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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi selecionar uma cepa do género Lactobacillus
e avaliar a influéncia de adjuvantes e condicbes de armazenamento sobre sua
estabilidade e propriedades, com vistas ao desenvolvimento de um medicamento

probidtico destinado a via vaginal.

A complementagcdo do resumo e o conteudo das paginas 41 a 84, que
contemplam as metodologias utilizadas, os resultados e conclusdes obtidos,

foram suprimidas desta versao, pelo seu carater confidencial.

Palavras-chave: Lactobacillus rhamnosus, probidtico vaginal, capsulas,
maltodextrina, diéxido de silicio coloidal, &acido ascérbico, viabilidade,

armazenamento.






ABSTRACT

Development of Vaginal Probiotic: Evaluation of Tec  hnological Excipients
and Storage Conditions on the Survival and Properti es of Lactobacillus
rhamnosus
The purpose of present work was toselect a Lactobacillus strain and to evaluate
the effect of excipients and storage conditions on its survival in order to develop a

probiotic medicine for vaginal delivery.

The complementary information related to abstract and the content of pages 41
to 84, that include methodologies, results and conclusions obtained was

suppressed, considering the confidential characteristic of its content.

Key Words: Lactobacillus rhamnosus, vaginal probiotic, capsules, maltodextrin,

colloidal silicon dioxide, ascorbic acid, viability, storage.
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1. INTRODUCAO
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A composicao da microbiota € um importante elemento de defesa contra
infeccbes no trato vaginal (WITKIN et al., 2007).Uma perturbacdo no equilibrio
damicrobiota da regido, colonizada, predominantemente, por lactobacilos
(MASTROMARINO et al., 2002; MIKELSAAR et al., 2004; ZARATE et al., 2005;
ZARATE e NADER-MACIAS, 2006) pode levar ao crescimento exacerbado de
patdgenos e a ocorréncia de infeccoes (KAEWSRICHAN et al, 2006,
VICARIOTTO et al., 2012).

As doencgas infecciosas mais comuns do trato vaginal sdo a vaginose
bacteriana e a candidiase vaginal, acometendo cerca de um bilh&o de mulheres
em todo o mundo (REID et al., 2004). Dados de prevaléncia variam de 20 a 30%
para vaginose bacteriana (SANTOS et al., 2006; SHOBEIRI e NAZARI, 2006;
RIBEIRO et al., 2007; TANAKA et al., 2007; LAILA et al., 2012) e de 10% a 17%
para candidiase vulvovaginal (SHOBEIRI e NAZARI, 2006; BARCELOS et al.,
2008).

A farmacoterapéutica das doencas infecciosas urogenitais tem carater
curativo e consiste, basicamente, da administracao de antibidticos e antifingicos
(SOBEL et al., 1998; REID et al., 2001; MITCHELL, 2004; NYIRJESY, 2008).
Entretanto, estas terapias caracterizam-se pela possivel ocorréncia de efeitos
adversos, desenvolvimento de resisténcia dos micro-organismos aos farmacos e
suscetibilidade da microbiota vaginal normal (SOBEL et al., 1998; REID et al.,
2004; SOBEL, 2007; NYIRJESY, 2008; MASTROMARINO et al., 2009). Tais
efeitos podem levar a recorréncia das infeccdes pela persisténcia dos micro-
organismos patogénicos no trato urogenital e ao ndo restabelecimento da
microbiota dominante, os lactobacilos (WILSON, 2004; EHRSTROM et al.,
2010).

Os probidticos representam uma abordagem atual na terapia e prevencao
de infec¢cbes do trato urogenital, que visa ao restabelecimento da microbiota
vaginal normal, competitiva a colonizacdo por patégenos (ELMER et al., 1996),
revelando-se uma promissora alternativa as terapias convencionais (REID et al.,
2001; MASTROMARINO et al., 2002; REID et al., 2004; ZARATE et al., 2005;
ZARATE e NADER-MACIAS, 2006). A reposicdo com probioticos no trato vaginal

apresenta resultados satisfatérios na normalizacdo da microbiota (REID et al.,
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2004), sendo adequada para o tratamento sintomatico local (REID e BURTON,
2002; BORBA e FERREIRA, 2003; VALENTA, 2005) e auséncia de efeito de
primeira passagem (REID e BURTON, 2002; TUKKER, 2002; VALENTA, 2005).

A selecdo de um micro-organismo probiotico deve incluir a avaliagdo de
suas caracteristicas funcionais, como propriedades probidticas (KNORR, 1998;
SAARELA et al., 2000; HANSENet al., 2002),seguranca, resisténcia ao local de
acao, atividade antagonista e imunomoduladora (SAARELA et al., 2000; KOSIN
e RAKSHIT, 2006), assim como seus aspectos tecnolégicos, como estabilidade
durante processamento (HANSEN et al., 2002) e estocagem (BARBES e BORIS,
1999; HANSEN et al., 2002;ROUSSEAU et al., 2005).

