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GUIA PARA INSTRUCAO PROCESSUAL DE PETICAO DE
AVALIACAO DE PROBIOTICOS PARA USO EM ALIMENTOS

Este Guia expressa o entendimento da Anvisa sobre as melhores praticas
com relagdo a procedimentos, rotinas e métodos considerados adequados
ao cumprimento de requisitos técnicos ou administrativos exigidos pela
legislacdo. Ndo confere ou cria novas obrigacées, devendo ser utilizado por
agentes publicos e privados como referéncia para cumprimento legislativo.
Abordagens alternativas sdo possiveis, de modo que sua inobservancia ndo
caracteriza infracdo sanitaria, nem constitui motivo para indeferimento de
peticdes, desde que atendidos os requisitos exigidos pela legislacdo, ainda
gue por meio diverso daquele previsto nesta recomendacao.

As recomendacdes contidas neste Guia produzem efeitos a partir da data de
sua publicacdo no Portal da Anvisa e ficam sujeitas ao recebimento de
sugestoes da sociedade por meio de formuldrio eletronico, disponivel em

As contribuicdes™® recebidas serdo avaliadas e poderdo subsidiar a revisao
do Guia e a consequente publicacdo de uma nova versao. Independente da
decisdo da darea, sera publicada analise geral das contribuicdes e racional
gue justifique a revisdo ou ndo do Guia.

*A fim de garantir maior transparéncia ao processo de elaboragdo dos instrumentos regulatérios editados
pela Anvisa, esclarecemos que os nomes dos responsaveis pelas contribuigdes (pessoas fisicas e juridicas)
sdo considerados informagdes publicas e serdo disponibilizados de forma irrestrita nos relatérios e outros
documentos gerados a partir dos resultados deste Guia. J& o e-mail e o CPF dos participantes,
considerados informagdes sigilosas, terdo seu acesso restrito aos agentes publicos legalmente
autorizados e as pessoas a que se referem tais informagdes, conforme preconiza o artigo 31, §19, inciso |
da Lei n? 12.527, de 18 de novembro de 2011. Outras informagdes que venham a ser consideradas
sigilosas pelos participantes poderdo ser apensadas em campo especifico no formulario eletronico.
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1. INTRODUCAO

Os probiodticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem algum beneficio para a saude (FAO/WHO, 2002; HILL
et al, 2014). Esses micro-organismos pertencem a diferentes géneros e espécies, tanto
de bactérias como leveduras, e tém sido associados a diversos efeitos benéficos.

No Brasil, o uso de probidticos em alimentos requer prévia avaliacdo da Anvisa,
segundo requisitos da Resolugdao RDC Anvisa n?2 241, de 27 de julho de 2018. A avaliagao
efetuada contempla trés elementos principais: comprovacdo inequivoca da identidade
da linhagem do micro-organismo, de sua seguranca e de seu efeito benéfico.

O presente Guia ndo abarca os micro-organismos ndo vidveis, mesmo quando
houver evidéncias de seu beneficio para a saude, pois 0s mesmos nao estdo abrangidos
na definicdo de probidticos.

Este Guia destina-se a orientar os interessados na instrucdo processual de
peticao de avaliacdao de probidticos para uso em alimentos.

Este Guia procura indicar a relevancia de cada informacdo para a conducdo da
comprovacao da seguranca e do beneficio de probidticos, considerando os requisitos
estabelecidos na legislacdo. Entretanto, este documento ndo pretende ser exaustivo na
exploracdo do tema, uma vez que as informacGes necessdrias para avaliacdo de
seguranca podem variar dependendo das caracteristicas do micro-organismo, da
populacdo-alvo, do tipo de alimento e do tipo de beneficio atribuido. Assim, podem
existir circunstancias em que sejam necessarios dados ou ensaios adicionais para a
avaliacdo, além de procedimentos suplementares.

Caso o requerente adote caminhos alternativos, os motivos que levaram a
adocdo de metodologia distinta devem ser devidamente fundamentados, incluindo suas
respectivas referéncias.

Este Guia deve ser aplicado em conjunto ao regulamento técnico especifico, atos
normativos subsididrios e outros documentos de orientacdo. Ressalta-se que as
informacgdes e interpretacbes deste guia estdo sujeitas a mudancas, em virtude de

alteragdes na legislacdo sanitaria e da evolugdo do conhecimento técnico e cientifico.
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2. BASE LEGAL

Resolucdo RDC n2 241, de 26 de julho de 2018, que dispde sobre os requisitos para
comprovacgdo da seguranca e dos beneficios a salide dos probidticos para uso em
alimentos.

Resolucdo RDC n? 243, de 26 de julho de 2018, que dispde sobre os requisitos sanitarios
dos suplementos alimentares.

Resolugdo n2 18, de 30 de abril de 1999, que aprova o regulamento técnico que
estabelece as diretrizes basicas para andlise e comprovacgao de propriedades funcionais
e ou de saude alegadas em rotulagem de alimentos.

3. TOPICOS ESPECIFICOS DO GUIA
3.1. COMPONENTES DA INSTRUCAO PROCESSUAL

Para avaliacdao de uma linhagem de micro-organismo recomenda-se estruturar

um dossié técnico-cientifico, cujos principais elementos estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 — Componentes do dossié técnico-cientifico para avaliacdo de uma linhagem

de probidtico.

APRESENTACAO DO DOSSIE

Identificar linhagem do micro-organismo e a alegagao pretendida, informar o produto em que sera
utilizado, o publico alvo, a dose recomendada, as condi¢des ou restricdes de uso, as adverténcias e os
potenciais efeitos adversos
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3.2. APRESENTACAO DO DOSSIE TECNICO-CIENTIFICO

O conceito de probidticos traz nas suas premissas o reconhecimento de um
efeito benéfico para quem o utiliza. Apesar de alguns especialistas defenderem que
esses efeitos benéficos podem ser atribuidos genericamente a grupos de micro-
organismos (HILL et al., 2014), a abordagem regulatéria adotada pela Anvisa requer a

sua demonstracdo para a linhagem especifica (FAO/WHO, 2002).

Para introduzir o dossié técnico cientifico, foi estruturado um documento de
apresentacdao (Anexo |) que reune as informacbes essenciais para o processo de
avaliacdo, incluindo: a linhagem do micro-organismo; os desfechos avaliados; a alegacao
qgue se pretende utilizar; a populacao alvo; tipos de alimentos indicados para adicdo
da(s) linhagem(ns); a quantidade minima sugerida para obtencao do beneficio alegado;

e as condicdes de uso.

Eventuais adverténcias ou restricdes de uso também devem constar dessa

apresentacado inicial, assim como potenciais eventos adversos.

Todo o dossié técnico-cientifico deve ser apresentado na lingua portuguesa. As
publicacdes técnico-cientificas e dos pareceres de autoridades ou instituicdes
estrangeiras, poderdo ser aceitos em lingua inglesa ou espanhola, desde que essas sejam

as linguas dos textos originais.

Considerando a Lei de Acesso a Informacdo (LAI) (Lei n? 12.527, de 18 de
novembro de 2011), deve ser indicada que partes das informacdes e documentacao
constantes no dossié técnico cientifico devem ser tratadas como confidencial. A

indicacdo deve ser fundamentada com base no disposto na LAI, para analise da Agéncia.

3.3. COMPROVACAO DA IDENTIDADE

A classificacdo, identificacdo e nomenclatura adequadas dos micro-organismos
constituem o ponto de partida para a avaliagdo de suas propriedades, sendo elementos

primordiais do dossié técnico-cientifico.
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A identificacdo atribui o micro-organismo a um grupo taxondémico conhecido, de
acordo com sua similaridade com esse grupo. Esta classificagdao permite a previsdo das
propriedades gerais do micro-organismo com base no que ja se sabe sobre o grupo
taxonémico (género/espécie), sendo importante para a identificagdo de perigos porque
fornece uma referéncia que pode ser utilizada para prever as suas caracteristicas
relevantes. Essas propriedades gerais incluem a capacidade de producdo de toxinas
especificas, alérgenos ou fatores de viruléncia que sdo tipicamente expressos no
género/espécie. A identificagdo de um micro-organismo, portanto, é etapa fundamental
na avaliacdo de segurancga, sem a qual a avaliagdo nao pode ocorrer. A identificacdo deve
ser baseada em metodologias atualizadas e conhecimento atual sobre o género e

espécie.

A identificacdo da linhagem do micro-organismo probidtico é de importancia
critica na avaliacdo de seguranga, uma vez que os efeitos observados assim como
determinados fatores de viruléncia sao linhagem-especificos. A identidade da linhagem
é importante também para relaciona-la a uma alegacao de propriedade funcional ou de
saude, bem como para avaliar a estabilidade da linhagem ao longo do processo de
fabricacdo, caracterizar adequadamente o micro-organismo durante estudos em
humanos e estabelecer uma vigilancia pds-comercializacdo eficiente. Portanto, a
identificacdo completa (género, espécie e linhagem) dos micro-organismos probidticos

deve ser claramente indicada.

3.3.1. Nomenclatura

A nomenclatura apresentada no dossié deve estar em conformidade com a
nomenclatura atual e cientificamente reconhecida. Para as bactérias, os nomes
utilizados devem estar de acordo com o Cdédigo Internacional de Nomenclatura de
procariotos, conforme estabelecido pelo Comité Internacional de Sistematica de

Procariotos'.Novas unidades taxondmicas ou reatribuicbes a taxonomia e a

L http://www.the-icsp.org/
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nomenclatura sdo publicadas no International Journal of Systematic and Evolutionary

Microbiology (IJSEM?). A nomenclatura e a taxonomia dos fungos sdo

estabelecidas pelo Cddigo Internacional de Nomenclatura para algas, fungos e
plantas3. A nomenclatura atualmente aprovada para fungos pode ser encontrada no

banco de dados MycoBank.*

3.3.2. Depdsito em Colegao de Cultura

O dossié técnico-cientifico deve identificar e comprovar a colecdo de cultura
internacionalmente reconhecida na qual a linhagem esta depositada. O nimero/cédigo
da linhagem na respectiva colegao deve ser fornecido. Os nomes comerciais de uma
linhagem podem ser usados, mas somente em adi¢ao a designagao correta da espécie e

sua respectiva identificacdo de depdsito.

3.3.3. Origem da Linhagem

Devem ser fornecidos dados sobre a origem da linhagem, especificando se foi
isolada inicialmente de alimento, da microbiota humana ou de outros animais, dentre
outras fontes possiveis. Para micro-organismos longamente aplicados na producgao de
alimentos, dados sobre sua origem podem ser imprecisos, de toda forma, é importante

relatar a forma de obtencao da linhagem.

