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RESUMO

Atualmente as perturbacdes mentais tém vindo a aumentar e as estimativas apontam
que continuem a crescer durante as proximas décadas, juntamente com a incidéncia das
Doencas Neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer e de Parkinson.

Nos ultimos anos a microbiota tornou-se um dos tépicos principais de pesquisa, estando
o seu desequilibrio relacionado com problemas degenerativos associados a idade.

Sabe-se que o equilibrio gastrointestinal é essencial para o bem-estar e para a boa
disposicdo, em particular devido a comunicagdo bidirecional existente entre o intestino e o
cérebro, uma vez que um desequilibrio na flora intestinal pode levar a um aumento de
permeabilidade e gerar uma neuroinflamacao, conduzindo ao aumento do stress oxidativo e
a degeneracgdo das células.

Alguns estudos mostram que através da suplementacdo é possivel aumentar a boa
disposicao, atenuar os sintomas de ansiedade e depressao presentes na sociedade moderna,
e potenciar alguns tratamentos farmacoldgicos.

Nesse sentido o ambito desta dissertacdo é o desenvolvimento de um Suplemento
Alimentar que atue no eixo intestino-cérebro através do uso de probioticos, vitaminas do
complexo B, triptofano, magnésio e por ultimo, plantas que confiram neuroprotecdo devido a
sua acao antioxidante como é o caso da oliveira e da videira, culturas bastante valorizadas na

Agricultura Portuguesa.

Palavras-Chave: Ansiedade; Microbiota; Neuroprotecao; Suplemento Alimentar.
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ABSTRACT

Nowadays mental disorders have been increasing and these are estimated to grow
during the next decades, along with neurodegenerative diseases like Alzheimer's and
Parkinson's disease.

In the last years the microbiota became one of my main research topics, being his
imbalance associated with degenerative problems.

It is known that gastrointestinal balance is essential for well-being and mood, in
particular thanks to bidirectional communication between the gut and the brain, since
intestinal flora disequilibrium can increase permeability and create neuroinflammation, leading
to oxidative stress growth and cell degeneration.

Some studies show that through supplementation it is possible to increase the mood,
mitigate anxiety and depression symptoms present in the modern society, and enhance
pharmacological treatments.

With that aim in mind, this dissertation has as main purpose the development of a dietary
supplement that act on gut-brain axis through the use of probiotics, vitamin B complex,
tryptophan, magnesium and at last neuroprotective plants, in this case the olive tree and vine,

duo to their antioxidative capacity and agricultural value in Portugal.

Keywords: Anxiety; Dietary Supplements; Microbiota; Neuroprotection.

Xiii






INDICE

T INTRODUGAOQ «.eereeereeereemseeesemssenssemssessenssenssenssesssesssenssenmsesasesssesmsesssesssesmsenmsesssessesmsesmsesmsenseemmsenmsesmsessessenscsnes 23
1.1 SUPIEMENLOS AIIMENTAIES ...ttt ss st ss s sasssnes 23
1.2 SAUAE MENTAL....oieie ettt 25
1.2.1 Microglia @ MiICrODIOTA. ......vuuieeeeeeeeie st nees 26
1.2.2 ProbioticOS @ PrebiGtiCOoS ... sssesss s 31
1.3 O Olival e a Vinha na Agricultura POrtUQUESA...........coc.evueeueruneeeneeneireeseeiseesseieesse e 36
1.3.1 O OfIVAI ettt 36
1.3.2 A VNN s 38
1.33 Plantas NeUIrOPrOTEIOras ...ttt eeen 39
1.4 Aminoacidos, VItaminas € MINEIAIS ........ccovueueeeeeimeeierieeiresisesssesssse e sssssssse s sssessssessaas 41
1.4.1 IMMAGNESIO ..ottt ss sttt 41
14.2 TFIPLOTANO .ottt 42
14.3 Vitaminas do COMPIEXO B ...t siessssesssessssesssessssesssesssnessnes 43
1.5 Objetivos dO trabalio........ et 46
2 METODOLOGIA .......eeeeeerereeeeenerertstsessssssssssssesesssssssssssssssssssssssssssssssasasssssssnsassssstsssssssssesesasasasssssssnsassssessssness 47
2.1 Pesquisa DIDIIOGIAfiCa. ... esese s ssieees 47
2.2 FOIMMUIAGCAO ...ttt bbb 48
2.3 ProCeSSO A€ FADIICO ...ttt 50
24 Controlo de QUAalIAAdE.........occeeuieieiire e 51
241 Analises de Elementos MINErais ... ssessssesenas 51

XV



2.5  NOtIfiCACA0 dO PrOUULO ..ot 54

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ ....cuoririerereeretssetesesesssssasasessssesssssssssssssssssssasssnssssssstasssssssssssssassasssssssnssssessssanes 55
3.1 FOIMUIACAO ...ttt bbbttt b aenan 55
3.2 ANGLISE lEMENTAT ...ttt 60

4 CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS.....ccvevrerereeresesesssesesesesssssssssssssssssssssssasasesesesssssssssssssssssssasasssasasesesssssesssess 65

5 BIBLIOGRAFIA. .......ceeeeereraereereresesesesesessssssnssssssssssssssesssssssesesssssssssssssssssssssasessstsssssesssssssssassssssessasasssssssesssesssssssasans 67

A APENDICE c...ouceneeneeneeeneeesesssesssesssesssesssesssesssesssesssesasesssesssesssesssesssesssesssesasesssesssesasesssesssesssesssesssesasesasessesase 86
A1 EMDAalagem dO ProdULO ...ttt ssenes 86
A2  Resumo das carateristicas do Suplemento AlIMENtar..........cccoooeronrinnrionriennrinnieresienneenn. 87
A3 NOUFICACAOD ...ttt bbb a s bbb s sasntens 92

XVi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Vitaminas e Suplementos Alimentares- Mercado Europeu (2014-2018, €B, %).......... 24

Figura 2. Influéncia da disbiose intestinal na salide Mental..........cocoornrirerinrinnriensiseesesis 31
Figura 3. Ocupacao predominante das culturas permanentes (2019) ......c.ccoucveenerreenersernecneenennne 37
Figura 4. Fluxograma de producdo de capsulas de gelatinas duras...........ccecoveeneeeonecneeenecnecenees 50
Figura 5. Pastilna Para @NAlISE...........coirinniierieeeeisise sttt ssssss st ssss s ssss st ssssnes 53
Figura 6. Vectiseren e respetiva COMPOSICAO. .....c.cwiuueerriereireieeeeeseiseisesseessesssssessssssessesssssssssessessssssssseens 59
Figura 7. Neorotrans B e respetiva COMPOSICAO .....c.wuueeumeueeuerireasseisseieessesssesssesssessesssesssesssesesssessesans 59

XVii






INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Lista dos ingredientes do suplemento alimentar.........oconnecneneeneeecnecsecnennne 48
Tabela 2. Distribuicdo dos ingredientes pela capsula A e pela capsula B.........cc.coovonrimrronrinnrinnnes 49
Tabela 3. Teores maximos de certos contaminantes em suplementos alimentares..................... 52
Tabela 4. Dosagens de probioticos (UFC) de acordo com a bibliografia.........ccccoeeoneineioneinecenees 55
Tabela 5. Dosagem de cada estirpe ajustada a uma capsula do suplemento alimentar............. 56
Tabela 6. Biodispobilidade associada a determinadas formas de magnésio. .........c..coeeevrernrunnnes 57
Tabela 7. Formulagdo da capsula A e da capsula B com as respetivas quantidades.................... 60

Tabela 8. Teores médios dos elementos minerais presentes nas principais componentes da

fOrmulacao dO SUPIEMENTO. ...ttt sttt ess s 61

XiX






ABREVIATURAS

DA — Doenca de Alzheimer

DDR - Dose Diaria Recomendada

DGAV - Direcdo Geral de Alimentacao e Veterinaria

DP - Doenca de Parkinson

EFSA — Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos, do inglés "European Food
Safety Authority"

Gl — Gastrointestinal

HPA — Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

IL-4 — Interleucina 4

IL-6 — Interleucina 6

IL-10 — Interleucina 10

INE — Instituto Nacional de Estatistica

INFARMED — Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P.

LPS - Lipopolissacarideo

OMS - Organizacao Mundial de Saude

UFC - Unidades Formadoras de Coldnias

SA — Suplemento Alimentar

SCFAs — Acidos Gordos de Cadeia Curta, do inglés "Short-chain fatty acid"

SNC - Sistema Nervoso Central

XXi






INTRODUCAO

1.1 Suplementos Alimentares

Ainda que através de uma alimentacao adequada e variada seja possivel adquirir os
nutrientes necessarios a um bom estado de salide, quando esta situacao nao se verifica devido
ao estilo de vida adotado é possivel adquirir essas substancias através de Suplementos
Alimentares (SA).

Estes produtos sdo entdo definidos como “géneros alimenticios que se destinam a
complementar e ou suplementar o regime alimentar normal e que constituem fontes
concentradas de determinadas substancias nutrientes ou outras com efeito nutricional ou
fisiologico, estremes ou combinadas, comercializadas em forma doseada, tais como capsulas,
pastithas, comprimidos, pilulas e outras formas semelhantes, saquetas de po, ampolas de
liquido, frascos com conta-gotas e outras formas similares de liquidos ou pos que se destinam
a ser tomados em unidades medidas de quantidade reduzida.” (Decreto de Lei n.° 118/2015
de 23 de junho).

Devido a preocupacdo com a salde e bem-estar por parte da populagédo, associada a
incompatibilidade entre o estilo de vida atual e o cumprimento dos requisitos nutricionais
diarios, o mercado dos SA encontra-se em crescimento. Em 2020 este mercado mundial tera
sido avaliado em 140,3 mil milhdes de dolares e até 2028 é expectavel que continue em
crescimento a uma taxa anual de 8,6% (Grand View Research, 2021).

Também a pandemia causada pelo novo Coronavirus (SARS-CoV-2) teve impacto neste

mercado uma vez que, de acordo com os dados de um questionario on/ine levado a cabo pelo
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Council for Responsible Nutrition, cerca de 43% dos consumidores de SA alteraram os habitos
de consumo, incrementando outros SA na sua rotina ou aumentando a frequéncia de toma
e/ou a dosagem da suplementacdo habitual essencialmente para melhorar o sistema
imunitario (Council for Responsible Nutrition, 2020; Grand View Research, 2021).

Na Europa a tendéncia de evolugdo deste mercado também se encontra em expansao
(Figura 1). Para além das questdes de salde e bem-estar ja referidas enquanto impulsionadoras
para o aumento da procura, este crescimento também ocorre por questdes éticas. Como
exemplo disso temos a Alemanha, cujo aumento da suplementagdo deve-se as mudancas de

alimentacao para regimes de veganismo e vegetarianismo (PwC, 2021).

CAGR 2014-2018

mmmmmmmmm——mm==h CAGR
. g -
fmmmmmmmmmmmmmeT 25% 132 13,5 2014-2018
12,0 12,3 12,5
H ' I I N
35 32 32 36 36 11%
2014 2015 2016 2017 2018

Eastern Europe mWestern Europe

Figura 1. Vitaminas e Suplementos Alimentares- Mercado Europeu (2014-2018, €B, %). Fonte: PwC, 2021.

No entanto, das varias categorias de SA, espera-se que a indUstria dos probidticos cresca
a um ritmo mais acelerado do que as restantes devido a crescente importancia na melhoria da
imunidade e no auxilio da saude mental, para além de coadjuvante do sistema digestivo (PwC,
2020). Segundo Kikuchi et al. (2020), o crescimento na area da psiquiatria nutricional permite
que sejam feitas intervencdes clinicas do ponto de vista nutricional em individuos que sofrem
de ansiedade e depresséo através de suplementacgao recorrendo ao uso de probidticos ou de
L-Triptofano (L-Trp), por exemplo.

Mundialmente, do ponto de vista econdmico a indUstria dos probidticos atingiu um valor
de 49,4 mil milhdes de dolares e as estimativas apontam para um crescimento podendo atingir
os 69,3 mil milhdes de 2023 (Statista, 2021).

As expectativas futuras a nivel europeu sdo que, a semelhanca do que se espera que

aconteca no resto do mundo, a procura de suplementos continue a aumentar. As estatisticas
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apontam que em 2030 a Europa Ocidental tera a segunda populacdo mais envelhecida do
mundo e é este fator demografico que potencia o crescimento no consumo de SA, enquanto

solucOes preventivas para problemas de satude (PwC, 2020).