Os micro-organismos probioticos de escolha para o trato vaginal sdo os
lactobacilos devido as suas propriedades probidticas ja demonstradas e
predominancia na microbiota vaginal de mulheres saudaveis (BORIS et al., 1998;
AROUTCHEVA et al., 2001; MASTROMARINO et al., 2002; ALVAREZ-OLMOS
et al., 2004; MIKELSAAR et al., 2004; REID et al., 2004; ZARATE et al., 2005;
ZARATE e NADER-MACIAS, 2006; FALAGAS et al., 2007).

Diante dessas consideracfes, o desenvolvimento de um medicamento
probidtico contendo linhagens especificas de Lactobacillus para a prevencgéo e
tratamento das infec¢des vaginais apresenta-se como uma alternativa vantajosa
em relacdo aos tratamentos convencionais (NYIRJESY, 2008). A formulacdo de
um probidtico deve cumprir quesitos tecnoldgicos e funcionais, liberando o micro-
organismo da forma farmacéutica de modo satisfatorio, em concentracao
suficiente e na sua forma ativa (ZARATE et al., 2005), mantendo sua viabilidade
e propriedades até o final do prazo de validade (REID et al., 1998). Para isto, a
selecdo dos excipientes é uma etapa de grande importancia, os quais devem
proteger os lactobacilos da degradacdo e estimular o seu crescimento em

detrimento dos patdégenos no trato vaginal (REID et al., 1998).

Neste contexto e considerando que as cepas bacterianas, embora de
mesmo género e espécie, podem apresentar diferentes propriedades probidticas
(ZARATE et al., 2005; THOMAS, 2009), e que estas podem ser alteradas apés

veiculagcdo da cepa numa forma farmacéutica, o presente trabalho tem por
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objetivo caracterizar uma cepa de micro-organismo com relacdo as propriedades
probidticas e estabilidade, e, posteriormente, avaliar a influéncia de adjuvantes
sobre estas caracteristicas, com vistas ao desenvolvimento de um medicamento

destinado a via vaginal.
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2. REVISAO DO TEMA
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2.1. Doencas do Trato Vaginal

A vaginose bacteriana € uma infec¢cdo vaginal de ocorréncia comum
(ALVAREZ-OLMOS et al., 2004; FALAGAS et al., 2007;YAet al., 2010; SENOK
et al., 2013) e a de maior prevaléncia em mulheres em idade reprodutiva (LAILA
et al.,, 2012). Esta relacionada a possiveis complicacbes ginecolégicas e
obstétricas, como doenca inflamatoria pélvica, nascimentos prematuros e
aumento do risco de infeccdo pelo virus HIV (ALVAREZ-OLMOS et al., 2004,
FALAGAS et al., 2007; YA et al., 2010; ODUYEBO et al., 2013). E uma doenca
causada pelo aumento no numero de patdgenos presentes no meio vaginal,
como Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Ureaplasma e Mycoplasmahominis,
Prevotella, Peptostreptococcus, Bacteroides spp. ou outros micro-organismos
anaerobicos, muitos deles encontrados normalmente em pequenas quantidades
na vagina (MIKELSAAR et al., 2004; REID et al., 2004; WILSON, 2004; AUSTIN
et al., 2005; FALAGAS et al., 2007;SENOK et al., 2013).

O crescimento populacional destas bactérias esta associado a mudancas
bioquimicas, como aumento da concentracdo de diaminas, poliaminas, acidos
organicos e varias enzimas. Os produtos destas alteracdes bioguimicas sdo
responsaveis por alguns dos sintomas da doenca, dentre eles o aumento no pH
da regido, odor desagradavel no corrimento vaginal (ODUYEBO et al.,2013) e
alteracdo da microbiota vaginal normal (MASTROMARINO et al., 2009;
EHRSTROM et al., 2010). A base da terapia da vaginose bacteriana sdo o0s
antimicrobianos, tais como metronidazol, clindamicina, tinidazol, secnidazol
(EHRSTROM et al., 2010; ODUYEBO et al., 2013).

A Candidiase vulvovaginal ocorre quando ha um supercrescimento de
leveduras do género Candida sp., que habitam normalmente o trato vaginal em
baixas contagens (EHRSTROM et al., 2010). Cerca de 75% das mulheres em
idade reprodutiva apresentam pelo menos um episodio (SOBEL et al, 1998;
BAROUSSE et al., 2001; MITCHELL, 2004; SOBEL, 2007), sendo a espécie
Candida albicans a de maior ocorréncia (SOBELet al.,1998; SOBEL, 2007;
EHRSTROMet al., 2010). O tratamento convencional da Candidiase vulvovaginal

€ realizado com a administracéo de antifungicos do tipo azdlicos pela via oral ou
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intravaginal (EHRSTROM et al., 2010; GEORGA et al., 2013; MUNIRA et al.,
2013).

