicos (seguranca) (143). Estes
incluem ensaios in vitro, ex vivo, ou in vivo recorrendo a modelos animais. Esta fase é
crucial para analisar a viabilidade da utilizacdo do composto e na decisdo do avanco da
investigacdo, uma vez que é nela que sera recolhida a informagé&o sobre os possiveis
beneficios e limitagdes do composto em questdo para posterior avaliagdo em humanos
(144). Numa fase posterior, quando ja existe evidéncia cientifica sustentada e dados de
seguranga suficientes, da-se inicio a fase clinica. Nesta Ultima etapa de desenvolvimento
sdo realizados ensaios clinicos, conduzidos no ser humano, com o objetivo de apurar a
eficacia do composto, analisar o seu perfil de seguranca e determinar a dose terapéutica
(144). Infelizmente, a maior parte dos estudos ndo chega a esta fase, ficando apenas como
ensaios pré-clinicos, por falta de evidéncia. Apesar disso, ha exemplos de ensaios clinicos

bem-sucedidos.
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6. Conclusao e Consideracdes finais

A doenca inflamatéria do intestino, é uma doenca idiopatica, que se manifesta
frequentemente através de dor abdominal intensa, diarreia e perda de peso. Caracteriza-
se pela inflamacdo cronica do trato gastrointestinal e a terapéutica atual instituida engloba
farmacos como anti-inflamatérios intestinais, corticosteroides, imunomoduladores,
medicamentos bioldgicos e farmacos adjuvantes, que controlam a sintomatologia. O facto
de nem todos os doentes responderem de forma eficaz aos tratamentos, 0s custos das
terapéuticas e os seus efeitos adversos, sdo questdes que tornam fundamental a pesquisa
de novos compostos eficazes nestas patologias.

As microalgas sao fontes ricas de proteinas/péptidos, polissacarideos, &cidos gordos
polinsaturados e carotenoides, como a astaxantina, p-caroteno entre outros pigmentos,
compostos com atividade anti-inflamatdria, antioxidante e prebiotica, que revelam ser um
recurso promissor no desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas nas DI,
atuando na reducdo da inflamacao, stress oxidativo e modulagdo da microbiota intestinal.
Assim sendo, as microalgas podem ser consideradas produtos de valor acrescentado, em
virtude dessa riqueza em compostos bioativos, da sua seguranca e da sua elevada
sustentabilidade ambiental, pela captacdo do CO, e consequente combate do efeito de
estufa.

E também essencial que os processos de cultivo e extragio desta matéria-prima sejam
otimizados, com o uso de tecnologias recentes, de forma a obter as quantidades desejadas
e a0 mesmo tempo preservar a biodiversidade. Assim como a realizacdo de mais estudos
que permitam identificar os compostos responsaveis pela atividade.

Uma vez que os estudos na area das microalgas ainda séo limitados e o seu potencial
em salde pouco explorado, é essencial o desenvolvimento de projetos como o
AlgaedIBD. Este projeto junta especialistas de todo o mundo, com o objetivo de
desenvolver suplementos e alimentos funcionais para prevenir o aparecimento das DI, e
produzir medicamentos e nutracéuticos para tratar os sintomas e prevenir a sua
ocorréncia, retirando o melhor partido das micro- e macroalgas.

As crescentes taxas de prevaléncia e incidéncia das DII, associadas aos efeitos
indesejaveis, a resposta inadequada da terapéutica e falhas na mesma, sdo importantes
fatores para o fomento de interesse por parte das industrias. Aliado a todos estes aspetos,
existe ainda uma tendéncia crescente de mercado na preferéncia por produtos naturais,

uma vez que a populacdo estd mais consciencializada dos problemas ambientais. Assim,
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estdo presentes inimeras importantes razdes para o despertar de interesse das indudstrias
alimentar, nutracéutica e farmacéutica para a valorizacdo desta matéria-prima, ainda que
haja uma regulamentacéo exigente a dificultar o desenvolvimento e a comercializagdo da
mesma. Como tal, a realizacéo de mais estudos clinicos é de facto importante, ndo so para
validar os ensaios em animais, como para garantir alto nivel de seguranca, qualidade,
consisténcia e eficacia das terapéuticas com microalgas. E importante salientar ainda, que
existe um longo caminho a percorrer e varias barreiras a serem ultrapassadas, para que a

natureza das microalgas passe a realidade atual dos doentes com DII.
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