1.2 Salde Mental

Com o aumento da populacdo idosa e com o aumento da esperanca média de vida, as
doencas neurodegenerativas sdo consideradas um problema de saude publica (Rehman et a/,
2020). As estimativas apontam que em 2030 a incidéncia da Doenca de Parkinson podera
atingir entre 8,7 a 9,3 milhdes de individuos (Dorsey et al, 2007) e em 2050 a Doenga de
Alzheimer podera afetar 106,4 milhdes de pessoas (Brookmeyer et a/, 2007).

Para além das doengas neurodegenerativas, devido ao stress do dia-a-dia que se
encontra presente na sociedade atual (Schneiderman et a/, 2005) também a depressdo é um
problema a nivel mundial, chegando a afetar 264 milhdes de pessoas (GBD, 2018). A par com
a depressdo também a ansiedade tem vindo a ganhar destaque (Friedrich, 2017), tratando-se
de desordens associadas ao aumento de citocinas pro-inflamatorias (O'Brien et al, 2004).

Relativamente as doencas neurodegenerativas, a Doenca de Alzheimer (DA) é a forma
de deméncia mais comum, caracterizada pela perda gradual da memoria, apatia e depressao
(Ferri et al, 2009). Os dados da Alzheimer Europe (2019) fazem referéncia a cerca de 193 500
individuos com deméncia em Portugal, sendo que em 2017 ocupavamos o 4° lugar como o
pais com mais casos por 100 mil habitantes (OCDE, 2017).

Um dos indicadores da Doenga de Alzheimer é a deposicao de placas de B-amildide,
capazes de induzir a ativacdo da microglia (McNaull et a/, 2009). A ativacdao da microglia
juntamente com a libertacdo de citocinas pro-inflamatérias sdo os principais fatores
responsaveis pela neuroinflamacdo e progressdo desta doenca (Mehrabadi e Sadr, 2020),
sendo que a neuroinflamacgao crénica esta associada a varias doengas neurodegenerativas do
sistema nervoso central (SNC) para além da referida (Akbari et a/, 2016).

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa progressiva mais
comum (Lebouvier et al, 2009) que ocorre quando existe degeneracdo dos neuronios

dopaminérgicos na substantia nigra, resultando numa deficiéncia em dopamina responsavel
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pelos principais sintomas motores da doenca (Kalia e Lang, 2015), e quando existe acumulacao
de a-sinucleina no tronco cerebral, medula e cortex (Lees et a/, 2009).

As disfuncbes gastrointestinais (Gl) sdo os sintomas ndo motores mais comuns desta
patologia e os que ocorrem na fase inicial da mesma, contribuindo para a patogenicidade
desta doenca (Sun e Shen, 2018). Isto porque o trato Gl é potencialmente o principal
responsavel pelo stress oxidativo (Forsyth et a/, 2011) e porque os agregados de a-sinucleina
fosforilados, resultantes de processos oxidativos e responsaveis pela perda neuronal (Braak e
Del Tredici, 2008), comegam por identificar-se primeiramente no sistema nervoso entérico e
mais tarde no SNC (Shannon et a/, 2012).

Além do mais, na DP os individuos apresentam permeabilidade intestinal (Forsyth et al,
2011) levando a uma disbiose (Keshavarzian et a/, 2015). Consequentemente gera-se um
ambiente inflamatdrio e um aumento do stress oxidativo devido a passagem das endotoxinas
(Forsyth et al, 2011), que segundo Shultz (2006) é responsavel pela acumulagdo de agregados
de a-sinucleina no cérebro.

Segundo Schneiderman et al. (2005), o stress é importante para a vida, evolugdo e para
o desenvolvimento de respostas de adapta¢do. No entanto, quando se torna uma situagao
persistente, especialmente em individuos mais debilitados quer seja por fatores genéticos ou
pela idade, o stress pode influenciar o desenvolvimento de doencas, entre elas as que afetam

a saude mental.

1.2.1 Microglia e Microbiota

A microglia sdo células especializadas do SNC que atuam em resposta a infe¢bes e
disfuncdes, isto €, com fun¢des semelhantes aos macrofagos (Kettenmann et al, 2011). A
atividade da microglia € influenciada, de entre varios fatores, pelo intestino devido a
comunicagao bidirecional entre a microbiota e o SNC. Esta comunicacdo pode ocorrer via
nervo vago ou através da circulacdo sanguinea (Abdel-Haq et a/, 2019).

Dependendo do ambiente envolvente as células da microglia podem passar de um

estado de vigilancia para um estado ativo, em que passam de uma forma ramificada para uma
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forma ameboide. Essas alteracdes do ambiente envolvente dizem respeito a presenca de
patdgenos, stress ou algum dano nos tecidos (Torres-Platas et al, 2014).

Na sua forma ativa as células podem migrar para o sitio da lesdo, proliferar e fagocitar.
Promovem também uma resposta inflamatdria através da producao de mediadores proé-
inflamatorios, tais como citocinas, espécies reativas de oxigénio e éxido nitrico que provocam
toxicidade, mas que também causam danos as células cerebrais (Glass et a/, 2010; Kettenmann
etal, 2011).

Alguns estudos mostram que a resposta inflamatéria da microglia contribui para a
progressao de varias doengas neurodegenerativas como a DA e a DP (Glass et a/, 2010). Isto
porque quando o equilibrio entre as citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias se
encontra alterado ou o stress é constante, ocorre a degradagdo do triptofano em substancias
neuroprotetoras e neurodegenerativas. Se a alteracdo for favoravel as citocinas pro-
inflamatorias, a via neurodegenerativa prevalece e é potenciada pelo efeito do cortisol
libertado durante o stress (Myint e Kim, 2003).

Por outro lado, se for ativada a via anti-inflamatéria é promovido o efeito neuroprotetor
da microglia através da producdo de citocinas anti-inflamatdrias e de fatores neurotroficos,
evitando o desenvolvimento de uma inflamagdo. Ou seja, a ativagdo da microglia pode ser
benéfica ou téxica para as células dependendo se foi ativado um fenétipo inflamatério ou anti-
inflamatorio. Por exemplo, na presenca de lipopolissacarideos (LPS) em elevadas
concentragdes e também de outras substancias é ativado o fenétipo inflamatério em que se
verifica entdo a produgdo de 6xido nitrico e de IL-6, no entanto na presenca de IL-4, de IL-10
e de LPS — numa concentracdao muito baixa — é ativado o fenotipo anti-inflamatorio (Franco e
Fernandéz-Suarez, 2015; Moreira et al, 2012). Os LPS sdo os principais componentes das
paredes celulares das bactérias Gram-negativas, que se podem encontrar principalmente no
intestino, mas também na cavidade oral e no trato urinario sendo que em condi¢des normais
devem estar presentes numa baixa quantidade (de Punder e Pruimboom, 2015).

Em relagdo a microbiota intestinal, esta trata-se de uma complexa comunidade de
microrganismos maioritariamente dos filos Firmicutes e Bacteroides (Ley et al, 2008) alojada

no trato Gl com cerca de 10" organismos por grama do conteddo luminal (Garrett et a/, 2010).
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A microbiota desempenha um papel crucial na manutencao da barreira intestinal, na
producdo de vitaminas e nutrientes (Thursby e Juge, 2017) e a sua atividade metabdlica
encontra-se intimamente ligada a produgdo de citocinas e consequentemente a imunidade
(Pierce e Alvina, 2019).

Existem cada vez mais evidéncias do impacto da microbiota intestinal e da sua
importancia para o normal funcionamento psicoldgico e de 6rgaos, especialmente o cérebro
(Dinan e Cryan, 2017) devido ao impacto em diversas patologias, nomeadamente na ativagdo
das vias das Doencas Neurodegenerativas (Piscollato et a/, 2016).

Uma alteracao da microbiota pode ter um profundo impacto na funcao cerebral (Dinan

e Cryan, 2017) devido a producdo de espécies neurotdxicas como os LPS e as proteinas
amildides, que ao chegarem ao cérebro através do nervo vago promovem a ativagdo
da microglia e a neuroinflamagdo, aumentando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (Dumitrescu et a/, 2018). Existem varios fatores que fazem com que isto possa
acontecer tais como a toma de antibioticos, stress, dieta alimentar, genética e idade

(Hirschberg et a/, 2019).

1.2.1.1 Disbiose e a Importancia do Intestino

As células do epitélio intestinal sao essenciais para o sistema imunitario do intestino.
Estas células apresentam recetores para padroes moleculares deixados pela microbiota (Cerf-
Bensussan e Gaboriau-Routhiau, 2010), isto é, apresentam uma capacidade de reconhecer
produtos ou componentes bacterianos e dar origem a uma resposta do tecido linfoide
associado a mucosa (MALT), ou seja, do sistema imunitario (Adams, 2010). Entdo, quando estes
recetores estdo ativos sinalizam uma cascata de producao de substancias anti-microbianas e
de citocinas, consoante o sinal deixado pela microbiota intestinal (Cerf-Bensussan e Gaboriau-
Routhiau, 2010). Em contacto com bactérias patogénicas as células do epitélio Gl secretam
citocinas pro-inflamatdrias, em particular a interleucina 6 (IL-6), que nao s6 € uma citocina pro-

inflamatoria 5como também regula o metabolismo dos nutrientes (Adams, 2010).
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As células do epitélio também formam uma barreira fisico-quimica que limita o acesso a
superficie intestinal e limita o crescimento bacteriano (Cerf-Bensussan e Gaboriau-Routhiau,
2010). Algumas das células do epitélio, por exemplo as de Goblet, produzem glicoproteinas
mucinas que formam um muco que mantém a regido proxima ao epitélio protegida sem a
penetracdo de bactérias e a camada superior desse muco com as bactérias (Johansson et a/,
2008), enquanto temos outras células, nomeadamente as de Paneth, que sdo responsaveis pela
producdo de zinco, lisozimas e substancias antimicrobianas (Garrett et a/, 2010).

A integridade dessa barreira fisica é conseguida através da unido das células do epitélio
pelas tight junction proteins. Essas proteinas regulam entdo a permeabilidade permitindo a
passagem de pequenas moléculas. No entanto, a regulacdo da permeabilidade depende da
interacdo dessas proteinas com a microbiota intestinal (Allam-Ndoul et a/, 2020). Portanto, a
manutencdo da barreira intestinal por parte da microbiota evita que patogéneos ou
substancias nocivas entrem na corrente sanguinea (Abdel-Haq et a/, 2019).

Isto significa que para garantir que as funcdes que competem a microbiota estdo
asseguradas é necessario verificar-se uma composicdo bacteriana estavel, privilegiando os filos
Bacteroidetes, Firmicutes e Actonibacteria. Caso se verifique uma alteracdo da composicao da
microbiota ou um aumento de outros grupos bacterianos estamos perante uma disbiose
(Weiss e Hennet, 2017).

Numa disbiose regista-se um aumento de enterobactérias e uma reducao dos
organismos benéficos, nomeadamente uma reducao das bactérias produtoras de acidos
gordos de cadeia curta (SCFAs) (Hirshberg et al, 2019).

Os SCFAs — propionato, butirato e acetato — produzidos pela microbiota desempenham
varios papéis, designadamente:

e Fonte de energia no metabolismo (Donohoe et a/, 2011).

e Promovem a integridade do epitélio intestinal através da diminui¢do do pH do
[Umen e dessa forma controlam o crescimento de microrganismos nocivos
(Adams, 2010).

e Modulagdo da inflamagdo através da regulacdo da producdo de citocinas

inflamatérias e do recrutamento de células do sistema imunitario (Li et a/, 2018).
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e No SNC, uma vez que em alguns modelos experimentais a administracao de
SCFAs surte beneficios na evolucao da esclerose multipla e reduz os processos
inflamatorios do SNC verificando-se uma redugdo da desmielinizacdo e da perda
de axénios (Hirschberg et a/, 2019).

Decorrente da diminui¢cdo dos SCFAs e das bactérias produtoras verifica-se a perda da
integridade do epitélio intestinal e um aumento do ambiente inflamatério (Hirschberg et al,
2019).