3.3.4. Identificagao

A maioria dos micro-organismos probidticos disponiveis atualmente para uso
humano pertence ao grupo das bactérias acido laticas (BAL) e ao género
Bifidobacterium. Para diferenciacdo entre as espécies destes grupos, os testes

fenotipicos ndo devem ser utilizados como abordagem Unica.

2 http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/about

3 http://www.iapt-taxon.org/nomen/main.php

4 http://www.mycobank.org
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Para identificacdo da espécie, um grupo de especialistas da Organiza¢cdo Mundial
da Saude (OMS) (FAO/WHO, 2002; 2006) recomenda que primordialmente sejam feitos
os testes fenotipicos, seguidos de testes genotipicos. A especificacdo do micro-
organismo constante do dossié deve ser estabelecida usando a metodologia mais atual
e valida, por meio da combinagao de testes fenotipicos (morfoldgicos e bioquimicos) e
genotipicos (ex. sequenciamento genético). A tipagem da linhagem deve ser realizada

por métodos de tipagem molecular, de alto poder discriminatdrio.

3.3.4.1. Testes Fenotipicos

Abrangem técnicas que, direta ou indiretamente, medem ou detectam
caracteristicas que sdo o resultado observavel da constituicdo genética daquele micro-
organismo. Estes métodos foram, durante muito tempo, empregados para identificar
micro-organismos e apesar do advento da biologia molecular, ainda tém utilidade para
determinadas designagdes taxondmicas. Isto porque as caracteristicas fenotipicas sao
basicas e criticas para agrupar micro-organismos dentro de grandes classes de micro-

organismos similares.

Caracteristicas fenotipicas de bactérias incluem caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas e bioquimicas, e requerem a multiplicacdo do organismo em cultura pura,
sob condi¢des adequadas. Ja suas caracteristicas morfolégicas sdo diretamente
observaveis a olho nu (ex. forma, cor e textura de col6nias) ou por microscopia (ex.

forma da célula, tipo de agrupamento celular e coloracdo de Gram).

As caracteristicas fisioldgicas se referem as condi¢cbes nas quais os micro-
organismos multiplicam, sobrevivem e perpetuam sua popula¢cdo. Quando um micro-
organismo possui habilidade em crescer em condicdes especificas ou extremas, estas
caracteristicas sdo consideradas robustas e podem ser usadas para a identificacdo de
micro-organismos (ex. faixa de pH, crescimento em determinadas concentrag¢des de sal,

tolerdncia ao oxigénio, suscetibilidade/resisténcia a antimicrobianos).
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As caracteristicas metabdlicas, em sua maior parte, sdo indiretamente
observadas porque se baseiam em reag¢des bioquimicas ou atividades metabdlicas dos
micro-organismos. Os métodos bioquimicos geralmente envolvem crescimento em
varios substratos, ensaios para avaliagdo de atividade enzimdtica ou ensaios para
deteccdo de subprodutos metabdlicos resultantes da atividade enzimdtica (ex. teste de
catalase, oxidase, utilizacdo de carboidratos e producdo de 4acidos). Para avaliagdo das
caracteristicas metabdlicas, também podem ser usados sistemas de identificacdo
miniaturizados e automatizados, compostos por multiplos ensaios em uma unica

placa/dispositivo.

Na instrucdo do dossié, pode-se apresentar uma sintese das caracteristicas

fenotipicas da linhagem do micro-organismos.

3.3.4.2. Testes Genotipicos

Testes genotipicos comparam diretamente sequéncias, em vez de considerar a
expressao do gene e, muitas vezes sdo necessarios para a discriminacao correta entre
espécies e linhagens. Atualmente, o uso inadequado de métodos de identificacao é
considerado a principal causa do erro de rotulagem de produtos probidticos em todo o
mundo e estas inconsisténcias podem afetar tanto a eficacia quanto a seguranga de um
produto. Portanto, somente quando a identificacdo da espécie e a tipagem da linhagem
é realizada com métodos internacionalmente aceitos, a linhagem é considerada

suficientemente caracterizada (EFSA, 2016).

Para identificacdo de espécies bacterianas, sdo indicados os métodos de
hibridizacdo DNA-DNA ou a anélise de sequéncia de genes 16S rRNA (FAO/WHO, 2006).
No entanto, é importante ressaltar que, a técnica de hibridizacdo DNA-DNA é dificil de
ser utilizada na rotina e, em alguns casos, o sequenciamento do gene do 16S rRNA tem
uma resolucdo limitada e pode ndo ser suficiente para discriminar espécies
estreitamente relacionadas, tais como aquelas pertencentes ao grupo do Lactobacillus
delbrueckii, grupo do Lactobacillus plantarum ou ao grupo do Lactobacillus casei; além

de Bifidobacterium animalis e Bifidobacterium longum. Para esses casos, deve-se usar
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técnicas moleculares complementares como Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP) ou Repetitive DNA Element-PCR (rep-PCR). Sdo recomendadas também, técnicas
de avaliacdo de sequéncias de marcadores taxondmicos robustos, como outros genes
ribossomais (por exemplo, 23S rRNA e Internal Transcribed Spacers Elements - ITS), além
de genes de cdpia Unica (pheS, atpA, rpoA) (VANKERCKHOVEN et al., 2008), ou outras

técnicas de identificacdo de espécie internacionalmente aceitas.

Para identificacdo da linhagem s3o utilizados métodos de tipagem. E importante
ressaltar que os métodos de tipagem ndo sdo adequados para a identificacdo de
espécies. Para identificacdo de linhagens bacterianas, recomenda-se o uso de algum
das seguintes técnicas: a) macrorrestricdio de DNA seguida por eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE), técnica que usa eletroforese em gel de campo pulsado para
separar grandes fragmentos de DNA cromossdmico gerados por digestdo com enzimas
de restricdo (Restriction Fragment Lenght Polimorphism - RFLP); b) analise de DNA
polimérfico amplificado aleatoriamente (Random Amplification of Polymorphic DNA -
RAPD); e c) outros métodos moleculares de tipagem genética internacionalmente
aceitos como, por exemplo, polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado

(Amplified Fragment Lenght Polimorphism - AFLP).

Para leveduras, a identificacdo da espécie pode ser realizada pelas seguintes
técnicas: Restriction Fragment Lenght Polimorphism — RFLP (RFLP de produtos de PCR
da regido de transcricdo interna (ITS) do 5.8S5 rDNA) ou pela andlise de sequenciamento
de marcadores taxonoémicos de DNA (por exemplo, os dominios D1 e D2 do rDNA 26S
ou suas regides). Para a identificacdo da linhagem, recomenda-se: a) analise do
polimorfismo do comprimento cromossémico seguida por eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE); b) andlise de DNA polimérfico amplificado aleatoriamente (Random
Amplification of Polymorphic DNA - RAPD); c) analises de polimorfismo de DNA de
microssatélites (Short Tandem Repeats - STR) ou outras técnicas moleculares de tipagem

genética internacionalmente aceitas.

Embora todos os métodos listados para bactérias e leveduras sejam relevantes,

eles podem ser substituidos, quando possivel, pelo sequenciamento completo do
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genoma do micro-organismo. Além de identificar a linhagem, a sequéncia gen6mica
pode revelar o potencial patogénico da linhagem pela identificagdo de genes de
viruléncia, informacdes relevantes para a avaliacdo de seguranca, principalmente, de

novas linhagens.

4. COMPROVACAO DA SEGURANCA

A linhagem probidtica deve ser segura para o uso pretendido, ou seja, para a
populagdo-alvo e nas condi¢des de uso recomendadas. Para tanto, a seguranc¢a da
linhagem deve ser demonstrada por meio de testes in vivo e in vitro, objetivando obter
aprovacao cientifica para garantir a seguranca da cepa.

Para a assegurar a seguranca, o dossié deverd ser composto por identificacdo do
grupo ou classe de risco, histérico de uso, revisao de literatura, ensaios in vitro, ensaios

em animais, ensaios clinicos, e, quando disponivel, vigilancia pés mercado.

A andlise computacional ou analise in silico, ou seja, comparag¢ao da sequéncia
genética do micro-organismo probiético com bancos de dados de genes associados a

viruléncia pode ser realizada de forma a complementar os ensaios de seguranca.

4.1. Identificagao do grupo ou classe de risco do micro-organismo

O primeiro elemento de instrugdo relacionado a seguranca da linhagem ¢é a
identificacdo do grupo ou classe de risco a que o micro-organismo pertence com sua
respectiva referéncia (ex. Ministério da Saude/Brasil, Center for Disease Control/USA,
European Food Safety Authority - EFSA, World Health Organization - WHQ), pois o grupo
de risco orientara sobre possiveis problemas de seguranca relacionados ao micro-
organismo. Além disso, podem ser providas informacdes sobre a existéncia de status
GRAS (Generally Recognized as Safe) para a linhagem ou QPS (Qualified Presumption of

Safe) para a espécie do micro-organismo.
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4.2. Historico de Uso

Evidéncias que caracterizem o histérico de uso do produto contendo a
linhagem/espécie microbiana, também podem contribuir para sua comprovacdo da
seguranca. A seguranca baseada em histdrico de uso seguro implica na comprovacgao do
consumo da linhagem por geracdes, em larga escala e por um grupo de pessoas com
heterogeneidade genética, sem registro de eventos adversos. Tais evidéncias sado
especialmente relevantes para aqueles produtos que possuem uma tradi¢ao de uso bem
relatada em outros paises e cuja finalidade e condi¢des de uso, atualmente propostas,

sejam compativeis com aquelas historicamente descritas.

O histérico de uso pode ser demonstrado a partir da combinagdo de evidéncias
cientificas, registros histéricos, informacGes comerciais de producdo e vendas durante
determinado periodo, dados de pesquisas sobre aquisicdo ou consumo alimentar e
documentos publicados por autoridades internacionais, que atestem o consumo do

produto, por determinada populacao.

Ressalta-se que os dados sobre histdrico de uso devem ser condizentes com as
condicBes de uso sugeridas para o probidtico (ex. com a mesma quantidade de micro-

organismos e condi¢Bes de preparo que nao prejudiguem sua viabilidade.

4.3. Revisao de literatura

O objetivo deste item é agregar ao dossié literatura disponivel acerca da
inocuidade ou patogenicidade do micro-organismo. Para tanto, deve ser fornecida
revisdao de literatura abrangente que compreenda aspectos de seguranca sobre a
linhagem ou unidade taxonémica a qual o micro-organismo pertence. Devem ser
descritos a metodologia e o resultado de estudos publicados sobre fatores de viruléncia

e capacidade patogénica da espécie e/ou linhagem. Estes estudos podem compreender
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ensaios in vitro, em animais ou em seres humanos. Para estes casos a descricdo dos

métodos e resultados obtidos deve ser fornecida nos itens abaixo relacionados.

