Minuta de Guia para Instrucdao Processual de Peticao de Avaliagdao de Probidticos

para Uso em Alimentos

Esta minuta de Guia traz orientacdes sobre a forma de
instrucao de peti¢cao para avaliacao de probiodtico para uso
em alimentos, abordando os aspectos relacionados a
identidade, seguranca e eficacia. Ele ndo confere ou cria
novas obrigacdes, devendo ser utilizado por agentes

publicos e privados como referéncia para cumprimento

legislativo. Abordagens alternativas sao possiveis, desde

gue sejam observados os requisitos legais.
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Minuta de Guia para Instrugao Processual de Peticio de Avaliagao de Probidticos
para uso em Alimentos

1. INTRODUCAO

Os probidticos 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 avaliagdo daAnvisa,
segundo requisitos da Resolucao RDC Anvisa n? 244, de 27 de julho de 2018. A avaliacdo
efetuada contempla trés elementos principais: comprovagao inequivoca da identidade
da linhagem do micro-organismo, de sua seguranga e de seu efeito benéfico.

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

Este Guia destina-se '@ orientar os interessados na instrucdo processual de
peticdo de avaliacdo de probidticos para uso em alimentos.

Este Guia procura indicar a relevancia de cada informagdo para a condugdo da
comprovacao da seguranca e do beneficio de probidticos, considerando os requisitos
estabelecidos na legislacao. Entretanto, este documento ndo pretende ser exaustivo na
exploragao do tema, uma vez que as informa¢bes necessarias para avaliacdo de
seguranca podem variar dependendo das caracteristicas do micro-organismo, da
populagdo-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



informacdes e interpretacdes deste guia estdo sujeitas a mudancas, em virtude de

alteracdes na legislacdo sanitaria e da evolucdo do conhecimento técnico e cientifico.

2. COMPONENTES DA INSTRUGCAO PROCESSUAL

Para avaliacdo 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 avaliagdo.de uma linhagem

de probidtico.

APRESENTACAO DO DOSSIE

Identificar linhagem do micro-organismo e a alegacado pretendida, informar o produto em que sera
utilizado, o publico alvo, a dose recomendada, as condi¢des ou restricoes de uso, as adverténcias e
os potenciais efeitos adversos

COMPROVAGAO DO BENEFICIO

- Alegacdes de propriedade
- i funcional ou saide
COMPROVACAO DA COMPROVAGAO DA SEGURANCA

-- Estudos para caracterizagdo da
linhagem probiética

IDENTIDADE

- Identificagdo da classe de risco CONCLUSAO DO DOSSIE TECNICO

-- Estudos para comprovagédo do CIENTIFICO

- Histérico de uso beneficio de uma alegagdo
- Revisdo de literatura -- Busca da totalidade de
-- Ensaios in vitro evidéncias

-- Ensaios em animais -- Avaliagdo da qualidade dos

- Origem da linhagem : estudos
-- Ensaios em humanos

- Nomenclatura

- Depésito em colegdo de
cultura

-- Avaliagdo da totalidade das

- Identificacao
evidéncias

-- Vigilancia pés-mercado

-- Comprovagdo de uma alegagéo
em mistura de probidticos

3. 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
apresentacdo (Anexo l) que reune as informacOes essenciais para o processo de
avaliacdo, incluindo: a linhagem do micro-organismo; os desfechos avaliados; a alegacao
gue se pretende utilizar; a populacdo alvo; tipos de alimentos indicados para adicao
da(s) linhagem(ns); a quantidade minima sugerida para obtencdo do beneficio alegado;

e as condi¢des de uso.

Eventuais adverténcias ou restricGes de uso também devem constar dessa

apresentacao inicial, assim como potenciais eventos adversos.

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

as linguas dos textos originais.

4. COMPROVAGAO DA IDENTIDADE

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

primordiais do dossié técnico-cientifico.

A identificagao atribui o micro-organismo a um grupo taxonémico conhecido, de
acordo.com sua similaridade com esse grupo. Esta classificagdo permite a previsao das
propriedades gerais do micro-organismo com base no que ja se sabe sobre o grupo
taxonomico (género/espécie), sendo importante para a identificagcdo de perigos porque
fornece uma referéncia que pode ser utilizada para prever as suas caracteristicas
relevantes. Essas propriedades gerais incluem a capacidade de produc¢ao 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 identificacao 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 seguranca, 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 alegacdo 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.

4.1. 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. taxonémicas. ou reatribuicdes a taxonomia e a
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.*

4.2. Depo6sito em Colecao de Cultura

O dossié técnico-cientifico deve identificar e comprovar a colegdo de cultura de
bactérias onde a linhagem esta depositada. O numero/cédigo da linhagem na respectiva
colecdo deve ser fornecido. Os nomes comerciais de uma linhagem podem ser usados,
mas somente em adicao a designacdo correta da espécie e sua respectiva identificagao

de depdsito.

! http://www.the-icsp.org/

2 http://ijs.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/about
3 http://www.iapt-taxon.org/nomen/main.php

4 http://www.mycobank.org


http://www.the-icsp.org/

4.3. 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 producao de
alimentos, dados sobre sua origem podem ser imprecisos, de toda forma, é importante

relatar a forma de obtengao da linhagem.

4.4. Identificagdo

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

fenotipicos ndo devem ser utilizados como abordagem Unica.