Como consequéncia da perda de integridade ocorre o aumento da permeabilidade
intestinal permitindo a passagem de patdgenos e de substancias nocivas, como os LPS, para a
corrente sanguinea. Em circulacdo estas substancias desencadeiam a producdo de citocinas
pro-inflamatodrias e contribuem para a ativacao da microglia, induzindo uma neuroinflamacao
(Ait-Belgnaoui et a/, 2012; Moreira et al, 2012; de Punder e Pruimboom, 2015).

Associado a disbiose podem entéo surgir varios problemas a diferentes niveis, como por
exemplo a Doenca de Crohn, Colite ulcerosa, Diabetes tipo | (Garrett et al, 2010), asma e
alergias (Anand e Mande, 2018), depressao, Doenca de Alzheimer (Piscollato et a/. 2016) e de
Parkinson (Forsyth et a/, 2011).

Voltando ao impacto da microbiota no cérebro, ela também se encontra relacionada
com a producdo de neurotransmissores, em que diferentes estirpes produzem diferentes
neurotransmissores (Cryan e Dinan, 2012). E de notar que também as citocinas influenciam os
neurotransmissores na medida em que desempenham um papel inibidor da serotonina,
dopamina e norepinefrina (Miller e Raison, 2016), e aumentam a atividade do eixo Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal (HPA) com consequente secrecdo de glicocorticoides (John e Buckingham,
2003). Eixo este responsavel pela regulacdo das emocgdes, disposicdo, estando também
relacionado com as desordens de humor e de memoéria (Ait-Belgnaoui et a/, 2012; Dinan et al,

2013).
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Figura 2. Influéncia da disbiose intestinal na saide mental.

Entdo, devido a esta comunicacao bidirecional verificada entre o cérebro e o intestino é
possivel, através da modulacdo da microbiota, regular o stress, a disposi¢do, a ansiedade e a

cognicao, trazendo beneficios tanto para o intestino como para o cérebro (Wang et a/, 2016).

1.2.2 Probidticos e Prebidticos

De acordo com a Organizacdao Mundial de Saude, os probioticos sdo microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do
hospedeiro.

Dos varios beneficios destacam-se os do trato Gl como a prevencao do cancro colorretal,
o tratamento e prevencdo de diarreias, a erradicacao da Helicobacter pylori, entre outros
(Guarner et al, 2017). No contexto atual, também os probidticos enquanto coadjuvantes
apresentam efeitos benéficos em condic¢des clinicas relacionadas com a infecao causada pelo
SARS-CoV-2 (d'Ettorre et al, 2020).

Segundo Wang et a/. (2016) e Wang et al. (2019) o uso de probidticos especialmente os
Bifidobacterium e os Lactobacillus em doses de 10° e 10" Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) beneficiam o SNC, sendo os efeitos verificados dependentes do tipo de estirpe. Num
estudo realizado por Ni et a/ (2019) verificou-se que em ratos as Bifidobactérias apresentam
maior poder inibidor de citocinas pro-inflamatdrias — comparativamente com os Lactobacilos
— e inibem a inflamacao induzida pelas LPS (Riedel et al, 2006), enquanto os Lactobacilos

apresentam uma maior capacidade antioxidante.
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Para além do mais, também os probidticos tém capacidade de alterar os
neurotransmissores Acido Gama-Aminobutirico (GABA), Serotonina (5-HT) e Dopamina
denominando-se “psicobidticos”. Ou seja, sdo uma classe de probidticos que, quando
administrada nas quantidades certas, sdao benéficos para quem sofre de disturbios
psiquiatricos devido a producdo desses neurotransmissores, resultando numa reducdo da
inflamacdo por inibi¢do da atividade do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HPA) (Dinan et al,
2013). Como exemplos de estirpes com essa capacidade temos Lactobacillus plantarum, L.
helveticus, L. fermentum, L. rhamnosus e Bifidobacterium infantis (\Wang et a/, 2016).

No entanto, para favorecer a multiplicacdo das bactérias benéficas é necessario que
ocorra a ingestdo de prebioticos, definidos como “/ingredientes seletivamente fermentados
que permitem mudangas especificas na composicdo e/ou atividade da microbiota
gastrointestinal, conferindo assim beneficios para a saude do hospedeiro”. Existem varias
substancias prebioticas e a titulo de exemplo temos a inulina e a oligofrutose. Esta uUltima
encontra-se presente em determinadas espécies do género Allium, por exemplo em cebolas e
alhos, no trigo, na chicdria, etc., e resultante da sua fermentagdo no célon registam-se varios
beneficios com destaque para o aumento das bifidobactérias (Guarner et al, 2017).

Ou seja, através do uso de probidticos e prebidticos é possivel obter um ecossistema
intestinal equilibrado (Pierce e Alvina, 2019), modular a permeabilidade intestinal e a
endotoxémia (Moreira et al, 2012), atenuar a resposta ao stress do eixo HPA resultando numa
diminuicdo dos niveis de corticosteroides (Ait-Belgnaoui et al, 2012) e reduzir as respostas

inflamatorias.

1.2.2.1 Bifidobacterium longum

Segundo Savignac et al (2014; 2015), a suplementacdo em ratos com 10° UFC de
Bifidobaterium longum 1714 apresenta beneficios na reducao da depressdo, da ansiedade e
melhora a memoria. Esta mesma estirpe, com a mesma dose, em humanos também apresentou
efeitos na reducdo do stress, no aumento da vitalidade e reducdo da fadiga mental (Wang et

al, 2019).
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Existem outras estirpes de Bifidobacterium longum estudadas em ratos, como por
exemplo a NCC3001 (Bercik et a/, 2011), que numa dose de 10 UFC normalizou o
comportamento da ansiedade induzido por uma inflamacdo do trato Gl, no entanto nao
alterou os valores da inflamacgdo e sdo precisos mais estudos para avaliar se em humanos o
efeito é semelhante.

Por fim, é importante referir que associado a outras estirpes, nomeadamente ao 5.
helveticus R0052, o Bifidobacterium longumR0175 reduz os valores de ansiedade e depressao
em humanos numa dosagem conjunta de 3,0 x10° UFC, podendo ser uma medida preventiva

contra patologias relacionadas com o stress (Messaoudi et a/, 2011a).

1.2.22 Bifidobacterium infantis

O Bifidobacterium infantis trata-se de uma subespécie do B. longum, existente
predominantemente no trato Gl dos recém-nascidos.

Segundo Chichlowski et al. (2020), a colonizagdo com esta espécie reduz a proliferacdo
de patogenos, reduz a permeabilidade intestinal, produz substancias com propriedades anti-
inflamatorias, como o indole-3-acido lactico produzido a partir do triptofano (Meng et a/,
2020) e acidos gordos de cadeia curta.

Num estudo feito com criangas dos 3 aos 12 meses de idade a estirpe B. infantis R0033
numa dose de 3,0 x10° UFC apresenta atividade anti-inflamatoria (des Andrés et al, 2018)
possivelmente devido a produgdo do indole-3-acido lactico (Chichlowski et a/, 2020).

Em ratos, a estirpe Bifidobacterium infantis 35624 numa dose de 10" UFC melhora
comportamentos depressivos e alteracdes imunoldgicas causadas pelo stress, apontando para

o papel terapéutico que os suplementos podem desempenhar (Desbonnet et a/, 2010).

1.22.3 Bifidobacterium breve

Existem varias estirpes de Bifidobacterium breve com diferentes efeitos terapéuticos
verificados em ratos, como por exemplo o B. breve 1205 que numa dosagem de 1,0 x10° UFC
é uma estirpe capaz de reduzir a ansiedade (Savignac et a/, 2014) e a estirpe B. breve NCIMB
702258 que numa dosagem de 1,0 x10° UFC apresenta potenciais efeitos terapéuticos na
inflamacdo e doengas neurodegenerativas devido a interacdo com os acidos gordos

polinsaturados (Wall et a/, 2010).
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Num estudo mais recente, a toma oral de 5,0 x10° UFC de Bifidobacterium breve A1
apresenta potencial na prevencdo de disfun¢des cognitivas, como é o caso da doenga de
Alzheimer, devido ao efeito supressor da inflamacao causada pela B-amildide em ratos jovens
e com idade, observando-se melhorias de memoria. Esta estirpe apresenta potencialidade
terapéutica em pacientes com a Doenca de Alzheimer e é candidata a tratamentos de longa
duracdo devido a segurancga e possibilidade de ingestao diaria (Kobayashi et a/, 2017).

Em humanos, a suplementacdo com a estirpe A1 com 2,0 x10'° UFC mostra-se eficaz e
segura na melhoria da memaria em pacientes com Défice Cognitivo Ligeiro (Xiao et a/, 2020),
e apresenta efeitos benéficos na funcdo cognitiva de idosos com problemas de memoria

(Kobayashi et al, 2019).

1.2.24 Lactobacillus helveticus

Existem varios estudos que demonstram os beneficios dos Lactobacillus helveticus no
foro psicolégico.

Por exemplo, num estudo realizado em ratos com a associagao da estirpe de L. helveticus
RO052 e a estipe de Bifidobacterium longum R0175 numa dosagem de 10° UFC, apresentou
um efeito sinérgico na atenuagdo das hormonas do stress, permitindo uma reducgao das dores
viscerais induzidas pelo stress crénico (Ait-Belgnaoui et a/, 2018).

Num outro estudo a mesma combinacao de estirpes, mas numa dosagem de 3,0 x10°
UFC apresenta propriedades ansioliticas em ratos e, em humanos, efeitos benéficos do foro
psicoldgico devido a diminuicdo do diistress psicolégico (Messaoudi et al/, 2011).

Uma outra estirpe administrada em ratos, o Lactobacillus helveticus NS8, verificou-se
eficaz na modulacdo do eixo HPA, através da inibicdo da libertagdo de corticosterona,
tratando-se de uma estirpe com efeitos ansioliticos e antidepressivos devido ao efeito exercido
no aumento dos valores de 5-HT, de norepinefrina, de citocinas anti-inflamatérias e do fator

neurotrofico derivado do cérebro (Liang et a/, 2015).
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1.22.5 Lactobacillus plantarum

A principal estirpe de Lactobacillus plantarum estudada pelos seus efeitos psicobidticos
é a L. plantarum PS128, cuja administragdo cronica nao apresenta efeitos adversos (Liu et a/,
2016; Liu et al, 2016a).

Num estudo feito em ratos, o consumo de Lactobacillus plantarum PS128 (5,0x10° UFC)
apresenta-se seguro e sem efeitos secundarios, tratando-se de uma estirpe com beneficios
para comportamentos relacionados com a ansiedade devido ao aumento da dopamina e 5-HT
(Liu et al, 2016). A sua administracdo crénica apresenta efeito regulador no eixo HPA,
reduzindo a libertacdo exacerbada de corticosterona e os comportamentos depressivos, e
melhora o sistema imunitario (Liu et a/, 2016a).

Esta estirpe também reduz citocinas pré-inflamatérias (IL-6), que estdo associadas a
comportamentos depressivos, e aumenta as citocinas anti-inflamatérias (IL-10) (Liu et a/,
2016a). De acordo com o autor, existe a possibilidade da estirpe PS128 ter aplicacbes nos
disturbios psiquiatricos e de problemas neuroldgicos.

Tendo em conta os resultados verificados em Liu et a/. (2016), Huang et al. (2019) que
conduziu um estudo em atletas de alta competicdo, que devido ao elevado consumo de
oxigénio encontram-se expostos a uma maior quantidade de espécies reativas de oxigénio
(ROS), e a suplementacdo com L. Plantarum PS128 (50x10') melhorou a capacidade
antioxidante do organismo, reduziu as citocinas inflamatérias e aumentou as que combatem
a inflamacao

Como exemplo temos um estudo em ratos que mostra que a suplementacdo com 10"
UFC de PS128 inibe a progressdo da Doenca de Parkinson induzida, podendo também preveni-
la devido ao efeito neuroprotetor dos neurdnios dopaminérgicos e redutor da
neuroinflamacao, e stress oxidativo. Apresenta por esses motivos potencial de tratamento para

patologias neurodegenerativas em pacientes (Liao et a/, 2019).