4.4. Ensaios in vitro

A relacdo de ensaios in vitro necessarios para comprovagao de seguranga de uma
linhagem depende de diversas varidaveis. A necessidade de realizacdo de um ensaio in
vitro sera determinada pela disponibilidade de informacdes acerca de caracteristicas ou
propriedades da unidade taxonOmica a qual pertence a linhagem, seu histérico de uso,
publico-alvo a que se destina e, quando disponiveis, resultados de ensaios em animais e

seres humanos.

Os testes minimos requeridos devem demonstrar que os microrganismos nao
possuem genes especificos de resisténcia a antibidticos capazes de serem transferiveis
horizontalmente ou qualquer fator de viruléncia que possa causar danos a saude do
consumidor. De forma complementar, outros testes podem ser requeridos, tais como,
producao de substancias antimicrobianas, lactato, mucinase, desconjugacdo de sais

biliares, entre outros.

O objetivo desta se¢dao nao é trazer uma lista exaustiva de ensaios que devem
ser realizados, mas fazer consideracdes sobre os principais ensaios realizados para

comprovacao de seguranca de uma linhagem probidtica.

Os ensaios in vitro devem ser devidamente descritos no dossié, assim como os
resultados obtidos. A comprovacdo do resultado de um ensaio in vitro pode ser realizada

por meio de apresentacao de certificado de andlise ou estudos publicados.

4.4.1. Testes minimos

4.4.1.1. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de importancia clinica

Este ensaio é obrigatorio para qualquer linhagem probidtica. O desenvolvimento
da resisténcia aos antimicrobianos entre bactérias € uma preocupagdo crescente em

saude. Supondo que o probidtico em questdo ndo apresenta caracteristicas patogénicas,
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a principal preocupacdo com a presenca de genes de resisténcia a antibidticos é a
capacidade de transferéncia desses genes da linhagem para outros micro-organismos
presentes na microbiota intestinal humana. A possibilidade de transferéncia de genes

de resisténcia estd relacionada a localizagdo desses genes.

Presume-se que a resisténcia intrinseca apresenta um potencial minimo para a
disseminacdo horizontal, enquanto a resisténcia mediada por genes encontrados em
elementos méveis do genoma é considerada como tendo um alto potencial de
disseminacdo horizontal (EFSA, 2012). Portanto, todas as linhagens microbianas
candidatas a probidticos devem ser avaliadas quanto a susceptibilidade a um nimero
relevante de antimicrobianos de importancia humana e veterinaria. Essa avaliagdo é um

componente relevante do dossié técnico-cientifico.

Para a avaliacdao da susceptibilidade a antimicrobianos devem ser utilizados
procedimentos de diluicdo seriada em dagar ou caldo e linhagens-controle devem ser
incluidas nos testes. Estes devem ser realizados de acordo com padrdes
internacionalmente reconhecidos, como o Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI), padrao I1SO, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Test (EUCAST)

ou similar.

Como requisito basico, a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos
antimicrobianos expressos em mg/L ou pg/mL devem ser determinados para
antimicrobianos clinicamente importantes. Métodos qualitativos ou semi-qualitativos
gue determinam a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) indiretamente, como os

métodos de difusdo, geralmente ndo sado aceitdveis (EFSA, 2012).

Com o objetivo de distinguir as linhagens resistentes e suscetiveis, pode-se
utilizar os valores de corte estabelecidos pelo painel de especialistas no documento
Guidance on the characterisation of microorganisms used as feed additives or as

production organisms, da comunidade europeia (EFSA, 2018).

Os valores de corte microbioldgico sdo estabelecidos estudando a distribuicdo

de CIM dos antimicrobianos escolhidos em popula¢des bacterianas pertencentes a uma
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Unica unidade taxondmica (espécie ou género). Assim, a linhagem sera classificada como
sensivel, se o seu crescimento for inibido em uma concentragdo de antimicrobiano igual
ou inferior ao valor de corte estabelecido (CIM < valor de corte), ou resistente, se o seu
crescimento ndo for inibido em uma concentragao de antimicrobiano superior ao valor

de corte estabelecido (CIM > valor de corte).

Em caso de resisténcia a algum antibiético, deve-se determinar sua natureza, se
intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é aquela que faz parte das
caracteristicas naturais do micro-organismo, transmitida verticalmente a prole. A
resisténcia ainda pode ser ndo natural ou adquirida e ocorre quando ha o aparecimento
de resisténcia em uma espécie bacteriana anteriormente sensivel a droga em questao.
Para esta avaliacdo, quando houver informacdes limitadas sobre a distribuicdo da CIM
dentro da unidade taxonOGmica considerada, a natureza estrutural e a base genética da

resisténcia devem ser demonstradas analisando uma sele¢do representativa de

linhagens pertencentes a essa unidade taxon6mica.

Quando uma linhagem bacteriana demonstra maior resisténcia a um
antimicrobiano especifico do que outras linhagens da mesma unidade taxondémica, ha
indicio de resisténcia adquirida, sendo necessaria informacdo sobre a base genética da
resisténcia antimicrobiana (EFSA, 2012). Assim, é muito importante distinguir se a
resisténcia foi causada por alteracdes genéticas aleatdrias em cromossomos ou por
adicdo de elementos genéticos mdveis. Qualquer associacdo possivel entre elementos
genéticos mdveis e genes de resisténcia antimicrobiana deve ser relatada. Dados sobre
a presenca de DNA extra cromossdmico, como plasmideos e outros elementos genéticos
moveis, incluindo sequéncias de insercdo (Sl), integrons e transposons devem ser
fornecidos. A decisdo sobre a seguranca de uso da linhagem sera realizada conforme

arvore decisdria (Anexo Il).

Outro requisito é que os probidticos para uso humano sejam susceptiveis a pelo
menos dois antibidticos clinicamente relevantes, para que em caso de infec¢des haja

tratamento disponivel e eficaz.
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4.4.1.2. Pesquisa de fatores de viruléncia

O dossié deve ser suficiente para demonstrar a auséncia de fatores de viruléncia,
tais como, toxinas, enzimas (ex.: hemolisinas), metabdlitos tdxicos (ex.: aminas
biogénicas) ou outras moléculas relacionadas a patogenicidade do micro-organismo

probidtico (ex.: invasinas, adesinas, proteinas de superficie).

Caso a revisdo de literatura ndo comprove a auséncia de fatores de viruléncia,
ou ainda, indique a presenca de fatores de viruléncia no género/espécie do micro-
organismo probidtico, ensaios in vitro que avaliem a presenca destes determinantes na

linhagem probidtica devem ser obrigatoriamente realizados.

Especificamente para o género Bacillus, a principal preocupacado de seguranca é
a producdo de toxinas. No entanto, a capacidade de producdo de toxinas e a natureza
das toxinas produzidas estao distribuidas de forma desigual no género, ocorrendo
frequentemente em algumas espécies e mais raramente em outras. Na auséncia de
evidéncias sobre a capacidade para a produg¢dao de toxinas, qualquer linhagem de
Bacillus ou de outros géneros relacionados deve ser avaliada quanto ao potencial
toxigénico. A determinacdo in vitro de toxinas deve ser realizada pelo protocolo de
citotoxicidade em células, conforme estabelecido em Guia da Autoridade Europeia de

Seguranca Alimentar (EFSA, 2014).

Se a linhagem em avaliacdo pertence a uma espécie/género que possua
hemolisinas ou potencial hemolitico conhecido, a determinacao da atividade hemolitica
em agar sangue é necessaria para a linhagem. Para confirmacado da atividade hemolitica,
devem ser realizados testes in vitro, pela observacdo da hemdlise em dagar sangue.
Outras enzimas com capacidade deletéria, tais como a gelatinase, que possui
capacidade de degradar a mucosa, devem ser testadas quando houver indicacdo para

tanto.
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Algumas bactérias do dacido latico, quando presentes em determinados
alimentos fermentados e sob algumas condigdes ambientais, podem produzir histamina
e/ou tiramina, aminas biogénicas consideradas tdxicas para humanos. Assim, para
adicdo em alimentos fermentados, caso a espécie probidtica seja reconhecidamente
capaz de produzir aminas biogénicas, deve-se conhecer o potencial da linhagem para a
producdo destes metabdlitos. Para tanto, devem ser realizados testes genotipicos que
indiguem a presenca de genes relacionados a produc¢do destes metabdlitos, ou ainda,
sempre que houver a possibilidade de geracdo destas aminas no alimento,
imunoensaios, métodos fluorimétricos, colorimétricos e cromatograficos, reconhecidos
e validados, devem ser utilizados para determinar a auséncia das aminas biogénicas nos

alimentos (EFSA, 2011).

4.4.2. Testes complementares

4.4.2.1. Produc¢ao de substancias antimicrobianas

Um requisito de seguranca primordial é que o probidtico ndo pode afetar
negativamente os micro-organismos comensais da microbiota humana, ou seja, a
microbiota indigena de modo a trazer maleficios a saude do hospedeiro. Por esse
motivo, é desejavel incluir ao dossié estudos in vitro ou descri¢cao de estudos publicados
relacionados a producdo de substancias antimicrobianas (bacteriocinas, antibidticos,
acidos organicos) e ao efeito antagonista do probidtico contra os principais grupos de
bactérias comensais humanas. Havendo impacto nesses grupos, uma analise
complementar de efeitos adversos indesejaveis, possivelmente advindos dessa

alteracdo, deve ser apresentada.

4.4.2.2. Producao de mucinase
A capacidade de degradar muco, pela producdo de mucinase, parece ser um
critério controverso para estimar protecdo ou efeito deletério de uma bactéria,

portanto, serd solicitado somente quando estritamente necessario. O raciocinio geral é

gue as bactérias que degradam o muco enfraquecem a barreira intestinal, pois
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desestabilizam a protecdo do epitélio. No entanto, algumas bactérias comensais usam
mucinas, os principais constituintes do muco, como uma fonte de energia e podem
estimular a producdo de muco hospedeiro. Assim, tal mecanismo ndo prejudicaria
necessariamente os mecanismos de defesa do hospedeiro. Além disso, o teste in vitro
de degradagao da mucina (cultura em meios liquidos ou sélidos) costuma usar mucinas
sintéticas do muco gastrico de porco, de forma que este experimento ndo representa
com precisdo a mucosa intestinal humana e, além disso, a diversidade de substratos
energéticos disponiveis in vivo é muito maior que in vitro. Assim, bactérias que
degradam muco in vitro (onde o muco é a Unica fonte de energia em meio de cultura)

podem ndo necessariamente usar este substrato in vivo.