Para identificacdo da espécie, um grupo de especialistas da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) (FAO/WHO, 2002; 2006) recomenda que primordialmente sejam feitos
os testes fenotipicos, seguidos de testes genotipicos. A especificagdo 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 discriminatério.

4.4.1.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 designacdes 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 morfolégicas,
fisioldgicas e bioquimicas, e requerem a multiplicacdo do organismo em cultura pura,

sob condi¢cdes adequadas. Ja suas caracteristicas morfoldgicas sdo diretamente



observaveis a olho nu (ex. forma, cor e textura de colGnias) ou por microscopia (ex.

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

As caracteristicas fisiolégicas se referem as condigGes nas quais os micro-
organismos multiplicam, sobrevivem e perpetuam sua populacdo. Quando um micro-
organismo possui habilidade em crescer em condicGes 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 concentragdes de sal,

tolerancia ao oxigénio, suscetibilidade/resisténcia a antimicrobianos).

As caracteristicas metabdlicas, em sua maior parte, sao indiretamente
observadas porque se baseiam em reagdes bioquimicas ou atividades metabolicas dos
micro-organismos. Os métodos bioquimicos geralmente envolvem crescimento em
varios substratos, ensaios para avaliacdo de atividade enzimdtica ou ensaios para
deteccdo de subprodutos metabdlicos.resultantes da atividade enzimatica (ex. teste de
catalase, oxidase, utilizacdo de carboidratos e producdo de acidos). Para avaliacdo das
caracteristicas metabdlicas, também. podem ser usados sistemas de identificacdo
miniaturizados e automatizados, compostos por multiplos ensaios em uma Unica

placa/dispositivo.

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

fenotipicas da linhagem do micro-organismos.

4.4.2. Testes Genotipicos

Testes genotipicos comparam diretamente sequéncias, em vez de considerar a
expressao do gene e, muitas vezes sdao necessarios para a discriminagao correta entre
espécies e linhagens. Atualmente, o uso inadequado de métodos de identificacdo 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 identificacao 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
hibridizagdo DNA-DNA ou a analise de sequéncia de genes 16S rRNA (FAO/WHO, 2006).
No entanto, é importante ressaltar que, a técnica de hibridizacio 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
técnicas moleculares complementares como Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP) ou Repetitive DNA Element-PCR (rep-PCR). Sao recomendadas também, técnicas
de avaliacdo de sequéncias de marcadores taxonomicos 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).

Para identificacdo da linhagem sdo utilizados métodos de tipagem. E importante
ressaltar que os métodos de tipagem nao sdo adequados para a identificacdo de
espécies. Para identificacdo de linhagens bacterianas, recomenda-se o uso de algum
das seguintes técnicas: a) macrorrestricgdo 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 cromossomico gerados por digestdao com enzimas
de restricao (Restriction. Fragment Lenght Polimorphism - RFLP); b) analise de DNA
polimorfico 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 transcri¢do interna (ITS) do 5.8S rDNA) ou pela andlise de sequenciamento
de marcadores taxonémicos de DNA (por exemplo, os dominios D1 e D2 do rDNA 26S
ou suas regides). Para a identificacdo da linhagem, recomenda-se: a) andlise do
polimorfismo do comprimento cromossdmico seguida por eletroforese em gel de campo

pulsado (PFGE); b) andlise de DNA polimérfico amplificado aleatoriamente (Random
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Amplification of Polymorphic DNA - RAPD); c) andlises 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
genoma do micro-organismo. Além de identificar a linhagem, a sequéncia gendmica
pode revelar o potencial patogénico da linhagem pela identificacdo de genes de
viruléncia, informacdes relevantes para a avaliacdo de seguranca, principalmente, de

novas linhagens.

5. COMPROVACAO DA SEGURANCA

A linhagem probidtica deve ser segura para o uso pretendido, ou seja, para a
populacdo-alvo e nas condi¢des de wuso recomendadas. Para tanto, a seguranca 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 seguranga; o dossié devera ser composto por identificagcdao do
grupo ou classe de risco, histérico de uso, revisao de literatura, ensaios in vitro, ensaios

em animais, ensaios clinicos, vigilancia pés mercado.

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

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

5.1. Identificagdao do grupo ou classe de risco do micro-organismo

O primeiro elemento de instrucdo 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 - WHO), pois o grupo
de risco orientara sobre possiveis problemas de seguranca relacionados ao micro-

organismo. Além disso, devem ser providas informacgdes sobre a existéncia de status
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GRAS (Generally Recognized as Safe) para a linhagem ou QPS (Qualified Presumption of

Safe) para a espécie do micro-organismo.

5.2. Historico de Uso

Evidéncias que caracterizem o histérico de uso do produto contendo a linhagem
microbiana, também podem contribuir para sua comprovacdao da seguranca. A
seguranca baseada em histdrico de uso seguro implica comprovacdo do consumo da
linhagem por geragdes, em larga escala e por um grupo de pessoas com
heterogeneidade genética, sem registro de eventos adversos. Tais evidéncias sdo
especialmente relevantes para aqueles produtos que possuem uma tradicdo de uso bem
relatada em outros paises e cuja finalidade e condigdes de uso, atualmente propostas,

sejam compativeis com aquelas historicamente descritas.

O historico de uso pode ser demonstrado a partir da combinacdo de evidéncias
cientificas, registros histdricos, informagdes comerciais oficiais de produ¢ao 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 populacdo, durante duas ou mais geragdes.