1.2.26 Lactobacillus rhamnosus

Num estudo de Bravo et a/. (2011) cujo objetivo era verificar o efeito da suplementagao
com Lactobacillus rhamnosus na funcdo cerebral, verificou-se que em animais saudaveis a
estirpe de Lactobacillus rhamnosus JB-1 (10° UFC) diminui a resposta do eixo HPA ao stress,

altera a expressao de recetores especificos do GABA e, consequentemente, pode beneficiar

35



tratamentos de ansiedade e depressao. Estas observagdes potenciam o desenvolvimento de
coadjuvantes baseados em microrganismos para o tratamento de desordens psiquiatricas
relacionadas com o stress.

Num outro estudo foi administrada a mesma estirpe numa dosagem de 1,7 x10° UFC a
ratos previamente expostos ao stress, constatando-se que a suplementacdo pode alterar
comportamentos, prevenindo a progressao da ansiedade e atenua a progressao de disturbios
de humor como a depressao, devido ao efeito regulador dos parametros alterados pelo stress
para niveis saudaveis (Kochalska et al, 2020).

Existem também outras estirpes como por exemplo o L. rhamnosus R0O011, que em
associacdo com o L. helveticus R0O052 numa dosagem de 6,0 x 10° UFC, reduz a permeabilidade
do cdlon, previnem perdas de meméria e diminuem os niveis de corticosterona (Gareau et a/,
2010) ou o Lactobacillus rhamnosus GG, que promove a manutencdo das células epiteliais e
normaliza a expressao das tight juntion proteins, através da inibicdo da apoptose induzida por
citocinas proé-inflamatorias (Allam-Ndoul et a/, 2020; Yan e Polk, 2002).

Num estudo realizado com mulheres gravidas a administracdo de 6,0x 10° UFC da estirpe
de L. rhamnosus HNOO1 reduziu significativamente os niveis de ansiedade e depressao na

fase de pos-parto (Slykerman et al, 2017).

1.3 O Olival e a Vinha na Agricultura Portuguesa

1.3.1 O Olival

A Oliveira € uma arvore cultivada mundialmente em mais de 8 milhdes de hectares, no
entanto a maioria situa-se nos paises do Mediterraneo (Conde et al, 2009). Tanto a oliveira
como o azeite comegaram a fazer parte do dia-a-dia dos povos dessa regido a partir do século
VI a.C. Para além de ser utilizado na alimentacdo, o azeite era também utilizado para a
iluminacdo e como forma de tratamento para varios males do corpo (Reis, 2014).

Entre 1960 e 1989 Portugal entra num periodo de regressao a nivel da produgéao e do

consumo, havendo o incentivo ao consumo de outros 6leos vegetais e margarinas. No entanto,
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no inicio dos anos 90 o azeite é reconhecido pela Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) pelos
beneficios para a saude sendo a principal gordura da dieta mediterranea (Reis, 2014).

Desde 1986 até aos dias de hoje, em Portugal ocorreu um aumento da superficie
destinada ao cultivo do olival, perfazendo aproximadamente 360 mil hectares em 2019
(PORDATA, 2020). Paralelamente ao aumento da superficie utilizada, também a producéo da
azeitona se encontra em crescimento desde entao, tendo atingindo as 960 mil toneladas em
2019, sendo que desse valor 916 504 toneladas destinam-se a producdo de azeite (PORDATA,
2020).
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Figura 3. Ocupacdo predominante das culturas permanentes (2019). Fonte: INE, I. P.

Na figura 3 encontram-se distribuidas as principais culturas permanentes em territorio
portugués, constatando-se o predominio da cultura da vinha seguida pelo olival,
maioritariamente no Alentejo. Estas culturas encontram-se presentes em mais de metade das
exploracdes agricolas nacionais, sendo a area ocupada por estas duas culturas 64,0% da
superficie total das culturas permanentes (INE, 2019).

Segundo informagdes da DRAP (2002), a variedade de azeitona predominante no pais €
a Galega, no entanto devido ao baixo rendimento, tém sido feitas plantacdes com variedades

mais produtivas como a Cobrancosa, Arbequina e Picual. Das varias cultivares, a variedade
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Picual é das que apresenta um maior teor em polifendis totais — acima dos 600 mg/kg —
enquanto a Arbequina por exemplo, apresenta um valor em polifendis inferior a 200 mg/kg
(Casamenti e Stefani, 2016).

Os principais compostos fendlicos identificados nas folhas sdao a oleuropeina, o
hidroxitirosol, a luteonina-7-glucosideo, a apigenina-7-glucosideo e o verbascosideo
(Benavente-Garcia et al, 2000). Apesar da elevada quantidade em compostos fendlicos
antioxidantes com interesse, as folhas da oliveira sdo consideradas um residuo indireto da
industria do azeite, correspondendo a cerca de 10% da matéria que chega ao lagar (Peralbo-

Molina e Luque de Castro, 2013).

1.3.2 A Vinha

A vinha continua a ser a cultura mais disseminada em Portugal, mas contrariamente ao
que se verifica no caso do olival, a superficie total destinada ao cultivo da vinha tem vindo a
decrescer totalizando cerca de 179 mil hectares em 2019 (INE, 2019; PORDATA, 2020), exceto
nas regioes Entre Douro e Minho e no Alentejo onde ocorreram aumentos de area (INE, 2019).

Cerca de 80% da uva que é produzida a nivel mundial é utilizada para o fabrico de vinho,
o que corresponde a 56 milhdes de toneladas (Peralbo-Molina e Luque de Castro, 2013). Em
Portugal no ano de 2019 da area total de vinha cerca de 176 805 hectares estavam destinados
a produgao de uva para vinho, cuja producdo se traduz em aproximadamente 652 milhdes de
litros (PORDATA, 2020).

Dos varios residuos da producdo de vinho, as grainhas da uva sdo os mais estudados
devido ao elevado poder antioxidante proveniente dos fendis, nomeadamente das
antocianinas (Peralbo-Molina e Luque de Castro, 2013).

Economicamente, em 2020 as producdes de vinho e de azeite em Portugal apresentavam
um valor de aproximadamente 853 milhdes e de 86,9 milhdes de euros, respetivamente

(PORDATA, 2020).
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1.3.3 Plantas Neuroprotetoras

A neuroprotecdo baseia-se em estratégias para proteger o SNC de danos e de desordens
neurodegenerativas (Bhat et a/, 2017), havendo estudos que mostram o potencial que os
extratos das plantas e os compostos bioativos apresentam contra alguns tipos de doencas
neurodegenerativas (Rehman et a/, 2019).

A dieta Mediterranea tem sido associada a uma menor incidéncia de doencas
cardiovasculares e oncoldgicas, em particular devido a elevada quantidade de vitaminas,
flavonoides e polifendis (Benavente-Garcia et a/, 2000).

O interesse nos polifendis como fonte de tratamento das patologias associadas a idade
tem vindo a aumentar (Casamenti e Stefani, 2016). A dieta mediterranea possivelmente devido
a presenca destes compostos apresenta-se como preventiva na neurodegeneragdo (Féart et

al, 2013) baixando os marcadores de inflamacao.

1.3.3.1 Olea europeae L.

Segundo Proenca da Cunha et al (2003) as folhas da oliveira apresentam 6% de
constituintes iriddides, nomeadamente o oleoeuropedsido, derivados da colina, flavondides,
olivamarina, acido oleandlico, saponésidos, acidos fendlicos, sais minerais (calcio), manitol,
taninos e ceras.

Tradicionalmente as folhas das oliveiras eram utilizadas para reduzir a tensao arterial,
prevenir a arteriosclerose e reumatismo (Proencga da Cunha et a/, 2003).

Atualmente sabe-se que os efeitos benéficos na saude cardiovascular se devem as
propriedades vasodilatadoras, de anti-agregacdao plaquetaria, anti-inflamatorias e
antioxidantes da oleuropeina (Omar, 2010). No entanto também podem apresentar outras
funcdes como a de neuroprotecao (Bazoti et a/, 2006; Sun et al, 2017).

Num estudo realizado em ratos verificou-se que os extratos de folhas de oliveira que
contém a oleuropeina sdo eficazes na reducdo da deposicao de placas de B-amiloide, tendo-
se verificado uma reduc¢do da neurotoxicidade, das perdas de memoria e uma neutralizagdo
da neuroinflamacao, protegendo também contra a perda de neurénios dopaminérgicos do
SNC de ratos. Podendo por isso ser um método preventivo para as doencas
neurodegenerativas, como a DA e a DP (Grossi et al, 2013; Luccarini et al, 2014; Omar et a/,

2019; Sarbishengi et a/, 2013).
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Segundo Omar et al. (2019), desempenha também um papel de neuroprote¢do contra a
toxicidade induzida pelos tratamentos com L-Dopa.

O consumo diario permite reduzir danos do stress oxidativo e capturar radicais livres
devido ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes (Sarbishengi et a/, 2013).

De acordo com a EFSA (2011), os polifendis presentes no extrato da Olea europea
apresentam propriedades antioxidantes com potencial de aplicagdo na protecao do organismo
garantindo uma acdo contra a oxidacdo e ajudando na prevencdao de danos oxidativos dos
tecidos. Auxilia também a limpeza das células através da remogdo dos radicais livres e, por
ultimo, conferem protecao contra a oxidagao do colesterol LDL e dos lipidos. Esta substancia

deve ser administrada até 200 mg por dia.

1.3.3.2 Vitis vinifera L.

A videira é uma planta rica em compostos fendlicos, pertencente a familia das Vitaceas
nativa da Europa Meridional e Asia Ocidental, em que as suas folhas apresentam na sua
constituicdo taninos, flavonoides, antocianidinas, resveratrol e viniferinas. Tradicionalmente era
uma planta utilizada no tratamento de afecGes venosas, problemas de microcirculacéo,
edemas, hemorroidas e externamente em varizes (Proenca da Cunha et a/, 2003).

Também os extratos da grainha da uva e as cascas apresentam na sua constituicdo varios
compostos fendlicos nomeadamente a rutina, acido galico, catequinas, epicatequinas e
estilbenos (Youssef et a/, 2019). Estas substancias apresentam uma atividade antioxidante
superior aos antioxidantes mais comuns (como a vitamina C e a vitamina E) protegendo contra
espécies reativas de oxigénio (Ali et a/, 2010; Pazos-Tomas et al, 2020).

Essa atividade antioxidante desempenha um papel bastante importante no sistema
nervoso uma vez que, as protoantocianidinas presentes na grainha da uva tendem a reduzir a
oxidacdo a nivel neuronal e a melhorar os danos cognitivos (Sun et a/, 2019). Alguns estudos
mostram que a utilizagdo desses extratos pode ser um agente neuroprotetor natural e
promissor na prevencao da DP e candidato a um novo tratamento para a DA (Sun et a/, 2019;

Youssef et al, 2019).
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Os compostos fendlicos apresentam também uma atividade anti-inflamatoria (Youssef
et al, 2019). De acordo com Fujishita et a/ (2009) o extrato de grainha de uva previne a morte
neuronal induzida pelo stress oxidativo, através da regulacdo da producéo das citocinas pro-
inflamatorias (IL-6). Segundo Loureiro et al (2017) os extratos também apresentam uma
atividade inibidora da formacao de 8-amiloide com uma eficacia superior comparativamente
ao uso puro do resveratrol.

Para além dos efeitos no sistema nervoso, o extrato de grainha de uva apresenta outras
vantagens designadamente na manutencao da elasticidade vascular e da normal pressao

arterial (Odai et a/, 2019).

1.4 Aminoacidos, vitaminas e minerais

1.4.1 Magnésio

O magnésio é um dos elementos mais importantes do corpo humano responsavel por
inUmeras fungdes, entre elas o efeito modulador do SNC (Serefko et a/, 2016).

A concentracao celular deste elemento € influenciada pelas hormonas libertadas durante
o stress, como os corticosteroides e as catecolaminas, verificando-se uma reducdo da
concentragdo intracelular do magnésio e um aumento da excrecdo pela urina.
Consequentemente, a propria concentracao reduzida de magnésio estimula a producao das
hormonas supracitadas, levando a um agravamento da deficiéncia e uma reducdo da
resisténcia ao stress (Seelig, 1994). Também a idade é um dos fatores relacionados com uma
deficiéncia deste mineral (Institute of Medicine, 1997).

Associada a deficiéncia deste composto podem ocorrer sintomas cardiacos e
neurolégicos (EFSA, 2015) verificando-se uma maior incidéncia de acidentes vasculares
cerebrais, hipertensao, enxaquecas, Doenca de Alzheimer (Reddy e Edwards, 2017), bem como
comportamentos depressivos e ansiedade (Singewald et a/, 2004), entre outros.