4.4.2.3. Producgao de D-lactato

O metabolismo humano produz somente o isdmero L-lactato. A presenga de D-
lactato em seres humanos é consequéncia direta da sua produgdo por bactérias ou
indiretamente da agao de uma enzima bacteriana que converte L-lactato em D-lactato.
Nem todas as espécies probidticas possuem a capacidade de produzir D-lactato, mas
algumas espécies do género Lactobacillus possuem a enzima racemase €, assim, podem
converter L-lactato para D-lactato. A producdo de D-lactato por bactérias pode ser
prejudicial porque pode levar ao acumulo deste metabdlito no sangue e,
consequentemente, a acidose metabdlica, cujos efeitos clinicos iniciais sdo de dificil

deteccao.

Células humanas metabolizam e excretam pouco o D-lactato e a presenca deste
coloca em risco populagdes mais sensiveis como os recém-nascidos de alto risco, devido
a excrecdo renal parcial e auséncia de funcdo de barreira do trato gastrintestinal, assim
como os individuos com sindrome do intestino curto. Portanto, para os probidticos
pertencentes a espécies sabidamente capazes de produzir D-lactato e destinados a estes

grupos populacionais mais sensiveis sera necessario apresentar ensaio de D-lactato.
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4.5. Ensaios em animais

Caso estejam disponiveis estudos sobre avaliacdo da translocacdo bacteriana da
linhagem em modelos animais (ex. modelos animais convencionais
imunocomprometidos e isentos de germes), estes devem ser descritos. Estes estudos
sdo Uteis para comprovar a auséncia de translocacdao bacteriana nas concentragdes

probidticas destinadas a serem usadas nos alimentos.

Para linhagens ndo isoladas de alimentos ou da microbiota indigena humana e
sem seguranca estabelecida em nivel de género ou espécie, os possiveis efeitos nocivos
de um micro-organismo devem ser examinados, avaliados e interpretados testando-se
em modelos animais. Estudos de genotoxicidade/mutagenicidade, toxicidade aguda,
toxicidade subcroénica, toxicidade a longo prazo e toxicidade
reprodutiva/desenvolvimento devem ser conduzidos conforme as diretrizes da
Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econ6mico (OCDE). O modo de

administracdo deve ser por via oral.

O teste de toxicidade reprodutiva/desenvolvimento é uma parte rotineira da
avaliacdo da maioria dos produtos desenvolvidos para uso como alimento ou
medicamento, mas raramente discutido para probidticos. Avancos recentes na
compreensao do papel da microbiota no desenvolvimento do trato digestivo sugerem
gue a manipulacdo da populagdo microbiana poderia ter efeitos sobre o
desenvolvimento quando administrado a mulheres gravidas ou a criangas,

especialmente antes do desmame.

Como estratégias mais sofisticadas para a manipulacdo da saide humana com
micro-organismos estd aumentando, especialmente, o uso de linhagens além das
encontradas tradicionalmente em fermentagdOes lacticas e em quantidades elevadas,
torna-se importante desenvolver ferramentas para avaliar os efeitos dessas novas
exposicoes. Esses testes sdo capazes de detectar interrupg¢des na fungdo digestiva pelo
uso da linhagem probidtica que pode ser monitorada por sinais genéricos de estado de

saude, como baixa sobrevivéncia ou baixo peso ao nascer de filhotes, crescimento ou
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desenvolvimento mais lento de filhotes ou defeitos histolégicos em 6érgaos especificos,
como as paredes intestinais. Além dos parametros finais usuais de teste de toxicidade
no desenvolvimento, é relevante que seja investigado se um organismo probidtico se
torna um residente permanente da microbiota adulta da prole. Isso seria
particularmente relevante para linhagens isoladas de espécies que indicam

probabilidade de translocacdo (GUEIMONDE, 2006; SANDERS, 2010; ISA, K. et al., 2016).

4.6. Ensaios em humanos

A seguranca classica medida pela determinacao de toxicidade ou patogenicidade
de bactérias probidticas sempre sera prejudicada pelo fato de que modelos animais
simplificados ou ensaios de células ndo representam adequadamente a complexa
interacdo entre micro-organismos, ambiente e popula¢gdes humanas. Estudos clinicos
gue avaliem a seguranca para linhagem probidtica sdo essenciais para conclusdo do
dossié, pois ajudam na interpretacdo dos resultados obtidos a partir de estudos in vitro

ou ensaios em animais, particularmente quando ha muitas incertezas.

Portanto, estudos de tolerancia e ensaios clinicos de curto prazo em voluntarios
saudaveis (fase 1) sdo obrigatérios para qualquer linhagem (FAO/WHO, 2002). Caso
existam estudos clinicos de fase 2 ou 3, em voluntarios saudaveis ou em populag¢des ndo
doentes, com acompanhamento de efeitos adversos, estes podem substituir a
apresentacdo dos estudos de fase 1. Estudos epidemiolégicos observacionais de coorte
(retrospectivos ou prospectivos) ou transversais, quando disponiveis, também devem
ser incluidos, pois, além de relevantes para as conclusdes, podem abarcar a avaliacao
de efeitos colaterais a longo prazo e em subpopulagdes, tais como, gravidas, criangas,

idosos, pacientes criticamente doentes.

Para avaliacdo de linhagens probidticas, cuja indicacdo de uso seja para lactentes
e criangas de primeira infancia, os estudos clinicos devem ser conduzidos com esta
populacdo, avaliando-se parametros de crescimento, desenvolvimento e auséncia de
eventos adversos, entre outros que possam ser relevantes de acordo com o mecanismo

de acdo da linhagem e a populagdo a que se destina. Semelhantemente, quando os
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produtos forem indicados a gestantes, é necessario avaliar os parametros de

crescimento, desenvolvimento e auséncia de eventos adversos para o feto.

O ensaio clinico deve ser registrado em referéncia internacionalmente aceita,
como por exemplo, International Standard Randomized Controlled Trial
(www.isrctin.com). Resultados de ensaios clinicos ndo publicados também podem ser

incluidos no dossié.

4.7. Vigilancia pos-mercado

Quando disponivel, devem ser apresentados dados sobre vigilancia de eventos
adversos, incluindo isolamento de bactérias probidticas de pacientes com infec¢oes
sistémicas. Esses dados sdo de especial interesse quando a linhagem a ser usada tem

sua seguranca amparada em um histérico de uso seguro.

5. COMPROVACAO DO BENEFICIO

5.1. Alegacoes de propriedade funcional ou saude

O efeito benéfico de um probidtico deve necessariamente ser traduzido por uma
alegacdo de propriedade funcional ou de salde, relacionada ao beneficio comprovado

para a linhagem.

Em principio, uma alegacdo de propriedade funcional pode ter carater geral ou
especifico. Uma alegacdo de propriedade funcional de carater geral é aquela cujo
beneficio esta relacionado a uma fung¢do geral do probidtico em algum sistema do

organismo (ex. contribui com a saude do trato gastrointestinal).

Caso a alegacdo de propriedade funcional esteja relacionada a um papel
fisiolégico ou metabdlico especifico no organismo (ex. contribui para aumentar o tempo
de transito intestinal; contribui para a digestdo da lactose), o beneficio alegado é

considerado como de carater especifico.
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Por outro lado, uma alegacdo de saude terd sempre carater especifico, pois esta
relacionada a reducdo de risco de doengas ou a condicdo relacionada a saude (ex.

reducdo do risco de infec¢des do trato urinario; reducdo do risco de diarreia do viajante).

A legislagdo brasileira impede a atribuicio de efeitos medicamentosos e
terapéuticos a alimentos; portanto, as alegacdes ndo podem estar associadas a
prevencao, ao tratamento ou a cura de doencas. Alegacdes especificas sdo desejaveis,
uma vez que comunicam mais claramente ao consumidor o beneficio alegado. Esse tipo
de alegacdo também ndo deve ser demasiadamente genérico, sob o risco de ndo ser
possivel obter evidéncias capazes de comprovar o efeito e comunicar adequadamente

sobre o beneficio alegado (FAO/WHO, 2002; BRASIL, 1969).

Para a construcdo das orientacdes apresentadas a seguir, foram consideradas as
diretrizes elaboradas por especialistas reunidos pela FAO e OMS (FAO/WHO, 2002). Os
guias e as recomendacbes produzidas por autoridades regulatérias estrangeiras e
especialistas foram outras referéncias relevantes, sendo utilizados documentos
direcionados a probidticos (EFSA, 2016; HILL et al., 2014) e outros que orientam sobre
as melhoras praticas na elaboracdo de dossiés para a comprovacdo de alegacbes (Health

Canada, 2009; FRSC, 2014; FDA, 2003; FDA, 2009).

5.2. Estudos para caracterizagao da linhagem probiodtica

Além da seguranca, a selecdo de uma linhagem de probidticos é determinada
principalmente pelo seu potencial de gerar beneficios aos humanos. Geralmente se
considera que, para aplicacdo em produtos alimenticios, os probidticos precisam ser
capazes de sobreviver até que tenham alcancado a parte do trato gastrointestinal em
gue exercerdo seus supostos efeitos. Por exemplo, para atuarem no cdélon, os
probidticos precisam resistir a enzimas salivares, acido gastrico, secrecGes de bile e
enzimas no intestino delgado, bem como alteragdes de pH que encontrardao durante sua

passagem pelo trato gastrointestinal.
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Assim, os estudos de caracterizagdo da linhagem devem mostrar que a linhagem
resiste a passagem pelas principais barreiras quimicas e biolédgicas do corpo e atinge o
intestino na forma viva. Essa caracterizacdo pode ser realizada por testes in vivo e in

vitro.

Os testes minimos requeridos devem demonstrar: tolerancia a temperatura
corporal, quando nao for isolado da microbiota de mamiferos; resisténcia a acidez

gastrica; resisténcia aos acidos biliares e resisténcia a lisozima.

Opcionalmente, podem ser providos testes que demonstrem a aderéncia ao
muco, a células epiteliais ou a linhagens celulares, a atividade antimicrobiana contra
bactérias patogénicas, a capacidade de reduzir a adesdo de patdgenos a superficies ou
a atividade de desconjugacdo de sais biliares. Essas informagdes ndo sdo requisitos
essenciais a demonstragdo de um efeito probidtico, entretanto, ddo mais fundamentado
ao dossié ao agregar dados que ajudam a explicar os mecanismos de atuacdo e a

plausibilidade biolégica do efeito.

5.3. Estudos para comprovagao do beneficio de uma alegacao

Para comprovac¢ao de um efeito benéfico ou, em outras palavras, da eficacia de
uma alegacdo faz-se necessdrio demonstrar uma casualidade entre o consumo da
linhagem de probidtico e o efeito alegado. O tipo e desenho do estudo é um fator critico

para esse processo.