Ressalta-se que dados que descrevam o uso limitado do produto contendo a
linhagem microbiana, por periodos curtos ou que nao sejam compativeis com a forma
de preparo e consumo sugerido pela empresa, ndo sdao adequados para a demonstragdo

do seu historico de uso.

5.3. 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
revisdo de literatura abrangente que compreenda aspectos de seguranga sobre a
linhagem ou unidade taxonO6mica 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
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.

12



5.4. Ensaios in vitro

A relacdo de ensaios in vitro necessarios para comprovacao de seguranga de uma
linhagem depende de diversas varidveis. A necessidade de realizacdo de um ensaio in
vitro sera determinada pela disponibilidade de informacGes acerca de caracteristicas ou
propriedades da unidade taxonémica a qual pertence a linhagem, seu histdrico 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 e ndo possuem qualquer fator
de viruléncia que possa causar danos a saude do consumidor. De forma complementar,
outros testes podem ser requeridos, tais< como, producdo de substancias

antimicrobianas, lactato, mucinase, desconjugagao de sais biliares, entre outros.

O objetivo desta secdo ndo é trazer uma lista exaustiva de ensaios que devem
ser realizados, mas fazer consideracdes sobre os principais ensaios realizados para

comprovacdo de seguranga de uma linhagem probidtica.

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

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

5.4.1. Testes minimos

5.4.1.1. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de importancia clinica

Este ensaio é obrigatdrio para qualquer linhagem probidtica. O desenvolvimento
da resisténcia aos antimicrobianos entre bactérias é uma preocupacao crescente em
saude. Supondo que o probidtico em questdao ndo apresenta caracteristicas patogénicas,
a principal preocupacdao 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 esta relacionada a localizacdo desses genes.
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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 ndmero
relevante de antimicrobianos de importancia humana e veterindria. Essa avaliacdo é um

componente relevante do dossié técnico-cientifico.

Para a avaliacdo da susceptibilidade a antimicrobianos devem ser utilizados
procedimentos de diluicdo seriada em agar 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, www.clsi.org), padrao I1SO ou similar.

Como requisito basico, a _Concentracao. Inibitéria Minima (CIM) dos
antimicrobianos expressos em mg/L ou ug/mL devem ser determinados para cada uma
das seguintes substancias: ampicilina, vancomicina, gentamicina, kanamicina,
estreptomicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina, cloranfenicol e, em casos
especificos, tilosina, apramicina, acido nalidixico, sulfonamida e trimetoprim. Estes
antimicrobianos foram escolhidos para detectar uma ampla gama de determinantes
para a resisténcia. Métodos qualitativos ou semi-qualitativos que determinam a
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) indiretamente, como os métodos de difusao,

geralmente ndo sao aceitdveis (EFSA, 2012).

Com o objetivo de distinguir as linhagens resistentes e suscetiveis, deve-se
utilizar os valores de corte (breakpoints) estabelecidos pelo painel de especialistas da
comunidade europeia para aditivos e produtos ou substancias usadas na alimentacao
animal (EFSA, 2012). Os valores de corte microbioldgico sdo estabelecidos estudando a
distribuicdo de CIM dos antimicrobianos escolhidos em populagdes bacterianas
pertencentes a uma Unica unidade taxonémica (espécie ou género). Assim, a linhagem
sera classificada como sensivel, se o seu crescimento for inibido em uma concentragao

de antimicrobiano igual ou inferior ao valor de corte estabelecido (CIM < valor de corte),
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ou resistente, se o seu crescimento ndo for inibido em uma concentracdo de

antimicrobiano superior ao valor de corte estabelecido (CIM > valor de corte).

Em caso de resisténcia a algum antibidtico, 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 taxonOmica considerada, a natureza estrutural e a base genética da
resisténcia devem ser demonstradas analisando uma selecao representativa de

linhagens pertencentes a essa unidade taxonomica.

Quando uma linhagem bacteriana demonstra maior resisténcia a um
antimicrobiano especifico do que outras linhagens da mesma unidade taxonémica, ha
indicio de resisténcia adquirida, sendo necessaria informacado sobre a base genética da
resisténcia antimicrobiana (EFSA, 2012). Assim, é muito importante distinguir se a
resisténcia foi causada por alteracOes genéticas aleatdrias em cromossomos ou por
adicdo de elementos genéticos moveis. Qualquer associagdo possivel entre elementos
genéticos moveis e genes de resisténcia antimicrobiana deve ser relatada. Dados sobre
a presenc¢a de DNA extra cromossémico, como plasmideos e outros elementos genéticos
moveis, incluindo sequéncias de inser¢do (SlI), integrons e transposons devem ser
fornecidos. A decisdao sobre a seguranga de uso da linhagem serd realizada conforme

arvore decisoria (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.

5.4.1.2. 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 toxicos (ex.: aminas
biogénicas) ou outras moléculas relacionadas a patogenicidade do micro-organismo

probidtico (ex.: invasinas, adesinas, proteinas de superficie).
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Caso a revisao 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 preocupacdo de seguranca é
a producdo de toxinas. No entanto, a capacidade de producdo de toxinas e a natureza
das toxinas produzidas estdo 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 producdo 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 determinacdo da atividade hemolitica
em agar sangue é necessaria para.a linhagem. Para confirmag¢ao da atividade hemolitica,
devem ser realizados testes in vitro, pela observacdo da hemdlise em agar sangue.
Outras enzimas com capacidade deletéria, tais como a gelatinase, que possui
capacidade de degradar a mucosa, devem ser testadas quando houver indicagdao para

tanto.