Através da suplementacdo € possivel atenuar a ansiedade devido ao efeito modulador
no eixo HPA (Boyle et al, 2017) e pode ter efeitos preventivos na DA (Chui et a/, 2011).
Segundo Cardoso et al (2009) para além do efeito antidepressivo, a toma de magnésio

também apresenta um efeito sinérgico com a administracao de farmacos antidepressivos.
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Como o magnésio é pouco absorvido a biodisponibilidade é um parametro importante
num suplemento, podendo ser melhorada com a toma de vitamina B6 (Reddy e Edwards,
2017).

De acordo com o DL n.° 167/2004 a Dose Diaria Recomendada (DDR) de magnésio é de
375 mg, sendo o limite maximo da ingestdo diaria recomendada através da suplementacao
para ambos os sexos de 250 mg (EFSA, 2006). Esta aparente discrepancia de valores pode ser

explicada devido a biodisponibilidade do magnésio.

1.4.2 Triptofano

O L-Triptofano (L-Trp) € um aminoacido essencial percursor da de varios compostos
como a serotonina, a vitamina B6, melatonina, 3-hidroxiquinurenina, triptamina, quinurenina,
entre outros (Friedman, 2018). E utilizado em suplementos alimentares com efeitos na melhoria
dos sintomas depressivos (Kikuchi et al, 2020; Murphy et al, 2006), desempenhando também
um papel protetor no intestino por melhorar a expressdo das proteinas de juncdes apertadas
e consequentemente reduzir a permeabilidade intestinal (Liu et a/, 2017).

O stress psicologico leva a uma deplecdo deste aminoacido e alteragdes no humor.
Quando se trata de um stress psicoldgico crénico ou fisico, aumentam as citocinas proé-
inflamatorias que vao estimular as enzimas que participam no catabolismo do triptofano,
reduzindo a sua disponibilidade para se converter em serotonina (Myint e Kim, 2003).

A serotonina € um elemento-chave no eixo intestino-cérebro porque atua como
neurotransmissor no SNC e na parede no intestino (Jenkins et a/, 2016) e desempenha um
papel no processamento das emogdes e informagdes, na memoria, atengao (Riedel et a/, 2003),
ansiedade, agressdo, sono, apetite e fungdo sexual (Bell et a/, 2001).

Associado ao défice deste aminoacido pode também surgir um agravamento das
funcdes cognitivas na Doenca de Alzheimer (Bell et a/, 2001).

De acordo com o Parecer conjunto do Infarmed e DGAV publicado em 2017, os
suplementos alimentares ndo podem ter doses unitarias superiores a 25 mg de 5-

hidroxitriptofano e a toma diaria ndo pode exceder os 50 mg.
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No entanto, segundo a EFSA (2011a) sob a forma de aminoacido, o L-Trp numa dosagem
até 3g diarias € aconselhado para a saude mental no sentido em que é o percursor natural da
serotonina, ajuda a manter uma boa disposicdo e fungdo cognitiva, contribui para o

relaxamento mental e fisico, e por Ultimo contribui para um sono saudavel.

1.4.3 Vitaminas do Complexo B

14.3.1 Vitamina B3

A niacina ou vitamina B3 é a denominacdo geral que se da ao acido nicotinico, nicotinamida
e nicotinamida ribosoide, precursores das coenzimas NAD e NADP das reacbes redox (LPI,
2021).

A ingestao desta vitamina contribui para o normal metabolismo produtor de energia, para
o normal funcionamento do sistema nervoso, para uma normal funcdo psicolégica e ainda
contribui para reduzir o cansaco e da fadiga (Regulamento (UE) n.°432/2012).

A nicotinamida reduz a degradagéo do triptofano em tecidos periféricos, mostrando efeitos
antidepressivos juntamente com esse aminoacido (Tsujita et a/, 2019). Um défice destes
compostos reflete-se em varios sintomas no SNC como a deméncia, depressdo e outros
sintomas de doencas neurodegenerativas (Gasperi et al, 2019).

Para melhor perceber o efeito desta vitamina foram realizados estudos /n vitro cujos
resultados mostram que a suplementacdo desta vitamina afeta a neurogénese e promove a
diferenciacdo de células em neurdnios produtores de GABA (Griffin et a/, 2017), num outro
estudo a vitamina B3 aparenta ter um papel protetor na DA e no declinio cognitivo associado
a idade (Morris et al, 2004), apresenta um efeito na prevencdo e alivio de alguns sintomas da
DP (Gasperi et al, 2019) e uma vez que niveis adequados desta vitamina sdo importantes para
a formacdo de NADPH, também tem um papel na reducdo do stress oxidativo e da
neuroinflamacao (Zhou et al, 2018).

A forma desta vitamina mais utilizada na suplementacao é sob a forma de nicotinamida e
o limite maximo da ingestdo diaria com idade superior a 18 anos é de 900 mg, excluindo

gravidas e lactantes (EFSA, 2006).
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143.2 Vitamina B6

A vitamina B6, ou piridoxina, desempenha um papel de coenzima em varias rea¢des
metabdlicas no organismo (Institute of Medicine, 1998), apods a sua conversao em piridoxal-5-
fosfato. O piridoxal desempenha um papel importante na sintese de neurotransmissores como
a noradrenalina, dopamina, serotonina, glicina, D-serina, glutamato, GABA e histamina, bem
como participa na sintese de esfingosina das bainhas de mielina (Marjan Farma, 2019).

Ao contribuir também para o normal funcionamento do sistema nervoso, para o normal
metabolismo da homocisteina, para a normal funcdo psicoldgica, para a redugdo do cansaco
e da fadiga (Regulamento (UE) n.°432/2012), desempenha um papel protetor juntamente com
as outras vitaminas do complexo B na DP, em que os tratamentos com dosagens mais elevadas
de L-Dopa diminuem os niveis de B6, B12 e aumentam a homocisteina (Romagnolo et al,
2018).

Segundo Pouteau et al (2018), em condicbes de stress extremo a vitamina B6 associada ao
magnésio permite reduzir o stress com maior eficacia comparativamente ao uso isolado do
magneésio. Esta associacdo numa proporcdo de 10:1 mostra-se benéfica em adultos com stress

severo. O limite maximo diario para adultos é de 25 mg (EFSA, 2006).

14.3.3 Vitamina B9

A vitamina B9 ou acido folico trata-se de um micronutriente essencial que contribui para a
normal funcdo psicoldgica, para o normal funcionamento do sistema imunitario e para a
reducao do cansaco e da fadiga (Regulamento (UE) n.°432/2012).

Um défice em acido félico pode originar anemia megaloblastica ou potenciar defeitos ao
nivel do tudo neuronal (EFSA, 2006). Aléem disso, esta vitamina participa na regulacédo da sintese
da serotonina, da dopamina e da noradrenalina. Assim quando se verifica um défice em L-
metilfolato podem surgir défices em monoaminas (Martone, 2018).

Consequentemente e, associado ao défice em folatos, ocorre uma diminui¢do da absorcao
de vitamina B12 o que pode levar a um estado inflamatério e um aumento do risco da DA

(Chen et al, 2016). Associado a estas vitaminas baixas o valor da homocisteina encontra-se
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elevado exercendo toxicidade nos neurdnios, contribuindo para a DA e para a DP para além
do impacto nas doencas cardiovasculares (Xie et al, 2017; Wang et a/, 2001).

Através da suplementacdo em acido folico ocorre uma melhoria dos marcadores
inflamatorios e da funcao cognitiva (Chen et a/, 2016), desempenhando um papel protetor na
prevencdo de disfungdes cognitivas associadas a idade (Scaglione e Panzavolta, 2014). Num
estudo realizado em idosos com depressao, a suplementagdo com a vitamina B9 mostrou-se
eficaz na melhoria dos sintomas depressivos (Guaraldi et a/, 1993).

E de notar que o 4cido félico s6 apresenta atividade biolégica apds ser convertido em
folatos (Institute of Medicine, 1998), sendo o 5-metiltetrahidrofolato, ou L-metilfolato, a forma
bioldgica ativa predominante no plasma sanguineo.

O limite maximo da ingestao diaria recomendada de acido félico para individuos com a

idade superior a 18 anos é de 1 mg (EFSA, 2006).

14.34 Vitamina B12

Cobalamina é a designacdo dada a vitamina B12 cuja importancia no organismo prende-
se com a sua contribuicdo para o normal funcionamento do sistema nervoso, para o normal
metabolismo da homocisteina, para uma normal fun¢do psicoldgica, para a formacao de
glébulos vermelhos, sistema imunitario, reducdo da fadiga (Regulamento (UE) n.°432/2012) e
apresenta um papel antioxidante e de neuroprotecao (Rehman et a/, 2019).

Nesse sentido a deficiéncia em cobalamina, para além dos efeitos negativos a nivel
hematoldgico e cardiaco, também esta associada a problemas do foro psicolégico como
perdas de memoria, irritabilidade, deméncia, depressao, parestesias e desmielinizagdo do trato
corticoespinhal (Oh e Brown, 2003). Segundo Fuso et a/ (2005), um défice em B12 e em folato
leva ao aumento da produgao de beta-amildide.

Por isso a suplementacdo desta vitamina, juntamente com o folato, apresenta varios
beneficios tais como, permite diminuir os niveis de homocisteina nos doentes de Parkinson
(Xie et al, 2017) e pode melhorar o efeito dos antidepressivos e retardar os sintomas da
depressao (Sangle et al, 2020).

Esta vitamina ndo apresenta limite maximo devido a auséncia de efeitos secundarios, no
entanto os suplementos disponiveis no mercado apresentam dosagens que variam entre 1 ug

a 5 ug, podendo chegar a doses mais elevadas como 50 ug (EFSA, 2006).
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1.5 Objetivos do trabalho

O trabalho desenvolvido visa produzir um suplemento alimentar destinado ao bem-estar
mental de uma populacdo demograficamente envelhecida e sob o stress da sociedade atual.

Por um lado, pretende integrar uma categoria de SA com um potencial de crescimento
superior as restantes categorias, os probioticos.

Por outro lado, tem como objetivo valorizar do ponto de vista nutricional as duas culturas
agricolas permanentes mais disseminadas pelo continente e caracteristicas da zona
Mediterranea— a vinha e a oliveira. Os extratos utilizados segundo a literatura sdo subprodutos
das industrias do vinho e do azeite, ou seja, ainda existe o potencial de acrescentar valor a
estas indUstrias.

Relativamente a formulacao, esta foi projetada para atingir o trato Gl e a funcao cognitiva,
tendo como objetivo o equilibrio a flora intestinal de modo a evitar a ocorréncia de disbioses
e 0s cenarios associados, nomeadamente o aumento da permeabilidade intestinal, a secrecdao
de LPS e consequente criacdo de um ambiente inflamatério e oxidativo.

Concomitantemente, os polifendis presentes nos extratos de grainha de uva e de folha
de oliveira vao atuar também na prevencao desse ambiente oxidativo, que é potencialmente
nefasto para o desenvolvimento de patologias depressivas e degenerativas

A incorporacdo dos restantes ingredientes pertencentes as categorias de aminoacidos,
vitaminas e minerais tem como objetivo acrescentar valor nutricional e obter-se um efeito

sinérgico na gestdo do stress e ansiedade.
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METODOLOGIA

2.1 Pesquisa bibliografica

Para desenvolver este suplemento alimentar a maioria da pesquisa bibliografica foi feita
online através de varias fontes como por exemplo o PubMed, em que foram utilizadas
palavras-chave como “ansiedade”, “Alzheimer”, “"depressdo”, “microbiota”, “probidticos”,
“inflamacdo”, “saude mental”, “suplementacdo”. No entanto também houve recurso a outras
ferramentas como o PORDATA e o INE para recolha de dados estatisticos, e a EFSA juntamente
com o INFARMED para recolher dados sobre os compostos utilizados.

Foram também consultados os seguintes Regulamentos e Decretos de Lei:

* Decreto-Lei (DL) n.o 118/2015 de 23 de junho.

» Decreto-Lei (DL) n.o 54/2010 de 28 de maio.