Nos termos da RDC 241/2018, é requisito fundamental para a comprovacdo do
efeito dispor de estudos realizados com humanos. Estudos em animais e estudos in vitro
podem ser utilizados de maneira complementar na sustentacdo de uma alegacao,
particularmente para o estabelecimento de mecanismos fisiolégicos que justifiquem o

efeito observado.
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5.3.1. Tipos de estudos

Em relacdo aos estudos em humanos, os estudos clinicos randomizados sdo
altamente indicados na estruturacdao de dossiés para avaliagdo da eficacia de uma
alegacdo, particularmente pela sua capacidade no estabelecimento de uma relacao
causal e pelo seu potencial na redugao de viés ou fatores de confundimento. Entretanto,
estudos observacionais de qualidade também podem ter um papel igualmente
importante, sendo inclusive ideais para comprovar determinados tipos de beneficios.

Essa condicdo aplica-se tanto as alegagGes gerais como aquelas especificas.

A aprovacdo de uma alegacdo geral ou especifica ndo estd condicionada a
presenca de um tipo especifico de estudo, consideradas como determinantes a presenca
de estudos de qualidade e, ainda, a forca da evidéncia apresentada. Podem ser
apresentados ensaios clinicos randomizados, estudos observacionais do tipo coorte,
revisdes sistemadticas e metanalises. Para uma alegacdo especifica de saude, é

necessaria a apresentacdo de estudo observacional do tipo coorte.

5.3.1.1. Critérios para selecdao dos estudos
Para a inclusdo no dossié técnico-cientifico, os estudos devem atender aos
seguintes requisitos:

- ser conduzido com linhagem de micro-organismo relacionada ao beneficio

alegado;

- os desfechos devem ser bem definidos e apropriados para avaliar o beneficio,

utilizando métodos validados, quando necessario;

- 0 grupo estudado deve ser representativo da populacao alvo ou cientificamente

plausivel, quando houver a extrapolacdo de dados;

- a matriz utilizada ndo pode ser fator de confundimento; e
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- as condicdes de uso do probidtico no estudo devem corresponder as condicdes
propostas para o mesmo (ex. a quantidade sugerida para a obtencdao do beneficio é

suficiente para comprovar a eficacia na dose sugerida).

A seguir, serdo tratados de forma mais detalhada alguns requisitos
determinantes para selecdo dos estudos que devem ser instruidos na peticdo para

avaliacdo de probidticos.

5.3.1.2. Populagao alvo:

O dossié deve ser construido para demonstrar a seguranca e o efeito benéfico

para a populacdo alvo, sendo possivel a extrapolacdo de dados em situacées especificas.

Os estudos devem corresponder a trabalhos realizados em grupos de estudo
representativos da populacdo alvo e, quando houver extrapolacdo de dados, essa deve
ser cientificamente plausivel. A justificativa sobre a plausibilidade da extrapolagao deve
ser adicionada ao dossié técnico-cientifico. Quando a linhagem for destinada para

populacdo geral, o grupo de estudo deve incluir pessoas de diferentes idades, sexos, etc.

Considerando a dificuldade de demonstrar o efeito benéfico de um probidtico
em uma populacdo saudavel, uma possibilidade é o uso de grupos populacionais mais
suscetiveis a condi¢des de saude que interessem para o desenvolvimento do estudo (as
denominadas popula¢des em risco). Um exemplo sdo os portadores da Sindrome do
Intestino Irritavel, uma vez que a sindrome esta associada a uma série de disfuncdes
gastrointestinais. Outro exemplo seriam grupos populacionais que estdo mais
suscetiveis a disbiose, como idosos, atletas, viajantes frequentes. Nesses casos, é
necessario avaliar se a extrapolacdo é biologicamente plausivel ou se ndo ha varidveis

intrinsecas do grupo que podem comprometer as conclusdes.

Quando a alegacdo tiver como grupo alvo lactentes, criancas de primeira
infancia, gestantes e lactantes, é necessario que os estudos sejam realizados nesses
grupos. Além disso, conclusdes obtidas nesses grupos ndao devem ser extrapoladas para

adultos, excetuados os casos onde é comprovada a plausibilidade da extrapolacao.
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5.3.1.3. Desfechos dos estudos clinicos

E relevante que todo efeito alegado esteja demonstrado a partir de desfechos
bem definidos ou marcadores véalidos. Idealmente, os desfechos de interesse a serem
considerados devem ser aqueles importantes para os grupos de estudo, ou seja,

desfechos clinicos ou primarios.

Para o caso das alegacdes gerais, que partem do reconhecimento de beneficios
relacionados ao trato gastrointestinal, por exemplo, podem ser utilizados diferentes
desfechos, tais como: melhora da constipacdo intestinal; diminuicdo da duracdo ou
severidade de episddios de diarreia; e melhora global de sintomas relacionados ao
desconforto intestinal (dor abdominal, célicas, flatuléncias e sensacdo de evacuacdo

completa).

Um problema bem caracterizado é a escolha de marcadores que demonstram
alteracgdes fisiolégicas que nao sao consideradas suficientes para comprovacao do efeito
(desfechos intermedidrios ou substitutos). Marcadores bioquimicos ou fisiolégicos sdo
desfechos substitutos e devem ser ponderados quanto a sua relagdo com desfechos

importantes para os pacientes.

Quando o desfecho for obtido por relato dos préprios envolvidos como forma de
demonstracdo do efeito benéfico, é essencial que sejam utilizados questionarios
validados e confidveis. E altamente recomendavel que o processo de validacdo seja

realizado anteriormente ao desenvolvimento do estudo.

5.3.1.4. Matriz alimentar e dose:

Idealmente, a matriz utilizada, assim como a dose avaliada nos estudos, deve ser

compativel com a dose e os alimentos nos quais serao adicionado os probiéticos.

Podem ser selecionados estudos realizados em diferentes matrizes, desde que

essa ndo seja fator de confundimento. Neste caso, o interessado deve apresentar
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e

racional técnico e justificativas para demonstrar auséncia de impacto da matriz na

funcdo exercida pelo probiético.

5.4. Busca da Totalidade de Evidéncias

Os estudos em humanos apresentados devem ser o resultado de uma busca
abrangente da literatura, realizada pelo interessado a partir de dados primarios,
adotando-se uma estratégia que seja reprodutivel. Os estudos incluidos na busca devem
abarcar: evidéncia que apoie o beneficio alegado, evidéncia que contradiga o beneficio

alegado e evidéncias ambiguas ou inconclusivas para espécie e linhagem.

Para tanto, as evidéncias devem ser buscadas necessariamente na base de dados
PuBMeD, sendo relevante a complementagdo por, pelo menos, outra base como

EMBASE, BIREME, COCHRANE e LILACS.

A estratégia de busca deve ser descrita sinteticamente no dossié técnico-
cientifico. As palavras chaves e seus boleanos usados para a busca devem ser
apresentados de forma estruturada, sem restricao da data inicial, mas apresentando-se
a data final da busca para que essa possa ser reproduzida. No quadro abaixo, hd um

exemplo de forma de apresentacdo dessa informacgao.

Quadro 1 — Forma representativa de apresentacdo dos critérios da pesquisa

TOTALIDADE
BASE DE DADOS :
—(M) ESTRATEGIA DE BUSCA DE ARTIGOS
ENCONTRADOS
"Infant"[Mesh] OR  (Infants) OR  ("Infant
MEDLINE / Formula"[Mesh] OR (Formula, Infant) OR (Formulas,
PubMed Infant) OR (Infant Formulas) OR (Baby Formula) OR
(Baby Formulas) OR (Formula, Baby) OR (Formulas,
(Busca Baby)) AND ("Lactobacillus rhamnosus"[Mesh] OR 53
realizada até | (Culturelle) OR (Lactobacillus GG)) AND "Allergy and
19/09/2017) | Immunology"[Mesh] OR (Immunology, Allergy) OR
(Allergy, Immunology) OR (Immunology and Allergy)
OR (Allergy Specialty) OR (Specialty, Allergy) OR
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(Immunology) AND "Hypersensitivity"[Mesh] OR
(Hypersensitivities) OR (Allergy) OR (Allergies) OR
(Allergic Reaction) OR (Allergic Reactions) OR
(Reaction, Allergic) OR (Reactions, Allergic)

Complementarmente, devem ser incluidas as informagdes quantitativas do
processo de selecdo dos estudos que compdem o dossié, com base no fluxograma

apresentado no Anexo lll, adaptado do PRISMA (Moher et al., 2009).

Os estudos excluidos do dossié devem ser listados, conforme quadro
apresentado no Anexo IV. Nesse quadro, devem ser descritos motivos para exclusao
dos estudos de maneira objetiva. H4 uma série de motivos que podem fundamentar a
exclusdo de estudos, incluindo: ndo resposta a pergunta de pesquisa, desfecho diferente
do desejado, populacado diferente da indicada ou cuja extrapola¢do dos dados nao é
plausivel, tipo de publicacdo inadequada, tipo de desenho de estudo inapropriado para

a sustentacdo de uma alegac¢ao e duragao do estudo insuficiente.

Os estudos incluidos devem ser apresentados conforme tabela constante no
Anexo V. Copia da publicacao das referéncias recuperadas na busca deve ser inserida
no dossié, observados os requisitos anteriormente mencionados sobre documentos em
idioma estrangeiro.

Complementarmente, sdo aceitos pareceres conclusivos e bem fundamentados
de autoridades de regulacdo e instituicdo especializada e independente. Para
consideracdo da autoridade sanitaria, € fundamental que estejam disponiveis os
fundamentos para a avaliacao, as principais referéncias consideradas e as conclusoes,
inclusive sobre a forca da evidéncia. O Anexo VI traz um quadro para apresentacdo

sintética dos pareceres incluidos ao dossié.
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5.5. Avaliacao da qualidade dos estudos

Um dos primeiros elementos para se determinar se a evidéncia é suficiente para
sustentar a alegacao proposta refere-se a qualidade dos estudos incluidos no dossié
técnico-cientifico. Ndo hd como se obter uma evidéncia forte quando os estudos

apresentados contém fatores intrinsecos que limitam suas conclusdes.

A qualidade metodoldgica de cada estudo incluido no dossié deve ser avaliada
individualmente. Ha diferentes ferramentas para avaliar estudos em humanos, sendo
adotadas neste Guia metodologias internacionalmente validadas, atualizadas e
adaptadas de forma a facilitar sua aplicagdo. O objetivo da adaptacdo dos instrumentos
foi torna-los aplicdveis ao contexto regulatério, que tem entre os seus objetivos a
imposicdo de regras que sejam proporcionais e ndo imponham barreiras desnecessarias

ao mercado.