Algumas bactérias do acido latico, quando presentes em determinados
alimentos fermentados e sob algumas condi¢des 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
indiquem a presenca de genes relacionados a producdo destes metabdlitos, ou ainda,
sempre que houver a possibilidade de geracdo destas aminas no alimento,

imunoensaios, métodos fluorimétricos, colorimétricos e cromatograficos, reconhecidos
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e validados, devem ser utilizados para determinar a auséncia das aminas biogénicas nos

alimentos (EFSA, 2011).

5.4.2. Testes complementares

5.4.2.1. Produgdo de substancias antimicrobianas

Um requisito de seguranca primordial é que o probidtico ndo pode perturbar os
micro-organismos comensais da microbiota humana, ou seja, a microbiota indigena. Por
esse motivo, é desejavel incluir ao dossié estudos in vitro ou descricdo 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.

5.4.2.2. Produgdo de mucinase

A capacidade de degradar muco, pela producao de mucinase, parece ser um
critério controverso para estimar protegdo ou efeito deletério de uma bactéria,
portanto, sera solicitado somente quando estritamente necessario. O raciocinio geral é
que as bactérias que degradam o muco enfraquecem a barreira intestinal, pois
desestabilizam a protecao do epitélio. No entanto, algumas bactérias comensais usam
mucinas, os principais constituintes do muco, como uma fonte de energia e podem
estimular a produgao de muco hospedeiro. Assim, tal mecanismo ndo prejudicaria
necessariamente 0s 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 nado necessariamente usar este substrato in vivo.

5.4.2.3 Produgdo de D-lactato

O metabolismo humano produz somente o isbmero L-lactato. A presenca de D-
lactato em seres humanos é consequéncia direta da sua producdo por bactérias ou

indiretamente da acdo de uma enzima bacteriana que converte L-lactato em D-lactato.
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Nem todas as espécies probidticas possuem a capacidade de produzir D-lactato, mas
algumas espécies do género Lactobacillus possuem a enzima racemase e, 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 sdao de dificil

deteccdo.

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.

5.5. 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 transloca¢do bacteriana nas concentragdes

probidticas destinadas a serem usadas nos alimentos.

Para linhagens nao isoladas de alimentos ou da microbiota indigena humana e
sem seguranga 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
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (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
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compreensdo do papel da microbiota no desenvolvimento do trato digestivo sugerem
gue a manipulacdo da populacdo microbiana poderia ter efeitos sobre o
desenvolvimento quando administrado a mulheres grdvidas 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 fermentacdes lacticas e em quantidades elevadas,
torna-se importante desenvolver ferramentas para avaliar os efeitos dessas novas
exposicoes. Esses testes sdo capazes de detectar interrupcdes 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
desenvolvimento mais lento de filhotes ou defeitos histolégicos em érgaos especificos,
como as paredes intestinais. Além dos parametros. finais usuais de teste de toxicidade
no desenvolvimento, é relevante que seja investigado se um organismo probiético se
torna um residente permanente da microbiota adulta da prole. Isso seria
particularmente relevante para linhagens isoladas de espécies que indicam

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

5.6. Ensaios em humanos

A seguranga classica medida pela determinagao 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 populagdes humanas. Os estudos clinicos
também 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 obrigatdrios para qualquer linhagem (FAO/WHO, 2002).Caso
existam estudos clinicos de fase 2 ou 3, em voluntarios saudaveis ou em populagdes ndo
doentes, com acompanhamento de efeitos adversos, é fundamental que os mesmos
sejam relatados para avaliacao de seguranca. Estudos epidemiolégicos observacionais

de coorte (retrospectivos ou prospectivos) ou transversais, quando disponiveis, também
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devem ser incluidos, pois, além de relevantes para as conclusdes, podem abarcar a
avaliacdo de efeitos colaterais a longo prazo e em subpopula¢des, tais como, gravidas,

criancas, idosos, pacientes criticamente doentes.

Para avaliacdo de linhagens probidticas, cuja indicacdo de uso seja para lactentes
e criancas 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 populacdo a que se destina. Semelhantemente, quando os
produtos forem indicados a gestantes, é necessdrio avaliar os parametros de

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

E relevante destacar a importancia de que todo ensaio clinico seja registrado
internacionalmente no site: International Standard Randomized Controlled Trial

(www.isrctin.com) ou outra referéncia.internacionalmente aceita.

5.7. Vigilancia pés-mercado

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

sua seguranc¢a amparada em um historico de uso seguro.

6. COMPROVAGAO DO BENEFiICIO

6.1. 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 alegacao de propriedade funcional pode ter carater geral ou
especifico. Uma alegacdo de propriedade funcional de cardter geral é aquela cujo
beneficio esta relacionado a uma funcao geral do probidtico em algum sistema do

organismo (ex. contribui com a saude do trato gastrointestinal).
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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 digestdao da lactose), o beneficio alegado é

considerado como de carater especifico.

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

reducdo da incidéncia e severidade de diarreia por rotavirus em lactentes).