» Regulamento (CE) n.o 1170/2009 da Comisséao de 30 de novembro de 2009 que altera
a Diretiva 2002/46/CE do Parlamento Europeu e do Conselho e o Regulamento (CE) n.o
1925/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho no que se refere as listas de vitaminas,
minerais e respetivas formas e que podem ser adicionados aos alimentos, incluindo
suplementos alimentares.

» Regulamento (UE) n.o 432/2012 da Comissao, de 16 de maio de 2012 que estabelece
uma lista de alegagdes se salude permitidas relativamente a alimentos que néo referem a

reducdo de um risco de doenca ou o desenvolvimento e a salde das criangas.
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2.2 Formulacao

O suplemento alimentar formulado tem como objetivo o fortalecimento da saude mental
e bem-estar emocional em adultos com idade superior a 18 anos gracas a incorporagao de
vitaminas do complexo B, de triptofano, de magnésio, de antioxidantes presentes nos extratos
de folha de oliveira e de grainha de uva e gragas ao uso de probidticos, cujo objetivo é
equilibrar a flora intestinal de modo a reduzir a inflamagdo e regular a producdo dos
neurotransmissores. A lista dos ingredientes a serem utilizados encontram-se na tabela abaixo

(Tabela 1).

Tabela 1. Lista dos ingredientes do suplemento alimentar.

Ingredientes Descrigao

Magnésio Mineral sob a forma de Bisglicinato de Magnésio

Extrato de folha de oliveira, padronizado a 40%
de oleuropeina
Extrato de grainha de uva, padronizado a 95 %
protoantocianidinas

Extrato seco de folha de oliveira

Extrato seco de grainha de uva

L-Triptofano Aminodcido sob a forma de L-Triptofano
Vitamina B6 Vitamina sob a forma de Cloridrato de Piridoxina
Vitamina B3 Vitamina sob a forma de nicotinamida
Vitamina B12 Vitamina sob a forma de Cianocobalamina
Vitamina B9 Vitamina sob a forma de L-metilfolato de calcio

Bifidobacterium longum B. longum R0175

Bifidobacterium infantis B. infantis R0033

Bifidobacterium breve B. breve Al

Lactobacillus helveticus L. helveticus RO052

Lactobacillus plantarum L. plantarum PS128

Lactobacillus rhamnosus L. rhamnosus HNOO1
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Este suplemento foi formulado de modo a ser administrado em duas capsulas de tamanho
00. Os ingredientes encontram-se distribuidos por duas capsulas de toma diaria — Capsula A e
Cépsula B — conforme consta na tabela 2. As capsulas terdo um invélucro com um pigmento
distinto de modo a facilitar a toma, por exemplo através da toma de uma capsula branca
durante o dia e uma capsula azul e branca a noite, evitando equivocos relativamente a de toma

do suplemento em questao.

Tabela 2. Distribuicdo dos ingredientes pela capsula A e pela capsula B.

Ingredientes Descricao
Magnésio Mineral sob a forma de Bisglicinato de Magnésio
- Extrato de folha de oliveira, padronizado a 40% de
Extrato seco de folha de oliveira )
C oleuropeina
5 Extrato seco de grainha de uva Extrato de grainha de uv‘ta, p.afironlzado a9 %
3 protoantocianidinas
s L-Triptofano Aminodcido sob a forma de L-Triptofano
u
I Vitamina B6 Vitamina sob a forma de Cloridrato de Piridoxina
a
Vitamina B3 Vitamina sob a forma de nicotinamida
A
Vitamina B12 Vitamina sob a forma de Cianocobalamina
Vitamina B9 Vitamina sob a forma de L-metilfolato de calcio
Bifidobacterium longum B. longum R0175
C
a Bifidobacterium infantis B. infantis R0033
p
s Bifidobacterium breve B. breve Al
u
I Lactobacillus helveticus L. helveticus R0O052
a
Lactobacillus plantarum L. plantarum PS128
B
Lactobacillus rhamnosus L. rhamnosus HNOO1
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2.3 Processo de Fabrico

O fabrico deste suplemento foi realizado na empresa Laboratorios Nova Flora- IndUstria

de Nutracéuticos, S.A. localizada em Rio de Mouro, no distrito de Lisboa. Trata-se de uma

empresa dedicada a producdo de suplementos alimentares sob diversas formas, como

capsulas, ampolas, xaropes e outros produtos. A empresa em questao ficou encarregada de

obter as matérias-primas necessarias e de proceder a formulacao estabelecida neste trabalho.

A producao do suplemento alimentar segue o fluxograma de fabrico estipulado pela empresa

e descrito na figura 4.
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2.4 Controlo de Qualidade

Segundo Vaclavik et a/ (2014), com o aumento e a globalizacdo dos mercados dos SA a
qualidade dos ingredientes, as doses recomendadas, a rotulagem e o fabrico desses produtos
sao alvo de maior controlo.

De acordo com o relatério de 2019 do Sistema de Alerta Rapido para os Géneros
Alimenticios e para Animais (RASFF), que tem como objetivo notificar os riscos para a saude
humana provenientes dos géneros alimenticios, a categoria dos SA encontrava-se em terceiro
lugar com 345 notificagdes, o correspondente a 8,4% da totalidade das notificacdes.

Por isso, de modo a salvaguardar a saude e o bem-estar da populagdo é imprescindivel
realizar controlos de qualidade das matérias-primas e garantir que estdo nos conformes da

legislacao.

2.4.1 Analises de Elementos Minerais

Para definir os teores maximos legais de contaminantes em suplementos alimentares
tal como sdo vendidos foram consultados os seguintes regulamentos que vém alterar o
Regulamento (CE) n.° 1881/2006 da Comissao de 19 de dezembro de 2006, que fixa os teores
maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios, nomeadamente em
relacdo ao chumbo, cadmio e mercurio, respetivamente:

» Regulamento (UE) n.° 2015/1005 da Comissao, de 25 de junho de 2015, que altera o
Regulamento (CE) n.° 1881/2006 no que diz respeito aos teores maximos de chumbo em certos
géneros alimenticios

* Regulamento (UE) n.° 488/2014 da Comissao, de 12 de maio de 2014, que altera o
Regulamento (CE) n.° 1881/2006 no que diz respeito aos teores maximos de cadmio nos
géneros alimenticios.

« Regulamento (CE) n.° 629/2008 da Comissao, de 2 de julho de 2008, que altera o
Regulamento (CE) n.° 1881/2006 que fixa os teores maximos de certos contaminantes

presentes nos géneros alimenticios.
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Tabela 3. Teores méaximos de certos contaminantes em suplementos alimentares’.

Elemento Mineral Teor maximo legal
Chumbo 3,0 mg/kg
Cédmio 1,0 mg/kg
Mercurio 0,10 pg/kg

As andlises aos elementos foram feitas com recurso ao equipamento presente no
laboratoério do Departamento de Fisica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade

Nova de Lisboa.

24.1.1 Analise elementar por Fluorescéncia de Raio-X

Os conteudos elementares da folha de oliveira e da grainha de uva (em pd) bem como
das capsulas A e B foram determinados através de fluorescéncia de raios-X por energia
dispersiva (EDXRF), com recurso ao Modelo M4 Tornado da Bruker.

Este aparelho encontra-se equipado com um alvo de rédio como anodo do tubo de
raios-X. A sua otica policapilar de raios-X foca a radiacdo do tubo em areas muito pequenas,
gerando pontos focais de radiagdo de elevada intensidade numa superficie de cerca de 25 ym
de diametro. As elevadas intensidades da radiacdo combinada com uma excelente resolucdo
espacial conferem a este aparelho a capacidade de executar medi¢des rapidas e com grande
detalhe.

Para analise do conteddo mineral, as amostras foram previamente reduzidas a po e
pressionadas por uma forca equivalente a 10 toneladas e transformados em pastilhas de 2 cm
de diametro e 1 mm de espessura, conforme a figura 5, com um peso de aproximadamente

0,3 mg, foi colocada num filme de Mylar e inserida no respetivo slide.

1 Os teores maximos que constam na tabela foram consultados nos regulamentos referidos anteriormente.
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Figura 5. Pastilha para analise

Seguidamente procedeu-se a colocagdo do slide diretamente em frente do feixe de
raios-X para determinacao elementar. A quantificacdo dos varios elementos foi realizada com
o método dos parametros fundamentais. Esse método foi validado através da comparacao das
concentragdes obtidas com concentragdes conhecidas presentes em materiais de referéncia
padrdo, como por exemplo as folhas de pomar (NBS 1571) e as folhas de Choupo (GBW 07604).
Estes materiais contém matrizes organicas leves com varias concentra¢des dos elementos de
interesse, o que permite a avaliacdo deste método para diferentes regimes de concentragao.

Em XRF o limite de detecao, que corresponde a quantidade de massa ou concentragao
minima que é possivel detetar/quantificar numa amostra, sendo diferente para cada elemento
listado abaixo, como referido por Santos et a/. (2014):

e Potassio: 60 mg/kg.
e Calcio: 35 mg/kg.

e Arsénio: 3 mg/kg.

e Cobre: 3 mg/kg.

e Ferro: 6 mg/kg.

e Manganés: 9 mg/kg.
e Chumbo: 8 mg/kg.

e Zinco: 3 mg/kg.

Os restantes elementos passiveis de serem detetados apresentam limites de detecdo

préximos de 3 mg/kg.
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Para verificar se os teores dos elementos minerais eram estaticamente diferentes entre
si procedeu-se a analise dos dados obtidos recorrendo-se a analise de variancia (ANOVA) de

fator Unico (p < 0,05).

2.5 Notificacdo do produto

Findada a etapa da formulacao e das analises realizou-se a notificagdo a Autoridade
competente (DGAV) cujo objetivo é homologagao, para posterior colocagdo deste suplemento
alimentar no mercado portugués a partir de fevereiro de 2022. A notificacdo realizada
encontrando-se em anexo no Apéndice, cumprindo assim o que esta disposto no artigo 9° do
Decreto de Lei n.° 118/2015 de 23 de junho, relativo a Comercializacdo e notificacdo.

Apos a aprovagao por parte da DGAV a comercializagdo sera feita por uma empresa de
distribuicdo de Suplementos alimentares e medicamentos para uso humano, sendo a empresa

Laboratérios Nova Flora a responsavel pelo contacto da mesma.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Formulacdo

e Probidticos

Relativamente aos probidticos, a quantidade a administrar varia consoante a estirpe sendo
que normalmente a dose varia até 10 bilides de UFC por dose. No entanto, a dose deve ser
baseada em estudos com seres humanos que mostram beneficios (Guarner et al, 2017).

De acordo com os varios estudos consultados, nomeadamente em Messaoudi et al.
(2011a), des Andrés et al. (2018), Xiao et al. (2020), Messauodi et a/. (2011), Huang et al. (2019)
e em Slykerman et al. (2017), as dosagens de probioticos administradas com efeitos benéficos

para a saude encontram-se sistematizadas na tabela 3.

Tabela 4. Dosagens de probidticos (UFC) de acordo com a bibliografia.

Ingredientes Descrigao Quantidades
Bifidobacterium longum B. longum R0175 1,5%10° UFC
Bifidobacterium infantis B. infantis R0033 3,0><109 UFC

Bifidobacterium breve B. breve Al 2,O><1O10 UFC
Lactobacillus helveticus L. helveticus R0O052 1,5%x10° UFC
Lactobacillus plantarum L. plantarum PS128 5,o><1010 UFC
Lactobacillus rhamnosus L. rhamnosus HNOO1 6,O><109 UFC
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Para adaptar as dosagens da tabela 3 a uma capsula tamanho 00, com uma capacidade
aproximada de 500 mg, foram efetuados calculos recorrendo ao esquema abaixo referido.

Tomando como exemplo o caso pratico do Bifidobacterium longum temos:

1UFC _ 75mg
1,5% 109 UFC 1000 mg

Assim sendo, na tabela 4 temos as dosagens de probidticos a ser utilizadas de acordo com

o ajuste efetuado ao tamanho da capsula.

Tabela 5. Dosagem de cada estirpe ajustada a uma capsula do suplemento alimentar.

Ingredientes Descrigdo Quantidades
Bifidobacterium longum B. longum R0175 2,0x10*° UFC
Bifidobacterium infantis B. infantis R0033 4,0x1010 UFC

Bifidobacterium breve B. breve Al 2,7)(1011 UFC
Lactobacillus helveticus L. helveticus R0052 2,0x10'° UFC
Lactobacillus plantarum L. plantarum PS128 6,7x1011 UFC
Lactobacillus rhamnosus L. rhamnosus HNOO1 8,Ox1010 UFC

No entanto, para além da estirpe, a eficacia de um probidtico depende dos niveis de
vitamina D do paciente, uma vez que baixos niveis de vitamina D impedem a tradugdo dos
efeitos do probidtico no sistema imunitario (Romijn et al, 2017).