As ferramentas adaptadas possuem uma escala, baseada em critério dicotémico
(sim ou ndo), com intuito de facilitar a conclusdo sobre a qualidade do estudo avaliado.
Fornecem, ainda, campo “Cita¢ao do estudo” para cada item de avaliagdo. Este campo
deve ser usado para fazer breves citacdes ao estudo de forma a melhor fundamentar a
resposta escolhida. Para cada item de avaliacdo, deve ser assinalada uma das opg¢des
(sim ou ndo), sendo que apenas a resposta referente ao campo verde serd contabilizada.
Cada campo verde assinalado corresponde a 1 ponto e a pontuacao final é dada pela
soma desses pontos. Caso haja divergéncia nas respostas assinaladas, a opcdo escolhida
deve ser justificada de forma a demonstrar que a abordagem nado implica em aumento
do risco de viés, baseado no racional teérico das referéncias utilizadas para adaptar as

ferramentas.

Para estudos observacionais do tipo coorte, o instrumento de avaliacdo
apresentado no Anexo VII foi adaptado da ferramenta Cochrane ROBINS-I (Sterne et al.,

2016).
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O ROBINS-I ("Risco de viés em estudos ndo randomizados - de intervengdes"),
avalia o risco de viés em estimativas da eficacia ou seguranca (beneficio ou dano) de
uma intervencdo de estudos que ndo usaram randomizacdo para alocar intervengdes

(Sterne et al., 2016).

A adaptacdo feita na ferramenta proposta teve como objetivo pontuar os
julgamentos de viés para facilitar a tomada de decisdo. No total, o instrumento
adaptado possui 17 pontos de avaliacdo, que sdo igualmente considerados para a
avaliacdo final. Para efeito do Guia, consideram-se de qualidade satisfatéria os estudos
gue obtém uma pontuacdo igual ou superior a 9 pontos. Estudos com pontuacao inferior

sdo considerados de qualidade insatisfatoria.

Para avaliacdo de estudos randomizados, o instrumento de avaliacdo
apresentado no Anexo VIII foi adaptado da ferramenta Cochrane RoB 2, atualizada em

outubro de 2018 (Higgins et al., 2018).

No total, sdo 13 itens de avaliacdo, sendo considerados de qualidade satisfatoria
os estudos que recebam uma pontuagdo igual ou superior a 7. Estudos com pontuagdo

inferior sao considerados de qualidade insatisfatéria.

Para avaliagdo de revisdes sistematicas, o instrumento de avaliagdo apresentado
no Anexo IX foi adaptado do método AMSTAR (A Measurement Tool to Assess
Systematic Reviews), por ser menos complexo e considerar tanto estudos randomizados
guanto observacionais (ndo randomizados) (Shea et al., 2017). No total, a ferramenta
adaptada possui 16 pontos, sendo considerado de qualidade satisfatéria as revisdes que

tiverem pontuacao igual ou superior a 9.

5.6. Avaliagao da totalidade das evidéncias
Para a comprovacao da alegacdo de propriedade funcional ou de saude, tanto de

carater geral como especifico, sera considerada a totalidade da evidéncia, a qualidade

dos estudos, a consisténcia e a forga da associagao.
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Ha uma diversidade de metodologias para avaliar a qualidade ou forca de um
conjunto de evidéncias (AHRQ, 2002; GUYATT, 2008). Independente do modelo adotado
é consenso que eles envolvem um certo grau de arbitrariedade e subjetividade. De toda
forma, esses modelos ajudam na tomada de decisdo, distinguindo a evidéncia de maior

robustez daquela com maior grau de incerteza.

5.6.1. Estudos primarios

A metodologia proposta para avaliacdo da forca da evidéncia foi adaptada dos
modelos adotados pelo Ministério de Saude do Canada (HEALTH CANADA, 2009) e pela
Agéncia Americana de Alimentos e Medicamentos (FDA, 2003), conforme descrito no

Quadro 2.

Para qualificar a consisténcia sdo utilizados dois indicadores para avaliar o grau
de convergéncia entre os estudos considerando a direcao do efeito (positivo, neutro ou
negativo). O primeiro é calculado a partir da totalidade dos estudos incluidos no dossié.

O segundo considera apenas os estudos com qualidade satisfatdria.

Para qualificar a forca da associacdo, sao utilizados dois indicadores para avaliar
a associagdo entre o probidtico e a efeito positivo, considerando a proporcao dos
estudos com resultado significativo (p<0,05). O primeiro é calculado a partir da
totalidade dos estudos. O segundo considera apenas os estudos com qualidade

satisfatoria.

Para estudos observacionais de coorte, sdo utilizados quatro indicadores para
avaliar a consisténcia do efeito em relacdo a reducdo, auséncia ou aumento do risco,
considerando também a qualidade do estudo. O primeiro é calculado a partir da
totalidade dos estudos com reducdo de risco. O segundo é calculado a partir da
totalidade dos estudos com aumento de risco. O terceiro é calculado a partir da
totalidade dos estudos com auséncia de risco. O quarto considera apenas os estudos

com qualidade satisfatoria e redugdo de risco.
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Quadro 2. Dominios de avaliagdo da forga da evidéncia

ALEGACAO FUNCIONAL (GERAL OU ESPECIFICA)

ESTUDOS DE INTERVENGCAO

CONSISTENCIA
CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM RESULTADO FAVORAVEL (C1)

C1 = [Numero total de estudos com resultado favoravel (estudos com ou sem
significancia estatistica) / Numero total de estudos incluidos] x 100

Alta consisténcia = 75%
Consisténcia moderada 60% > 75%
Baixa consisténcia <60%

CONSISTENCIA DOS ESTUDOS DE QUALIDADE SATISFATORIA COM RESULTADO
FAVORAVEL (C2)

C2 = [NUmero total de estudos com qualidade satisfatéria e resultado favoravel
(estudos com ou sem significancia estatistica)/NUumero total de estudos com
gualidade satisfatdria incluidos] x 100

Alta consisténcia = 75%
Consisténcia moderada 60% > 75%
Baixa consisténcia <60%

ASSOCIACAO

ASSOCIACAO DOS ESTUDOS COM RESULTADO FAVORAVEL E SIGNIFICANCIA
ESTATISTICA (A1)

A1l = [Estudos com significancia estatistica e efeito favoravel/Numero total de estudos
incluidos] x 100

Alta associagdo = 75%
Associacdao moderada 60% > 75%
Baixa associacdo < 60%

ASSOCIACAO DOS ESTUDOS COM QUALIDADE SATISFATORIA COM RESULTA
FAVORAVEL E SIGNIFICANCIA ESTATISTICA (A2)

A2 = [Estudos com qualidade satisfatdria, significancia estatistica e efeito favoravel/
numero total de estudos de qualidade] x 100

Alta associacdo = 75%
Associacdo moderada 60% > 75%
Baixa associacao < 60%
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ALEGACAO DE SAUDE (ESPECIFICA)
ESTUDOS OBSERVACIONAIS DE COORTE PROSPECTIVO
CONSISTENCIA

CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM REDUCAO DE RISCO (CR 1)

CR1 = [NUumero total de estudos com reducgdo de risco (p<0,05)/Numero total de
estudos observacionais prospectivo incluidos] x 100

Alta consisténcia = 75%
Consisténcia moderada 60% > 75%
Baixa consisténcia < 60%

CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM AUMENTO RISCO (CR 2)

CR2 = [NUumero total de estudos com aumento de risco (p<0,05)/Numero total de
estudos observacionais prospectivo incluidos] x 100

Alta consisténcia > 75%
Consisténcia Moderada 60% > 75%
Baixa consisténcia < 60%

CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM AUSENCIA DE EFEITO (CR 3)

CR3 = [NUumero total de estudos sem efeito observado (p>0,05) / Numero total de
estudos observacionais prospectivo incluidos] x 100

Alta consisténcia > 75%
Consisténcia moderada 60% > 75%
Baixa consisténcia < 60%

CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM QUALIDADE SATISFATORIA COM REDUCAO DE
RISCO (CR 4)

CR4 = [Numero total de estudos de qualidade satisfatdoria com reducdo de risco (p
<0,05)/ Numero total de estudos observacionais prospectivo de alta qualidade] x 100

Alta consisténcia = 75%
Consisténcia moderada 60% > 75%
Baixa consisténcia < 60%
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5.6.2. Revisao Sistematica

Somente serdo aceitas revisGes sistematicas de qualidade satisfatéria com
resultados conclusivos favordveis a intervengdo. Resultados inconclusivos serao

considerados evidéncia de recomendacao fraca e ndo serao aceitos.

5.7. Comprovac¢ao de uma alegacao em mistura de probidticos

Quando o beneficio a ser comprovado estiver associado a uma mistura de
linhagens, os estudos em humanos devem ser realizados com a mesma mistura a que se

pretende demonstrar o efeito alegado.

A comprovacao do efeito benéfico é, via de regra, linhagem-especifica. Misturas
de probidticos formado por linhagens de micro-organismos cuja comprovacao do efeito
(geral ou especifico) ja tenha sido realizada, ndo requerem nova avaliacdo de eficacia.

Nesse caso, deve-se veicular a alegacdo aprovada para cada uma das linhagens.

Porém, quando os micro-organismos probidticos somente apresentam efeito
benéfico em conjunto ou o efeito observado na mistura seja diverso daquele
demonstrado para as linhagens isoladas, sera necessdria a avaliagao do efeito benéfico

da mistura.
6. CONSIDERACOES FINAIS

Apds preenchimento dos documentos que compde o dossié técnico-cientifico
para fundamentar a alegacdo e comprovar a identidade, seguranca e eficacia da
linhagem probidtica, deve ser apresentada uma conclusdo ratificando a apresentacao e

analise da totalidade da evidéncia para sustentar a informacao documentada.

A conclusdo final da forca da evidéncia requer uma ponderagdo sobre o resultado
da avaliacdo de cada um dos dominios, ndo havendo uma férmula simplificada para

direcionar essa decisdo. A importancia de cada um desses dominios para a comprovagao
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do beneficio deve ser levada em conta, assim como deve-se contrapor os resultados

obtidos.

Para a sustentacdo de um efeito benéfico de carater geral é imprescindivel que
a evidéncia seja consistente, e a forga da associacdo recebe menor criticidade. Para a
sustentacdo de um efeito benéfico de carater especifico ambos dominios sdo criticos

para a conclusao.

No que tange a comprovacao de alegacdo de saude, se a consisténcia relacionada
a reducdo do risco (CR 1 e CR 4) for baixa ou se a consisténcia relacionada ao aumento
de risco ou auséncia de efeito for alta ou moderada (CR 2 e CR 3), ndo ha comprovacao

do beneficio.



<. ANVISA

| Agincia Nacional de Vigitincia Sanitina

ALIMENTOS - GUIA n? 21, versao 1, de 21 de fevereiro de 2019

7. GLOSSARIO

Alegacao de propriedade funcional: é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisioldgico
gue o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencgao e
outras fungbes normais do organismo humano.

Alegacdo de Saude: é aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de relagdo entre
o alimento ou ingrediente com doenca ou condicdo relacionada a saude.