A legislagdao brasileira impede a atribuicdo de efeitos. medicamentosos e
terapéuticos a alimentos; portanto, as alegacGes ndo podem estar associadas a
prevenc¢ado, ao tratamento ou a cura de doengas. Alegacdes especificas sao 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 orientacoes apresentadas a seguir, foram consideradas as
diretrizes elaboradas por especialistas reunidos pela FAO e OMS (FAO/WHO, 2002). Os
guias e as recomendagdes produzidas por autoridades regulatdrias 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 elaboragao de dossiés para a comprovacao de alegacdes (Health

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

6.2. Estudos para caracterizagao da linhagem probidtica

Além da seguranga, a selecdao de uma linhagem de probidticos é determinada
principalmente pelo seu potencial de gerar beneficios aos humanos. Geralmente se
considera que, para aplicagdo em produtos alimenticios, os probidticos precisam ser
capazes de sobreviver até que tenham alcancado a parte do trato gastrointestinal em
que exercerdo seus supostos efeitos. Por exemplo, para atuarem no cdlon, os

probidticos precisam resistir a enzimas salivares, acido gastrico, secre¢cdes de bile e
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enzimas no intestino delgado, bem como alteracées de pH que encontrardo durante sua

passagem pelo trato gastrointestinal.

Assim, os estudos de caracterizacdo da linhagem devem mostrar que a linhagem
resiste a passagem pelas principais barreiras quimicas e bioldgicas 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: tolerdncia a temperatura
corporal, quando ndo 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 patégenos a superficies ou
a atividade de desconjugacdo de sais biliares. Essas informacdes ndo sdo requisitos
essenciais a demonstracao de um efeito probidtico, entretanto, ddo mais fundamentado
ao dossié ao agregar dados que ajudam a explicar os mecanismos de atua¢do e a

plausibilidade bioldgica do efeito.

6.3. Estudos para comprovacao do beneficio de uma alegagao

Para comprovagao de um efeito benéfico ou, em outras palavras, da eficacia de
uma.alegacdo faz-se necessario 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 comprovagdo 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 fisioldgicos que justifiqguem o

efeito observado.

6.3.1 Tipos de estudos
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Em relacdo aos estudos em humanos, os estudos clinicos randomizados sdo
altamente indicados na estruturacdo de dossiés para avaliacdo da eficacia de uma
alegacdo, particularmente pela sua capacidade no estabelecimento de uma relagao
causal e pelo seu potencial nareducdo 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 alegacdes 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,
revisGes sistemdticas e metanadlises. Para uma alegacdo especifica de saude, deve-se

incluir necessariamente estudos observacionais do tipo coorte.
6.3.2. Critérios para sele¢do dos estudos
Sobre as evidéncias em humanos, a legislagao estabelece os seguintes requisitos:

- 0 estudo deve ser conduzido coma linhagem de microrganismo relacionado ao

beneficio alegado;

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

utilizando métodos validados, quando necessario;
- 0 desenho e a qualidade do estudo devem minimizar o risco de viés;

- o grupo estudado deve ser representativo da popula¢do alvo ou cientificamente

plausivel, quando houver a extrapola¢do de dados; e

- as condicdes de uso do probidtico no estudo devem corresponder as condi¢cdes
propostas para o mesmo (ex. a quantidade sugerida para a obtencdo do beneficio é

suficiente para comprovar a eficacia na dose sugerida).

Estudos que ndo atendam a esses requisitos ndo devem ser incluidos no dossié

técnico-cientifico.
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A seguir, serdo tratados de forma mais detalhada alguns requisitos
determinantes para selecdao dos estudos que devem ser instruidos na peticdo para

avaliacdo de probidticos.
6.3.2.1. Populagao alvo:

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

para a populacao alvo, sendo possivel a extrapolacdo de dados em situacdes especificas.

Os estudos devem corresponder a trabalhos realizados em grupos de estudo
representativos da populacdo alvo e, quando houver extrapolagao de dados, essa deve
ser cientificamente plausivel. A justificativa sobre a plausibilidade da extrapolagdo 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¢Ges de saude que interessem para o desenvolvimento do estudo (as
denominadas populacdes em risco). Um exemplo sdo os portadores da Sindrome do
Intestino Irritavel, uma vez que a sindrome esta associada a uma série de disfuncbes
gastrointestinais.. Outro exemplo seriam grupos populacionais que estdo mais
suscetiveis a disbiose, como idosos, atletas, viajantes frequentes. Nesses casos, é
necessario avaliar se a extrapolagdo é biologicamente plausivel ou se ndao ha varidveis

intrinsecas do.grupo que podem comprometer as conclusdes.

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

adultos, excetuados os casos onde é comprovada a plausibilidade da extrapolacao.

6.3.2.2. Desfechos dos estudos clinicos

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

desfechos clinicos ou primarios.
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Um problema bem caracterizado é a escolha de marcadores que demonstram
alteracoes fisioldgicas que ndo sdo consideradas suficientes para comprovacao do efeito
(desfechos intermedidrios ou substitutos). Marcadores bioquimicos ou fisiolégicos sdo
desfechos substitutos e devem ser ponderados quanto a sua relacdo 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.

6.3.2.3. Matriz alimentar e dose:

Idealmente, o alimento utilizado deve ser similar. aos indicados na ficha de
apresentacdo, assim como a dose avaliada nos estudos deve ser.compativel com aquela

sugerida.