Também é importante referir que aliado a este suplemento deveria ser proposta a toma de
algum prebidtico, isto porque de acordo com a Organizagdo Mundial de Gastroenterologia
(2017), os prebioticos afetam a quantidade e a qualidade da microbiota, favorecendo em

ndmero as bactérias benéficas e reduzindo os patogénicos.
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e Magnésio

Em relagdo ao elemento mineral, a suplementagdo com magnésio difere em termos do
tipo de magnésio e da biodisponibilidade associada (Tabela 5), sendo o éxido de magnésio a
forma de suplementacao mais utilizada, no entanto é mais suscetivel de causar diarreias (Reddy

e Edwards, 2017).

Tabela 6. Biodispobilidade associada a determinadas formas de magnésio?.

Sal de magnésio Biodisponibilidade
Citrato 29,67 %
Oxido 228%
Cloridrato 19,68 %
Gluconato 19,25 %
Glicinato 23,5%

O magnésio a ser incorporado sob a forma de bisglicinato de magnésio apresenta
vantagens uma vez que a glicina, para além de fazer parte da constituicdo de diversas proteinas
enquanto aminoacido nao essencial, € um neurotransmissor inibidor do SNC. Desempenha
também um papel anti-inflamatério e antioxidante devido ao efeito inibidor na ativacdo de
processos inflamatérios e previne a formacao de espécies reativas de oxigénio (Zhong et al,

2003).

e Vitaminas B

No que concerne as vitaminas do complexo B, as dosagens em B9 e B12 foram baseadas
no artigo de Coppen e Bolander-Gouaille (2005) que sugerem 800 pg e 1 mg diarios,
respetivamente, no combate a depressdo. Relativamente a niacina, num estudo conduzido
durante 6 anos por Morris et al (2004) concluiu-se que a toma de vitamina B3 apresenta um
efeito protetor na incidéncia de Doenca de Alzheimer. Verificou-se que com o aumento da

dosagem de vitamina, o risco de desenvolver a patologia diminui, em que a toma de 12,6 mg

2 Tabela baseada em Gene, B. (2013). Magnesium: A mineral with multiple Applications. Supplement Science.
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por dia reduz em 70% o risco da DA e numa dosagem de 22,4 mg diario a reducdo do risco
aumenta para o 80%.

A escolha das formas vitaminicas utilizadas para o efeito teve em consideragdo o
Regulamento (CE) n°1170/2009 da Comissao de 30 de novembro de 2009.

Comecando pela B12, a forma da vitamina utilizada foi a cianocobalamina. A escolha foi
baseada num estudo que comparava a cianocobalamina com a hidroxocobalamina, sendo a
primeira forma a mais eficaz a elevar os valores de B12 no plasma (Greibe et a/, 2019).

A forma de B9 utilizada (L-metilfolato) ja se encontra biologicamente ativa. Esta forma
quimica apresenta vantagens comparativamente ao uso de acido foélico sintético porque é bem
absorvida mesmo quando héa desequilibrios de pH no trato Gl ou quando existem problemas
metabdlicos (Scaglione e Panzavolta, 2014).

A vitamina B3 utilizada sob a forma de nicotinamida é a forma mais utilizada na
suplementacdo (EFSA, 2016) e a vitamina B6 sob a forma de cloridrato de piridoxina é também

a forma mais usual.

e Triptofano

De acordo com Kikuchi (2020) a toma de 1 a 3 g de L-Trp por dia apos as refei¢cbes
apresenta beneficios. A conversao de triptofano em serotonina é mais eficiente quando este é
tomado fora das refeicbes, para que ndao haja competicdo na absorcdo com outros
aminoacidos (Tsujita et al, 2019).

Tendo em conta que ndo existem limites definidos para a suplementacao de triptofano sob
a forma do aminoéacido L-Trp foi feita uma pesquisa dos suplementos que se encontram no

mercado e que contém este aminoacido na sua composicao (Figuras 6 e 7).
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Por capsula:
o |-triptofano - 220 mg;
* Extrato de Rodiola - 33 mg;

» Inositol - 50 mg;

 GECF FFET

* Magnésio - 57 mg (15% VRN);
Sirssemocoat passers « Zinco - 2 mg (20% VRN);

o tress emocional passageir® et e Cromio - 20 pg (50% VRN);
5 Equrln;daul&mmdwe
orlo/Equilhrio ”d“‘ 2  Vitamina C - 27 mg (33% VRN);

E2Ld £

60 capsulas
P

......

« Vitamina Bl - 0,37 mg (33% VRN);

.

.

Vitamina B2 - 0,47 mg (33% VRN);
Niacina (Vit. B3) - 5,3 mg (33% VRN);
Vitamina B5 - 2 mg (33% VRN);
Vitamina B6 - 0,47 mg (33% VRN);
Vitamina B8 - 16 pg (33% VRN);

Acido félico (Vit. B9) - 67 ug (33% VRN)

Figura 6. Vectiseren e respetiva composicdo. Fonte: Nutribio, Consultado a 10/06/2021.

L ATRAN 8 Composigao:
D8 Por 2 capsulas:
L-triptofano - 500mg;

L-glutamina - 200mg;

SAM-E (S-adenosilmetionina) -

Vitamina C (ac. L-ascérbico) -
Acido L-aspartico - 100mg;
Juba de ledo exto. seco (Hericium erinaceus, 20% polissacarideos) - 100mg;
Vitamina B6 (cloridrato de piridoxina) - 22,8mg (1629% VRN*);

Vitamina B9 (acido pteroilmonoglutdmico) - 1000pg (500% VRN*);
Vitamina B12 (cianocobalamina) -

* Valor de Referéncia do Nutriente

300mg;

200mg (250% VRN*);

10pg (400% DDR*);

Figura 7. Neorotrans B e respetiva composi¢do. Fonte: Loja Girassol. Consultado a 10/06/2021.

Constata-se que a quantidade de L-Trp utilizado por capsula é de 220 mg e 250 mg,

respetivamente.

No entanto, considerando o Parecer conjunto do Infarmed e DGAV que limita o uso de 5-
HTP (substancia sintetizada a partir do aminoacido triptofano) a 50 mg diarios em suplementos

alimentares, e de modo a salvaguardar a viabilidade deste projeto, apenas sera administrada

essa dosagem de L-Trp.

e Extratos de Plantas

O objetivo principal dos extratos de plantas utilizados é a atividade antioxidante, no

entanto ambos apresentam beneficios ao nivel do sistema cardiovascular. Em relagdo ao
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extrato da folha de oliveira, estudos mostram que dosagens em oleuropeina de 136 mg e

superiores apresentam efeitos hipotensores (Lockyer et a/, 2017). Como este suplemento ndo

tem como publico-alvo individuos hipertensos, foi escolhida uma dosagem de extrato de folha

de oliveira que fornecesse menos de 51mg de oleuropeina. uma vez que segundo de Bock et

al. (2013), a suplementagdo com 51mg de oleuropeina nao afeta os valores da pressao arterial.

Tabela 7. Formulagdo da capsula A e da capsula B com as respetivas quantidades.

Ingredientes Descricdo Quantidades % VRN™*
. . N . 300 m
Magnésio Mineral sob a forma de Bisglicinato de Magnésio £ 16
(60 mg Mg)
Extrato de folha de olivei dronizado a 40% d
Extrato seco de folha de oliveira xirato de folha de ofivelra, Pa ronizaco a € 50mg e
c oleuropeina
- Extrato d inhad dronizado a 95 %
4 | Extratoseco de grainha de uva *Irato ce grainna de uv_a, Pa_ ronizaco a 50 mg =
p protoantocianidinas
s L-Triptofano Aminoécido sob a forma de L-Triptofanao 50 mg **
u
| Vitamina B6 Vitamina sob a forma de Cloridrato de Piridoxina 25mg 1786
a
Vitamina B3 Vitamina sob a forma de nicotinamida 22 mg 138
A
Vitamina B12 Vitamina sob a forma de Cianocobalamina 1000 pg 40000
Vitamina B9 Vitamina sob a forma de L-metilfolato de célcio 800 pg 400
Bifidobacterium longum B. longum RO175 2,0x10* UFC i
c
] Bifidobacterium infantis B. infantis R0033 4,0x10™ UFC =
p
5 Bifidobacterium breve B. breve Al 2,7x10" UFC =
u
| Lactobacillus helveticus L. helveticus RO0OS52 2,0x10* UFC i
a
Lactobacillus plantarum L. plantarum P5128 6,7x10™ UFC =
B
Lactobacillus rhamnosus L. rhamnosus HNOO1 8,0x10" UFC =

* VRN = Valores de Referéncia do Nutriente. Regulamento (UE) n® 1169/2011 do Parlamento Europeu e do Conselho

de 25 de outubro de 2011.

**VRN nao estabelecido.

3.2 Analise elementar

Os resultados obtidos nas analises sobre a composicao elementar encontram-se na

Tabela 8.
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Devido a problemas no desalfandegamento do extrato de folha de oliveira com origem
internacional foi utilizado um extrato semelhante com origem nacional, para que se possa
avaliar a composicdo elementar sendo certo que nao podemos inferir que os resultados sejam
idénticos porque como se sabe as condicdes edafoclimaticas podem alterar em maior ou
menor grau a composicao das folhas. Contudo, para efeitos de comercializacdo o extrato a

utilizar ndo sera o que foi analisado, mas o inicialmente previsto.

Tabela 8. Teores médios dos elementos minerais presentes nas principais componentes da formulacdo do

suplemento.
Amostras . . . .
Elementos Capsula A Capsula B Grainhade uva Folha de Oliveira
Bromo 40,1+1,7 a *x *x 22,4+0,3b
Calcio 778 £125b 272+119¢ 665 +24,7 b 13924 + 1988 a
Cloro 3273 +733a *k 715+ 140 b 3107 £ 214 a
Cobre 7,1+£22b 3,0£0,3c¢ 6,7+0,2b 39,6+6a
Estroncio 6,3+1,5b *x *x 31,3%+2,8a
Ferro 99,0£74,0b 6,9+0,9d 233+t16¢c 2105,1+299,0 a
Fosforo *x o 2879+ 868 a o
Manganés 7,8+2,3b 57,0%+4,2a 4,4+12b 52,1+5,5a
Potassio 2146+ 82 ¢ 1955+ 134 ¢ 19865 +34 a 14130+ 975 b
Rubidio 6,4+0,5¢c *x 17,3+0,5b 35,5+3a
Titanio 37,0+8,6b 28,6+11,4b 39,2+4,8b 135+13,5a
Zinco 12,6+29b 11,4+0,7b 11,9+06Db 86,9+13,4a

Os teores médios apresentados sdo expressos em mg/kg + desvio padrdo; n=3.

Médias seguidas por letras iguais ndo sdo significativamente diferentes a um nivel de significancia de 95% (p <

0,05); ** Abaixo do Limite de Detecdo

Relativamente a presencga dos contaminantes referidos na tabela 3, tanto o cadmio como
o chumbo e o mercurio, ndo foram detetados pelo EDXRF encontrando-se por isso inexistentes
ou abaixo do limite de detecdo do aparelho, ndo constituindo, por isso, um risco para a saude
publica.

Em relagdo aos outros elementos é de notar que existe fosforo no extrato de grainha de
uva, mas que ndo se encontra presente na capsula A. Isto pode ser resultado do fator de

diluicdo, encontrando-se os valores do fosforo abaixo do limite de detecdo do equipamento.
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Na sequéncia do raciocinio relativo ao fator de diluicdo, no caso do bromo a
concentragdo da capsula A é superior ao valor verificado no extrato da folha de oliveira o que
significa que algum dos restantes componentes da capsula apresenta uma elevada quantidade
deste mineral na sua composigao.

E importante referir que apenas foram realizadas amostras isoladas aos extratos secos
das plantas uma vez que sdo matérias-primas produzidas ao ar livre sujeitas a contaminacdes
do solo decorrentes de praticas agricolas. Um possivel exemplo disso é o caso do titanio.