Andlise por protocolo: refere-se a uma estratégia para analisar o conjunto de dados
gerados pelo subconjunto de individuos que cumpriram com o protocolo de maneira a
garantir que os dados exibiriam os efeitos do tratamento de acordo com o modelo
cientifico estabelecido.

Cegamento: trata-se de procedimento que mantém os participantes do estudo,
cuidadores, e por vezes, aqueles que coletam e analisam os dados clinicos sem
conhecimento da intervencgao atribuida.

Concentracdo Inibitdria Minima: consiste na concentracdo de agente antimicrobiano a
partir da qual ndo se verifica crescimento do micro-organismo.

Disseminagao horizontal de genes: é o processo pelo qual uma célula ou organismo
transfere genes para outra célula ou organismo de uma forma distinta da reproducgao.
A transferéncia horizontal de genes difere da transferéncia vertical que se baseia na
transmissdo de material genético da geracdo parental para os seus descendentes. A
disseminacdo horizontal de genes pode ocorrer por transformacdo, conjugacao,
transducdo e agentes de transferéncia de genes.

Estudo de coorte prospectivo: trata-se de um delineamento de estudo que segue um
grupo de pessoas saudaveis/livres de doencas por um periodo de tempo apds o qual
pode ser avaliada se o desenvolvimento de uma doenca neste grupo esta relacionado a
presenca de causas especificas. A incidéncia de um efeito de salde naquelas pessoas
que tiveram uma exposicao especifica (por exemplo, a um constituinte alimentar, como
a cadeia longa Omega-3 acidos graxos) é comparada com aqueles que ndo receberam a
exposicdo. Estudos de coorte podem produzir estimativas relativas de risco. E o tipo de
estudo observacional de maior confianca, uma vez que a entrada do alimento do
interesse precede o desenvolvimento do desfecho.
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Estudos da intervencdo: em um estudo da intervencdo, o alimento de interesse é
administrado e o desfecho é medido subsequentemente. O estudo de intervencdo
padrdo-ouro inclui randomizagao, grupo controle e duplo cegamento. A composicao e a
guantidade do alimento devem ser controladas para o grupo de intervengdo e para o
grupo controle. Estudos randomizados e controlados oferecem a melhor avaliacdo de
causa e efeito, uma vez que uma relacdo temporal entre o alimento e o beneficio pode
ser demonstrada, ou seja, a administracdo do alimento precede a observacao do efeito.

Estudos observacionais: estudos observacionais medem associa¢des entre um alimento
e um desfecho. Estes estudos ndo tém o ajuste controlado de estudos da intervencao e
sdo frequentemente suscetiveis a fatores de confundimento. Como os sujeitos ndo sao
randomizados no inicio do estudo, os fatores de confundimento precisam ser coletados
e ajustados para minimizar o viés. Estudos observacionais podem ser prospectivos ou
retrospectivos. Em estudos prospectivos, os investigadores recrutam sujeitos e os
observam antes da ocorréncia de um efeito ou desfecho. Estudos observacionais
prospectivos medem a incidéncia de um efeito sanitdrio, e o risco relativo de
desenvolver o efeito de saude associado a alimentos ou outros fatores de risco de
interesse. Em estudos retrospectivos, os pesquisadores entrevistam sujeitos apds o
efeito de saude.

Fator de confundimento: situacdo na qual o efeito estimado da intervencdo é
tendencioso devido a alguma diferenca entre os grupos de comparacdo, além das
intervengdes planejadas, tais como caracteristicas basais ou interveng¢ao concomitante.
Um fator de confundimento é aquele que difere entre os grupos de comparag¢ao e pode
afetar o desfecho observado.

Integrons: Elementos de DNA que incluem os genes componentes e os sitios de insercdo
para um sistema de recombinacao especifico do sitio que os capacita a capturar cassetes
de genes moveis.

Intencdo para tratar: é uma estratégia para analise de dados na qual todos os
participantes sao incluidos no grupo onde foram inicialmente alocados, independente
se completaram ou ndo o estudo nesse grupo. Essa andlise previne viés causado por
perda de participantes que pode prejudicar a equivaléncia estabelecida na linha de base
pela alocacdo randémica e nao refletir adesdo ao protocolo.

Linhagem: subpopulacdo de células de uma mesma espécie que apresentam as mesmas

caracteristicas e sdo identificadas por nimeros, letras ou nomes que seguem o epiteto
especifico.
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Marcadores bioquimicos, fisiolégicos ou desfecho substituto: quando ndo é possivel
medir de forma pratica, pode ser usado um desfecho substituto mais facilmente
medido, ou biomarcador. E uma medida intermedidria que prevé o desenvolvimento de
um desfecho de salde porque encontra-se na via causal entre a exposi¢do ao alimento
e o desenvolvimento do desfecho.

Meta-analise: uma meta-analise envolve a aplicagdo de métodos estatisticos que
combinam os achados quantitativos da pesquisa de varios estudos, permitindo a sua
analise e resumo como se fossem uma unidade.

Ocultacdo de alocacdo: processo para evitar viés de selecdo, no qual a sequéncia de
alocacgdo é ocultada daqueles que atribuem os participantes aos grupos de intervengao
e controle. O uso de um terceiro é desejdvel; o terceiro atribui os participantes sem
conhecimento de qual atribuicdo é tratamento ou controle. A alocag¢do é ocultada antes
da atribuicdo aleatéria ocorrer.

Plasmideos: s3ao moléculas extracromossdmicas de DNA circular, que sdo
autorreplicantes e transferiveis de um organismo a outro.

Probidtico: micro-organismo vivo que, quando administrado em quantidades
adequadas, confere um beneficio a satde do individuo.

Randomizagao: processo de atribuicdo de participantes a grupos de forma que cada
participante tenha chance igual de ser atribuido a um determinado grupo. A atribuicao
aleatdria de sujeitos a grupos de intervencdo e controle evita viés de selecdo — ou seja,
a possibilidade de que os sujeitos com maior probabilidade de demonstrarem um
beneficio, independente da intervencdo, sejam preferencialmente selecionados para
receber a intervencdo. A randomizacdo também ajuda a controlar os fatores de
confundimento conhecidos e potenciais.

RevisOes sistematicas: métodos sistematicos e explicitos para identificar, selecionar,
avaliar criticamente, extrair e analisar dados de pesquisas relevantes sobre uma
pergunta claramente formulada.

Transposons: sequéncias de DNA modveis que podem se autorreplicar em um

determinado genoma, mudando sua posicdo, tais como, sequéncias de insercdao em
bactérias.
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9. ANEXO

Anexo | - Ficha de Apresenta¢ao do Dossié Técnico-Cientifico para Instrugao
Processual de Peti¢ao de Avaliacao de Probidticos para uso em Alimentos

SOLICITACAO DE ALEGACAO DE SAUDE OU ALEGACAO DE PROPRIEDADE
FUNCIONAL
ITEM DESCRICAO

Linhagem(ns)

Desfecho(s) avaliado(s)

Proposta de alegacao funcional ou
de saude

Populacdo alvo

Tipos de alimentos indicados,
guando se tratar de alimentos para
fins especiais.

Quantidade minima sugerida do
micro-organismo para obtencdo do
beneficio alegado (UFC/porgdo
diaria)

Adverténcias ou restricbes de uso

Potenciais efeitos adversos
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Anexo Il - Arvore deciséria para analise da natureza da resisténcia microbiana

| Teste Concentracdo Inibitoria Minima (MIC) |

4 ¥

| MIC < Ponto de corte (breakpoint) | MIC > Ponto de corte (breakpoint) |
| Cepa ndo resistente | | Cepa resistente: avaliar base genética da resisténcia |
!ntrln_s_eca/ natu_ral Adquirida (pe§qU|sar | Sem informacdes |
- (B vancomiina emfagofolus=p) genes conhecidos de
USO ACEITAVEL s A .
l resisténcia) ‘
"_ _ ' USO NAO
- ~ - =
Probabilidade de transferir (’ Negatio (" Positiw 1 ACEITAVEL
resisténcia rara R Sa_o-7
e Provar que se trata de Resisténcia
- Apresentou =~ e A
( oroves ,‘-« mutagdo gendmica pode ser
~———-" (cromossomo) transferivel.
h * 7 haospresemos \\-l Sem informacdes
Adaptado EFSA, 2012 ( - provas - - ¢
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Anexo lll - Representagao quantitativa do processo de sele¢ao dos estudos, baseado
no Fluxograma de Prisma (2009)

Estudos identificados nas bases de Estudos adicionais identificados em
dados outras fontes
(n=) n= )
k J L J
J— Estudos apds remocdo das duplicatas
(n=)
Y
Estudos selecionados Estudos excluidos
—
(n=) {n=}
S

- !

Estudos selecionados para
avaliagdo do texto —

Estudos excluidos, com

maotivos

completo n= )

Y

— Estudos incluidos na
andlise qualitativa

Y

Estudos incluidos no
dossié técnico-cientifico

(n=})
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Anexo IV- Lista de Estudos excluidos e a respectiva motiva¢ao

Autor, Ano

Titulo

Motivo da exclusdao
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Anexo V - Lista de estudos incluidos ao dossié técnico-cientifico

LIMITACOES
RESULTADOS/ DO ESTUDO
" DESENHO DO GRUPO DE - ~ DESFECHOS ~
REFERENCIA EXPOSICAO/DURACAO ANALISE DESCRITAS | CONCLUSOES
ESTUDO ESTUDO AVALIADOS
ESTATISTICA PELOS
AUTORES
Matriz
Descrigio Caracteristicas Dose
(randomizado, N2 amostra Forma de consumo
Autor e ano duplo cego, inicial ) - i
Duragdo da intervengao
placebo N2 amostra
controlado) final Wash up
Follow up
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Anexo VI — Sintese dos Pareceres incluidos ao Dossié Técnico-Cientifico

REGULAGAO DE ALEGAGAO DE SAUDE E/OU PROPRIEDADE FUNCIONAL EM OUTROS PAISES

Pais Orgao/Agéncia Data em que foi submetida Informacgodes sobre a alegacdo aprovada ou beneficio avaliado
Regulatdria/ (data/més/ano)
Instituicao Beneficio avaliado ou Condigbes para uso (dose, Data da aprovagao
Especializada alegacdo aprovada publico, tipo de alimento) da alegacdo
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Anexo VII - Ferramenta para Avaliagao Individual da Qualidade de Estudos Observacionais

Assinale sim ou ndo para cada item e preencha o campo “Citacdo do estudo”, quando julgar necessario

Referéncia (Autor, Ano):

ltem

Questdo

Resposta

1.Viés originado por
confundimento

No inicio do estudo (linha de base), os sujeitos foram
comparados?