Podem ser selecionados estudos realizados em diferentes matrizes, desde que
essa nao seja fator de confundimento. Neste caso, o interessado deve apresentar
racional técnico e justificativas para demonstrar auséncia de impacto da matriz na

fungao exercida pelo probidtico.

6.4. 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
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apresentados de forma estruturada, sem restricdo da data inicial, mas apresentando-se
a data final da busca para que essa possa ser reproduzida. No quadro abaixo, ha um

exemplo de forma de apresentacdo dessa informacao.

Quadro 1 — Forma representativa de apresentacao dos critérios da pesquisa

TOTALIDADE
BASE DE DADOS ESTRATEGIA DE BUSCA DE ARTIGOS
DATA
(oata) ENCONTRADOS
"Infant"[Mesh] OR (Infants) OR ("Infant Formula'[Mesh]
OR (Formula, Infant) OR (Formulas, Infant) OR (Infant
Formulas) OR (Baby Formula) OR (Baby Formulas) OR
MEDLINE / (Formula, Baby) OR (Formulas, Baby))/AND ("Lactobacillus
PubMed rhamnosus"[Mesh] OR (Culturelle) OR (Lactobacillus GG))
AND "Allergy and Immunology"[Mesh] OR (Immunology, c3

(Busca realizada | allergy) OR (Allergy, Immunology) OR (Immunology and
até Allergy) OR (Allergy Specialty) OR (Specialty, Allergy) OR
19/09/2017) (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 informag¢bes quantitativas do
processo de selegdo dos estudos que compdem o dossi€é, 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 exclusdo
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, populagao diferente da indicada ou cuja extrapolagdo dos dados nao é
plausivel, tipo de publicacdo inadequada, tipo de desenho de estudo inapropriado para

a sustentacao de uma alegacao e duragao do estudo insuficiente.

Os estudos incluidos devem ser apresentados conforme tabela constante no

Anexo V. Cépia da publicacao das referéncias recuperadas na busca deve ser inserida
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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, é fundamental que estejam disponiveis os
fundamentos para a avaliacdo, as principais referéncias consideradas e as conclusdes,
inclusive sobre a forca da evidéncia. O Anexo VI traz um quadro para apresentacdo

sintética dos pareceres incluidos ao dossié.

6.5. Avaliagao da qualidade dos estudos

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

apresentados contém fatores intrinsecos que limitam suas conclusdes.

A qualidade metodolégica de cada estudo incluido no dossié deve ser avaliada
individualmente. Hadiferentes ferramentas para avaliar estudos em humanos, sendo
adotadas neste Guia metodologias internacionalmente validadas, atualizadas e
adaptadas de forma a facilitar sua aplicagdo. Embora essa adaptacao torne os
instrumentos menos rigorosos sob ponto de vista cientifico, ela é altamente aplicavel ao
contexto regulatério, que tem entre os seus objetivos a imposicao 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 conclusado sobre a qualidade do estudo avaliado.
Fornecem, ainda, campo “Citacao do estudo” para cada item de avaliagado. Este campo
deve ser usado para fazer breves citagdes 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 sera contabilizada.
Cada campo verde assinalado corresponde a 1 ponto e a pontuacao final é dada pela

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

2016).

O ROBINS-I ("Risco de viés em estudos ndo randomizados - de intervengoes"),
avalia o risco de viés em estimativas da eficacia ou seguranca (beneficio ou dano) de
uma intervencao de estudos que ndo usaram randomizacao para alocar intervengoes

(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 avaliagdo
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 avaliacdao, sendo considerados de qualidade satisfatéria
os estudos que recebam uma pontuagao igual ou superior a 7. Estudos com pontuagao

inferior sao considerados de qualidade insatisfatéria.

Para avaliacdao 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 satisfatdria as revisdes que

tiverem pontuacao igual ou superior a 9.

6.6. Avaliagdo da totalidade das evidéncias

Para a comprovacao da alegacao de propriedade funcional ou de saude, tanto de
carater geral como especifico, serd considerada a totalidade da evidéncia, a qualidade

dos estudos e a forca da consisténcia e da associacao.
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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.
6.6.1. 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 sao 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. O segundo

considera apenas os estudos com qualidade satisfatoria.

Para qualificar a forga da.associagao, sdo utilizados dois indicadores para avaliar
a associacdo entre o probidtico e a efeito positivo, considerando a proporgao 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, sao utilizados quatro indicadores para
avaliar a consisténcia do efeito em relagdo a redugao, 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 redugao de risco.

Quadro 2. Dominios de avaliagao da forga da evidéncia

ENSAIOS CLINICOS RANDOMIZADOS
CONSISTENCIA
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CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM RESULTADO FAVORAVEL (C1)

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

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

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)/Numero total de estudos com
qualidade satisfatéria incluidos (independentemente do tipo de desenho)].x 100

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

ASSOCIACAO

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

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

Alta associa¢dao > 75%
Consisténcia associacao 60% > 75%

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 satisfatéria] x 100

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

ESTUDOS OBSERVACIONAIS DE COORTE

CONSISTENCIA

CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM REDUGAO DE RISCO (CR 1)

CR 1 = [NUmero total de estudos com redugdo de risco (p<0,05)/Numero total de
estudos observacionais] x 100

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

CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM AUMENTO RISCO (CR 2)

Cr 2 = [NUmero total de estudos com aumento de risco (p<0,05)/Numero total de
estudos observacionais] x 100

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

CONSISTENCIA DOS ESTUDOS COM AUSENCIA DE EFEITO (CR 3)

CR 3 = [NUmero total de estudos com auséncia deefeito (p>0,05) /Numero total de
estudos observacionais] x 100

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

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

CR 4 = [Numero total de estudos de qualidade satisfatéria com reducgao de risco (p
<0,05)/ Numero total de estudos observacionais de alta qualidade] x 100

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

6.6.2. Revisao Sistematica

Somente serao aceitas revisGes sistemdticas de qualidade satisfatdoria com
resultados conclusivos favoraveis a intervencdo. Resultados inconclusivos serao

considerados evidéncia de recomendacdo fraca e ndo serao aceitos.