Segundo Wallace et al (1977) as administracdes de baixas quantidades de titanio as
culturas agricolas afetam de forma positiva o seu crescimento, pelo que nao é de estranhar a
presenca do elemento em muitas espécies vegetais. Obviamente que a absor¢ao deste e de
outros elementos é fortemente influenciada por caracteristicas do solo, em particular o seu pH,
para além de fatores inerentes a espécie vegetal em questao (Lyu et a/, 2017).

Para além do titanio existem outros elementos, como o bromo, que sdo adicionados ao
solo sob a forma de adubos sintéticos. Em relacdo a este elemento suspeita-se que pode ser
essencial para o organismo, sendo por isso necessarios mais estudos para confirmar beneficios
nutricionais (Chellan e Sadler, 2015).

Em relacdo ao estroncio e ao rubidio, o estroncio apresenta um comportamento
semelhante ao célcio, aparentando ser benéfico no fortalecimento do esmalte dos dentes e na
protecdao contra caries (Surdacka et a/, 2007) e o rubidio encontra-se presente nos tecidos
musculares, nos glébulos vermelhos e nas visceras (Relman, 1956).

Convém também referir as concentracdes elevadas de Ca, Cl, Cu e Fe, Mn e Zn da folha
de oliveira por comparacao com os teores encontrados na grainha das uvas. Alias, para além
do fosforo, como ja referido anteriormente, apenas a concentracao de K é superior ao teor
observado nas folhas de oliveira. Porém, como os valores sdo expressos em mg/kg, ainda que
maioritariamente tenham sido detetados elementos com interesse nutricional, o consumo
deste suplemento ndo vai ter grande impacto na Dose Diaria de Referéncia do nutriente.

Exemplificando, neste caso o potassio € o elemento com um valor mais elevado em cada
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capsula e na toma das duas capsulas diarias sdo ingeridos 4101 mg deste nutriente, o que

corresponde a 0,2% da DDR.
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CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Apos a leitura dos varios estudos utilizados para consulta bibliografica é nitido que a
microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na regulacdo de varios processos
quer a nivel GI, do sistema imunitario e do sistema nervoso, motivo pelo qual esta a ser cada
vez mais estudada. Muitos desses estudos sugerem que a pesquisa nesta area pode levar a um
aproveitamento do potencial da microbiota para um melhor entendimento da saude mental e
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas visando as desordens que afetam o
cérebro.

Nesse sentido e tendo em conta a informacao existente até a data, este trabalho pretende
fazer um aproveitamento dos probidticos para modular o eixo intestino-cérebro, tendo como
objetivo final o bem-estar da saude mental do consumidor.

Em virtude da escassez de produtos que conciliam o equilibrio da flora intestinal e do
sistema nervoso no mercado nacional, verifica-se que se trata de uma necessidade para a area
em questao. Nao sendo por isso de estranhar que exista uma empresa interessada em fazer a
comercializagdo deste suplemento, estando a decorrer a fase de homologacdo que ira dar
inicio a esse processo.

Tendo em conta que é expectavel que a indUstria dos suplementos continue a expandir
durante a préxima década € importante continuar a avaliar as necessidades que vao surgindo
na populacao para continuar a inovar em termos de produtos no mercado.

Uma forma de inovar e criar valor tanto na industria dos suplementos como na agricultura
é tentar fazer um aproveitamento das matérias-primas e dos subprodutos mais abundantes na

regido. Neste caso a escolha tanto da vinha como da oliveira tem como objetivo abrir portas
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para a valorizacdo dos subprodutos das industrias agricolas em Portugal, uma vez que a
maioria das matérias-primas utilizadas nos suplementos alimentares é importada.
Futuramente seria interessante tentar perceber o nivel de aceitacdo do produto e avaliar o

impacto da sua toma na saude mental do consumidor através de ensaios clinicos.
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A.2 Resumo das carateristicas do Suplemento Alimentar

1. Identificagdo do Suplemento Alimentar:

FortiBrain, 30 + 30 Capsulas

2. Forma Farmacéutica:

Capsulas de Gelatina, tamanho 00

3. Estatuto legal:

Suplemento Alimentar, de acordo com o Decreto-Lei n.° 118/2015 de 23 de junho.

4. Organismo tutelar:
DGAV

5. Apresentacao:
Acondicionamento primario: Blister PVC / ALU, com 15 Capsulas
Acondicionamento secundario: Caixa de cartolina branca do cliente.

Produto acabado: Caixa cartolina branca do cliente contendo 4 blisters de 15 capsulas.
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6. Composi¢ao quantitativa e qualitativa:

. i Dosagem/ TDR
Ingredientes — Capsula A ) ) % VRN*
1 Capsula (1 Caps)
o . . 300 mg 300 mg
Bisglicinato de Magnésio (Magnésio elemento: 20 %) 16 %
(60 mg Mg) | (60 mg Mg)
Extrato seco de Oliveira (Olea europaea L. — Folhas,
50 mg 50 mg **
padronizado a 40 % de Oleuropeina
Extrato seco de Videira-vermelha (Vitis vinifera L. —
50 mg 50 mg **
Sementes, padronizado a 95 % de Proantocianidinas)
L-Triptofano 50 mg 50 mg o
Vitamina B6 (sob a forma de Cloridrato de piridoxina) 25 mg 25 mg 1786 %
Vitamina B3 (sob a forma de Nicotinamida) 22 mg 22 mg 138 %
Vitamina B12 (sob a forma de Cianocobalamina) 1000 pg 1000 pg 40000 %
Vitamina B9 (sob a forma de L-metilfolato de calcio) 800 ug 800 ug 400 %
Excipientes Q.B.P. Q.B.P. **

*VRN=Valores de Referéncia do Nutriente: Regulamento (EU) n° 1169/2011 do Parlamento Europeu e do

Conselho de 25 de outubro de 2011

** Nao Estabelecido

Ingredientes — Capsula B Dosagem/ TOR % VRN*
1 Capsula | (1 Caps)
Bifidobacterium longum (2,0 x 10" UFC) 75 mg 75 mg *k
Bifidobacterium infantis (4,0 x 10" UFC) 75 mg 75 mg *%
Bifidobacterium breve (2,7 x 10"° UFC) 75 mg 75 mg *%
Lactobacillus helveticus (2,0 x 10" UFC) 75 mg 75 mg *k
Lactobacillus plantarum (6,7 x 10" UFC) 75 mg 75 mg *k
Lactobacillus rhamnosus (8,0 x 10" UFC) 75 mg 75 mg *k
Excipientes Q.B.P. Q.B.P. **

*VRN=Valores de Referéncia do Nutriente: Regulamento (EU) n° 1169/2011 do Parlamento Europeu e do

Conselho de 25 de outubro de 2011

** Ndo Estabelecido
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7. TDR (Toma Diaria Recomendada):

1 Capsula de cada por dia.

8. Menc¢obes Obrigatdrias na rotulagem:

Ingredientes — Capsula A: Bisglicinato de Magnésio; Extrato seco de Oliveira, Extrato seco
de Videira-vermelha, L-Triptofano, Cloridrato de piridoxina, Nicotinamida, Cianocobalamina,
L-metilfolato de célcio; Celulose microcristalina, Sais de magnésio de acidos gordos; Capsula:
Gelatina.

Ingredientes — Capsula B Bifidobacterium longum; Bifidobacterium infantis, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus plantarum; Lactobacillus rhamnosus, Celulose microcristalina; Sais de

magnésio de acidos gordos; Capsula: Gelatina.

SUPLEMENTO ALIMENTAR

Quantidade Liquida: Capsula A — 18,65 g; Capsula B — 17,15 g; Total: 35,80 g

Toma diaria recomendada (TDR): 1 Capsula de cada por dia.

Lote: / Consumir de preferéncia antes de:

N&o deve ser excedida a toma diaria recomendada.

Os suplementos alimentares ndo sao substitutos de um regime alimentar variado e
equilibrado, nem de um modo de vida saudavel.

Nao se recomenda a utilizacao deste produto em caso de gravidez e aleitamento.

Manter fora da vista e do alcance das criancas.

Nao recomendado em caso de hipersensibilidade ou alergia a qualquer um dos
constituintes da formulacao.

Fabricado em Portugal.

Incluir o Nome e morada do responsavel pela colocagdao no mercado.
9. Condigées de transporte e armazenagem
Transporte: A temperatura e Humidade relativa controlada (25 °C/60%).

Armazenagem: Na embalagem original, bem fechada, em lugar fresco e seco ao abrigo

da luz.
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10. Validade

Indicada no acondicionamento primario e secundario (quando aplicavel).

11. Origem dos Ingredientes:

Capsula A
Bisglicinato de Magnésio - China — Nao UE
Olea europeae - Europa — UE.
Vitis vinifera — China — Ndo UE.
L-Triptofano — China — Nao UE.
Cloridrato de piridoxina — China — Ndo UE.
Nicotinamida — China — Ndo UE
Cianocobalamina — China — Ndo UE.

L-metilfolato de calcio — Espanha — UE.

Capsula B
Bifidobacterium longum — Italia — UE.
Bifidobacterium infantis — talia — UE.
Bifidobacterium breve — Italia — UE.
Lactobacillus helveticus — 1talia — UE.
Lactobacillus plantarum — Italia — UE.

Lactobacillus rhamnosus — Italia — UE.

12. Alérgenos

N&o contém alérgenos de acordo com o Regulamento (UE) n.° 1169/2011.

13. Contaminantes

Pode conter vestigios de lactose.

14. Alegagdes de Saude:
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De acordo com o REGULAMENTO (UE) n.° 432/2012 DA COMISSAO de 16 de maio de
2012:

O folato contribui para uma normal fungao psicolégica (EFSA Journal n® 2010;8(10):1760);

O folato contribui para a redugcdo do cansago e da fadiga (EFSA Journal n°
2010;8(10):1760);

O magnésio contribui para a redugdo do cansaco e da fadiga (EFSA Journal n°
2010;8(10):1807);

O magnésio contribui para o normal funcionamento do sistema nervoso (EFSA Journal
n® 2009; 7(9):1216);

O magnésio contribui para uma normal funcdo psicolégica (EFSA Journal n°® 2010;
8(10):1807);

A niacina contribui para o normal funcionamento do sistema nervoso (EFSA Journal n°
2009; 7(9):1224);

A niacina contribui para uma normal fungdo psicolégica (EFSA Journal n® 2010;
8(10):1757);

A niacina contribui para a reducdo do cansaco e da fadiga (EFSA Journal n° 2010;
8(10):1757);

A vitamina B12 contribui para o normal funcionamento do sistema nervoso (EFSA Journal
n° 2010; 8(10):4114);

A vitamina B12 contribui para uma normal funcao psicoldgica (EFSA Journal n° 2010;
8(10):4114);

A vitamina B12 contribui para a reducdo do cansaco e da fadiga (EFSA Journal n° 2010;
8(10):4114);

A vitamina B6 contribui para o normal funcionamento do sistema nervoso (EFSA Journal
n° 2009; 7(9):1225);

A vitamina B6 contribui para uma normal funcdo psicoloégica (EFSA Journal n° 2010;
8(10):1759);

A vitamina B6 contribui para a redugao do cansago e da fadiga (EFSA Journal n° 2010;
8(10):1759);

15. Outras adverténcias:

Em caso de administracdo concomitante a individuos medicados com anti

hipertensores, aconselha-se a medicdo dos valores da tensao arterial no inicio do tratamento.
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16. Outras mencdes:

Nao tem outras informacdes adicionais.

A.3 Notificagado

Notificagao Fortibrain caixa de entrada x

Dep. Técnico (BIOTOP SA) wiessteessessstonmnte

para Notificacdo, Marta ~

Exmos. Srs

Vimos por este meio proceder a notificagao do suplemento alimentar
Fortibrain, 30 + 30 Capsulas, de acordo com o DL 118/2015

Em anexo, remetemos tabela de notificacdo e cdpia da rotulagem, mais
informamos que 0 mesmo néo apresenta folheto de informacao ao
consumidor

Dep. Técnico (BIOTOP SA)

C--
P anmng

Fortbrain_30_30_n.. g  [&] FORTIBRAIN 60ci.. g

92









VHNI I U VONVUI N VINTT WOO WALNVNOISSdddNT 4541 JU O I 1L]L NI VAS VA'IVAVIA