Os principais fatores de confusdo relacionados a
demografia dos sujeitos foram contabilizados na
analise estatistica? 2

Os principais fatores de confusdo relacionados a

outros fatores de risco do desfecho em saude foram
considerados na andlise estatistica? 3

O inicio do acompanhamento e o inicio da
intervencdo coincidem para a maioria dos
participantes?

2. Viés de classificagao
de intervengoes

Os grupos de intervencdo foram claramente
definidos?

3. Viés decorrente de
desvios das intervengdes
pretendidas

Os autores refizeram a pergunta de pesquisa ou
explicaram o(s) motivo(s) causadores dos efeitos
adversos?

4. Viés decorrente de
auséncia de dados

Os dados dos resultados foram suficientes para
comprovar o desfecho do estudo?

Sim

Citacdo do estudo




.- ANVISA

Agincia Nacional de Vigitinca Senitina

ALIMENTOS - GUIA n? 21, versao 1, de 21 de fevereiro de 2019

Houve exclusdo de participantes devido a perda de
dados durante o periodo de intervenc¢do? 4

5. Viés ao mensurar Os  avaliadores de  resultados  possuiam
desfechos conhecimento do tipo de intervenc¢ao recebido pelos
participantes do estudo? >

Os métodos de avaliacdo dos resultados foram
semelhantes entre os grupos de intervencao?

6. Viés na selecdo de Todos os desfechos inicialmente informados foram
desfechos comunicados | reportados no final do estudo? ©

Todos os desfechos foram inicialmente informados
analisados?’

Nem todos os subgrupos inicialmente planejados
foram reportados no final do estudo.®

7. Questoes abrangentes | O tamanho da amostra foi estabelecido a partir de
fundamentos estatisticos.

A quantidade de individuos que abandonaram ou
foram excluidos da pesquisa ndo comprometeu a
gualidade do estudo.

Os resultados foram apresentados com analise
estatistica adequada.

Critérios de inclusdo e exclusdo estdo descritos de
forma clara no estudo

S
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relevante estabelecer uma linha de base a fim de garantir os sujeitos sao comparaveis.
Os fatores de confusdo relacionados a demografia dos participantes incluem idade, sexo e etnia. Esses fatores podem ocorrer
durante a sele¢do dos sujeitos (por exemplo, critérios de inclusdo / exclusdo), conduta do estudo ou analise de dados.
Os fatores de confusdo relacionados a outros fatores de risco do resultado de salde incluem, mas ndo estdo limitados a dieta,
atividade fisica, tabagismo, ingestao de alcool, indice de massa corporal (IMC), perda de peso, estado de saude, histérico familiar e
uso de medicag¢do / suplemento.
Dados incompletos ndo podem ser excluidos da analise estatistica.
Se os avaliadores de resultados estivessem cegos para o status de intervencao, a resposta para essa pergunta seria "Ndo". Em outras
situagOes, os avaliadores de resultados podem nao estar cientes das intervengdes recebidas pelos participantes apesar de ndo haver
cegueira ativa pelos pesquisadores do estudo; a resposta desta questdo seria entdo também "Nao". Em estudos onde os
participantes relatam seus resultados, por exemplo, em um questionario, o avaliador do resultado é o participante do estudo. Em
um estudo observacional, a resposta a essa questdo geralmente sera "Sim" quando os participantes relatam seus resultados.
Se vdrias medicdes foram feitas, mas somente uma ou um subconjunto é relatado, existe um risco de relato seletivo com base nos
resultados.
Se vdrias medi¢cdes foram feitas, mas somente uma ou um subconjunto é analisado ou discutido, principalmente em caso de
auséncia de beneficio ou prejuizo a salde, caracterizando um risco de andlise seletiva.
Caso apenas um dos subgrupos inicialmente planejados for relatado (em detrimento de outros) pode ocorrer risco na selecdo de
desfechos comunicados.
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Anexo VIII - Ferramenta para Avaliagao Individual da Qualidade de Estudos Randomizados

Assinale sim ou ndo para cada item e preencha o campo “Citagao do estudo”, quando julgar necessario

Referéncia (Autor, Ano):

ltem Questao Resposta Citacdo do estudo

Sim Nao

1. Viés decorrente do A sequéncia de alocacdo foi randomizada? !
processo de

randomizac¢ao A sequéncia de alocacdo foi ocultada até que os
participantes fossem inscritos e designados para
intervencdes? ?

As diferencas na linha de base entre os grupos de
intervencdo sugerem um problema com o
processo de randomizacdo? 3

2. Viés devido a desvios | Os participantes estavam cientes da intervengdo
da intervencao designada durante os ensaios? *

pretendida Os cuidadores e as pessoas responsaveis por
aplicar as intervencbes estavam cientes da
intervencdo atribuida aos participantes do
estudo? ®

Foi realizada a anélise de intenc3o de tratar?®

3. Viés devido a faltade | Os resultados da pesquisa foram totalmente, ou
dados do desfecho guase totalmente, analisados com participantes
randomizados? ’
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4. Viés na mensuragao O método usado para avaliar o desfecho é

dos desfechos adequado? 8

5. Viés na sele¢do do Medidas de multiplos desfechos (por exemplo,

resultado reportado escalas, definicdes, pontos de tempo) dentro do
dominio de resultados? °

6. Questoes O tamanho da amostra foi estabelecido a partir de

abrangentes fundamentos estatisticos.

A quantidade de individuos que abandonaram ou
foram excluidos da pesquisa ndo comprometeu a
qualidade do estudo.

Os resultados foram apresentados com andlise
estatistica adequada.

Critérios de inclusdo e exclusdo estdo descritos de
forma clara no estudo

1 "Sim" se um componente aleatdrio foi usado no processo de geracao de sequéncia. Exemplos incluem nameros aleatérios gerados por
computador; referéncia a uma tabela de numeros aleatdrios; lancamento de moeda; embaralhar cartas ou envelopes; jogando dados;
ou lotes de desenho. "Ndo" se nenhum elemento aleatério tiver sido usado na geracao da sequéncia de alocacdo ou se a sequéncia for
previsivel. Exemplos incluem alternancia; métodos baseados em datas (de nascimento ou admissao); nimeros de registro de pacientes;
decisGes de alocacdo feitas por clinicos ou participantes; aloca¢cdo baseada na disponibilidade da intervencao; ou qualquer outro
método sistematico ou aleatério.
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'Sim' se o ensaio usou qualquer método de administracdo remota ou centralizada para alocar intervencdes aos participantes, onde o
processo de alocacdo é controlado por uma unidade externa ou organizacao, independentemente do pessoal de inscricdo (por exemplo,
farmacia central independente, telefone ou internet). Os envelopes devem ser numerados sequencialmente, lacrados com lacre
inviolavel e opacos. Os recipientes de medicamentos devem ser numerados sequencialmente e de aparéncia idéntica.

"Sim" se houver desequilibrios que indicam problemas com o processo de randomizacdo, incluindo: diferencas substanciais entre os
tamanhos dos grupos de intervencdo e comparador; ou excesso substancial de diferencas estatisticamente significativas nas
caracteristicas iniciais entre os grupos de intervencdo; ou desequilibrio em um ou mais fatores prognésticos fundamentais, ou medidas
de linha de base das varidveis de desfecho.

Se os participantes estiverem cientes de sua atribui¢cdao de grupo.

Se a alocacdo aleatdria ndo foi ocultada, é provavel que os cuidadores e as pessoas responsaveis pelas intervencdes tenham
conhecimento da intervencdo atribuida pelos participantes durante o estudo.

Se ndo houver perda de participantes, a analise por protocolo é apropriada, sendo a andlise de intencdo para tratar ndo aplicdvel. Nessa
situacdo, marque sim. A analise de intengdo para tratar é uma estratégia para analise de dados na qual todos os participantes sao
incluidos no grupo onde foram inicialmente alocados, independente se completaram ou nao o estudo nesse grupo. Essa analise previne
viés causado por perda de participantes que pode prejudicar a equivaléncia estabelecida na linha de base pela alocacao randémica e
ndo refletir adesdo ao protocolo.

A disponibilidade de dados obtidos por meio de participantes randomizados é suficiente quando igual ou maior a 90%.

Essa questao é particularmente relevante quando os métodos usados para avaliagao ndo sao internacionalmente aceitos ou
validados.

Ha viés quando existe evidéncia clara que um dominio foi medido de varias maneiras, mas os dados para apenas um ou algumas medidas
sdo totalmente reportados (sem justificativa).
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Anexo IX - Ferramenta para Avaliagao Individual da Qualidade de Revisdes Sistematicas

Assinale sim ou ndo para cada item e preencha o campo “Citacdo do estudo”, quando julgar necessario

Referéncia (Autor, Ano):

Resposta

Questao - —
Sim Nao

Citacdo do estudo

1. As perguntas da pesquisa e os critérios de inclusdo para a revisao incluem os
componentes do PICO?

2. O relatério da revisdao continha uma declaragao explicita de que os métodos
de revisao foram estabelecidos antes da realizacdo da revisdo e o relatério
justificou quaisquer desvios significativos do protocolo?

3. Os autores da revisdo explicaram sua selecdo dos desenhos de estudo para
inclusao na revisao?

4. Os autores da revisdo utilizaram uma estratégia abrangente de pesquisa
bibliografica?

5. Os autores da revisdo realizaram a selecdo do estudo em duplicata?

6. Os autores da revisdao executaram a extragao de dados em duplicata?
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7. Os autores da revisao forneceram uma lista de estudos excluidos e
justificaram as exclusdes?

8. Os autores da revisdao descreveram adequadamente os detalhes dos estudos
incluidos?

9. Os autores da revisdo utilizaram uma técnica validada para avaliar o risco de
viés em estudos individuais incluidos na revisao?

10. Os autores da revisao relataram as fontes de financiamento para os estudos
incluidos na revisdo?

11. Se a metanalise foi realizada, os autores da revisdo utilizaram métodos
apropriados para combinacdo estatistica de resultados?

12. Se a metanalise foi realizada, os autores da revisdo avaliaram o impacto
potencial do risco de viés em estudos individuais sobre os resultados da
metanalise ou outra sintese de evidéncias?

13. Os autores da revisao responderam pelo risco de viés em estudos individuais
ao interpretar / discutir os resultados da revisdo?

14. Os autores da revisdo forneceram uma explicacdo satisfatoria e discutiram
qualquer heterogeneidade observada nos resultados da revisao?
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15. Se foi reaizada uma sintese quantitativa, os autores da revisdao conduziram
uma investigacdo adequada do viés de publicagdo (pequeno viés de estudo) e
discutiram seu provdvel impacto nos resultados da revisao?

16. Os autores da revisao relataram alguma fonte potencial de conflito de
interesses, incluindo qualquer financiamento recebido para a realiza¢do da
revisao?