6.7. Comprovagao de uma alega¢ao em mistura de probioticos

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.
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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 necessaria a avaliacdo do efeito benéfico

da mistura.

7. CONCLUSAO DO DOSSIE TECNICO CIENTIFICO
Apdbs preenchimento dos documentos que.compde o dossié técnico-cientifico
para fundamentar a alegacdo e comprovar a identidade, seguranga e eficacia da
linhagem probidtica, deve ser apresentada uma conclusdo ratificando a apresentacdo e

analise da totalidade da evidéncia para sustentar a informacdo documentada.

A conclusdo final da forca da evidénciarequer uma ponderacdo 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
do beneficio deve ser levada em conta, assim como deve-se contrapor os resultados

obtidos.

Para a sustenta¢ao de um efeito benéfico de carater geral é imprescindivel que
a evidéncia seja consistente, e a forca da associacdo recebe menor criticidade. Para a
sustentacao de um efeito benéfico de carater especifico ambos dominios sdo criticos

para a conclusao.

No que tange a comprovacdo de alegacdo de salude, 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.
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Anexo | - Ficha de Apresentac¢ao do Dossié Técnico-Cientifico para Instrucdo

Processual de Peti¢cdo de Avaliagdo de Probidticos para uso em Alimentos

FUNCIONAL

SOLICITACAO DE ALEGACAO DE SAUDE OU ALEGACAO DE PROPRIEDADE

ITEM

DESCRICAO

Linhagem(ns)

Desfecho(s) avaliado(s)

Proposta de alegacao funcional ou
de saude

Populagao alvo

Tipos de alimentos indicados para
adicdo da(s) linhagem(ns)

Quantidade minima sugerida do
micro-organismo para obtenc¢ao do
beneficio alegado (UFC/porc¢ao
diaria)

Condi¢des de uso

Adverténcias ou restricdes 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) |

3

A

MIC > Ponto de corte (breakpoint)

¥

| Cepa ndo resistente | |

Cepa resistente: avaliar base genética da resisténcia

g

Intrinseca/ natural

[Ex: vancomicina emLacobasillus sp.)

4

4

Adquirida (pesquisar

| Sem informacoes |

p enes conhecidos de
USO ACEITAVEL 8 onhea
l resisténcia) ‘
_'_ - ! UsO NAO
Probabilidade de transferir ( Negatio ) (' positio 1 ACEITAVEL
resisténcia rara R et
e ——— Provar que se trata de Resisténcia
- - .
S Ap;ifanf—.ou ,‘- mutacdo gendmica pode ser
Temme-” (cromossomo) transferivel.

- ‘I'-\Iﬁoaprsentou‘ T~ ‘l . -
) Sem informacdes
Adaptado EFSA, 2012 b ( - provas - ¢
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Anexo lll - Representac¢ao quantitativa do processo de selecdo dos estudos, baseado

no Fluxograma de Prisma (2009)

dados
(n=")

Estudos identificados nas bases de

outras fontes

(n=")

Estudos adicionais identificados em

Estudos apds remogdo das duplicatas

(n=")

y

Estudos selecionados

(n=")

A 4

Estudos excluidos

(n=")

Estudos selecionados para
avaliacdo do texto
completo

Estudos excluidos, com
motivos

(n=")

A 4

Estudos incluidos na
analise 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

DESFECHOS LIMITACOES DO
RESULTADOS/
o DESENHO DO GRUPO DE ~ ~ AVALIADOS p ESTUDO ~
REFERENCIA EXPOSICAO/DURACAO ANALISE CONCLUSOES
ESTUDO ESTUDO , DESCRITAS
ESTATISTICA
PELOS AUTORES
Matriz
Descrigcao Caracteristicas | Dose
(randomizado, N2 amostra Forma de consumo
Autor e ano | duplo cego, inicial Duragdo da
placebo N2 amostra intervengao
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

Orgdo/Agéncia Data em que foi submetida Informagoes sobre a alegagdao aprovada ou beneficio avaliado
Regulatéria/ (data/més/ano)
Instituicdo Beneficio avaliado ou Condicbes para uso (dose, Data da aprovagao
Especializada alegagdo aprovada publico, tipo de alimento) da alegagao
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Anexo VIl - Ferramenta para Avalia¢ao 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):

Item

Questao

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
intervengdo coincidem. para @ maioria dos
participantes?

2. Viés de classificagao
de intervengdes

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

Nao

Citacdo do estudo
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Houve exclusdo de participantes devido a perda de
dados durante o periodo de interven¢3o? *

5. Viés ao mensurar Os avaliadores de resultados possuiam
desfechos conhecimento do tipo de intervencao recebido pelos
participantes do estudo? °

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

6. Viés na selecao 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
qualidade do estudo.

Os resultados foram apresentados com analise
estatistica adequada.

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

E relevante estabelecer uma linha de base a fim de garantir os sujeitos sdo comparaveis.

Os fatores de confusdo relacionados a demografia dos participantes incluem idade, sexo e etnia. Esses fatores podem ocorrer durante a

selecdo dos sujeitos (por exemplo, critérios de inclusdo / exclusdo), conduta do estudo ou analise de dados.
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Os fatores de confusdo relacionados a outros fatores de risco do resultado de saude incluem, mas nao estdo limitados a dieta, atividade
fisica, tabagismo, ingestdao de alcool, indice de massa corporal (IMC), perda de peso, estado de saude, historico familiar e uso de
medicacdo / suplemento.

Dados incompletos ndao podem ser excluidos da analise estatistica.

Se os avaliadores de resultados estivessem cegos para o status de intervencdo, a resposta para essa pergunta seria "N3do". Em outras
situacdes, os avaliadores de resultados podem ndo estar cientes das intervencdes 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 questiondrio, o avaliador do resultado é o participante do estudo. Em um estudo
observacional, a resposta a essa questao geralmente sera "Sim" quando os participantes relatam seus resultados.

Se varias medicGes foram feitas, mas somente uma ou um subconjunto é relatado, existe um risco de relato seletivo com base nos
resultados.

Se varias medicOes foram feitas, mas somente uma ou um subconjunto é analisado ou discutido, principalmente em caso de auséncia de
beneficio ou prejuizo a saude, caracterizando um risco de analise 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 Avalia¢ao Individual da Qualidade de Estudos Randomizados

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

Referéncia (Autor, Ano):

Item

Questao

Resposta

1. Viés decorrente do
processo de
randomizagao

A sequéncia de alocacdo foi randomizada? !

A sequéncia de alocacdo foi ocultada até que. os
participantes fossem inscritos e designados para
intervencdes? 2

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

2. Viés devido a desvios
da intervengao
pretendida

Os participantes estavam cientes da intervenc¢ao
designada durante os ensaios?#

Os cuidadores e as pessoas responsaveis pelas
intervengdes ‘estavam cientes da intervengao

atribuida pelos participantes durante o julgamento?
5

Foi realizada a analise de intencdo de tratar?

3. Viés devido a falta de

dados do desfecho

Os resultados da pesquisa foram totalmente, ou
quase totalmente, analisados com participantes
randomizados? ©

Sim Nao

Citacdo do estudo
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4. Viés na mensuragao O método usado para avaliar o desfecho é

dos desfechos adequado?’
5. Viés na sele¢dao do Medidas de multiplos desfechos (por exemplo,
resultado reportado escalas, definicGes, pontos de tempo) dentro do

dominio de resultados? 8

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

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

Os resultados foram apresentados com analise
estatistica adequada.

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

"Sim" se um componente aleatdrio foi usado no processo de geragao de sequéncia. Exemplos incluem numeros aleatérios gerados por
computador; referéncia a umatabela de numeros aleatdrios; langamento de moeda; embaralhar cartas ou envelopes; jogando dados; ou
lotes de desenho. "N3o" se nenhum elemento aleatério tiver sido usado na geragdo da sequéncia de alocagdo 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; alocacdo baseada na disponibilidade da intervencao; ou qualquer outro método sistematico ou
aleatdrio.

'Sim' se o ensaio usou qualquer método de administracdao remota ou centralizada para alocar intervenc¢ées aos participantes, onde o processo
de alocagdo é controlado por uma unidade externa ou organizacdo, independentemente do pessoal de inscricdo (por exemplo, farmicia

46



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 diferengas estatisticamente significativas nas caracteristicas
iniciais entre os grupos de intervencdo; ou desequilibrio em um ou mais fatores progndsticos fundamentais, ou medidas de linha de base das
variaveis de desfecho.

Se os participantes estiverem cientes de sua atribuicdo de grupo.

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

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

Essa questdo é particularmente relevante quando os métodos usados para avaliagao nao 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):

Questio Resposta

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 relatdrio da revisdo continha uma declaracdo explicita de que os métodos
de revisdo foram estabelecidos antes da realizacdo da revisao e o relatorio
justificou quaisquer desvios significativos do protocolo?

3. Os autores da revisdo explicaram sua sele¢do dos desenhos de estudo para
inclusdo na revisao?

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

5. Os autores da revisao realizaram a selecao do estudo em duplicata?

6. Os autores da revisdao executaram a extracao de dados em duplicata?

7. Os autores da revisao forneceram uma lista de estudos excluidos e
justificaram as exclusdes?
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8. Os autores da revisdo 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 revisao?

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

12. Se a metandlise 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 revisdao responderam pelo risco de viés em estudos individuais
ao interpretar / discutir os resultados da revisdo?

14. Os autores da revisdao forneceram uma explicagao satisfatéria e discutiram
qualgquer heterogeneidade observada nos resultados da revisao?

15. Se foi reaizada uma sintese quantitativa, os autores da revisdao conduziram
uma investigacao adequada do viés de publicacdo (pequeno viés de estudo) e
discutiram seu provavel impacto nos resultados da revisdao?
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16. Os autores da revisao relataram alguma fonte potencial de conflito de
interesses, incluindo qualquer financiamento recebido para a realizacdo da
revisao?
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