As terapias tradicionais da vaginose bacteriana e candidiase vulvovaginal
caracterizam-se pela ocorréncia de efeitos adversos (REID et al., 2004;
NYIRJESY, 2008; ODUYEBO et al., 2013). Além disso, o desenvolvimento de
resisténcia relacionado ao uso de antibioticos (REID e BURTON, 2002;
MASTROMARINO et al., 2009) e o prejuizo a microbiota vaginal normal
(MASTROMARINO et al., 2009) sao fatores determinantes para a frequente
recorréncia  destas infeccbes (REID et al, 2004;SOBEL, 2007;
MASTROMARINOet al., 2009; EHRSTROMet al., 2010). Em estudo relatado por
BRADSHAW e colaboradores (2006), apds 12 meses do término do tratamento
com 400 mgmetronidazol oral, 2 vezes ao dia, por 7 dias, 58% das 139 mulheres
incluidas no estudo apresentaram recorréncia de vaginose bacteriana e 69%
recorréncia de microbiota vaginal anormal. Noutro estudo, 119 mulheres de 18 a
45 anos com sintomas clinicos de vaginose bacteriana receberam clindamicina
ou metronidazol vaginal. A resisténcia dos micro-organismos ao metronidazol foi
de 0,3%, enquanto que, para a clindamicina, subpopulacdes resistentes do
género Prevotella ainda persistiram no meio vaginal 90 dias apds o tratamento
(AUSTIN et al.,, 2005). No caso de candidiase vulvovaginal, 5% a 8% das

mulheres apresentam patologia recorrente (SOBEL, 2007).

2.2. Microbiota Vaginal

A composicdo da microbiota é considerada o mais importante mecanismo
de defesa contra infec¢des no trato vaginal (WITKIN et al., 2007). O metabolismo
anaerobico do glicogénio a acido latico, pelos micro-organismos dominantes,
confere a regidao um valor de pH na faixa de 3,5 a 4,5 (BOSKEY et al., 2001;
VALENTA, 2005). Esta caracteristica acida favorece o0 crescimento e
sobrevivéncia dos micro-organismos acidofilos, principalmente os lactobacilos
(MIKELSAAR et al., 2004), e dificulta a proliferacdo da maioria dos patégenos
(WITKIN et al., 2007). Os baixos valores de pH favorecem a ligacdo dos

lactobacilos a fibronectina, colaborando para a sua predominancia na microbiota
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vaginal saudavel (MASTROMARINO et al., 2002; MIKELSAAR et al., 2004;
ZARATE et al., 2005; ZARATE e NADER-MACIAS, 2006) e colonizacdo da
regiao (NAGY et al., 1992).

Diferentes espécies de Lactobacillus sdo encontradas no trato vaginal, e
sua ocorréncia varia de acordo com o local, fatores externos, geograficos,
étnicos, individuais (MIKELSAAR et al., 2004) e fase do ciclo menstrual
(ONDERDONK et al., 1986). Em sua totalidade, alcancam um numero situado
entre 10% e 10° UFC/mL (MIKELSAAR et al., 2004) e estdo em equilibrio com
diversos micro-organismos, aerébicos ou anaerébicos (BARBES e BORIS, 1999;
VALENTA, 2005; VICARIOTTO et al., 2012).

Assim como o valor de pH do meio, este equilibrio é influenciado pelo uso
de antimicrobianos, ocorréncia de relagbes sexuais, uso de métodos
contraceptivos, conteudo de glicogénio das células epiteliais, niveis hormonais,
pH do meio vaginal, idade e gravidez (MIKELSAAR et al.,, 2004; VALENTA,
2005). Na gestacao, por exemplo, é possivel observar que a quantidade relativa
de lactobacilos na microbiota vaginal aumenta na medida em que o periodo
gestacional evolui, representando um mecanismo de protecdo para o feto e
neonato. Uma perturbacédo no equilibrio fisiolégico da microbiota vaginal pode
levar ao supercrescimento de patdgenos (ELMER et al., 1996) e a ocorréncia de
infecgbes (KAEWSRICHAN et al., 2006; VICARIOTTO et al., 2012).

2.3. Probiodticos

Probidticos sdo bactérias, especialmente do grupo do acido latico, e
leveduras, que podem estar inseridas em alimentos, suplementos ou
medicamentos (MARTEAU, 2003), definidos como “micro-organismos vivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude
do hospedeiro” (LEE et al., 1999; REID et al., 2003; MARTEAU, 2003; REID et
al., 2004; THOMAS, 2009; MORELLI e CAPURSO, 2012). Conforme diretrizes
das organizacdes “World Health Organization” (WHO) e “Food and Agriculture
Organization of the United Nations” (FAO), quando relacionados a prevencao ou

tratamento de doencas, devem ser tratados como agentes bioterapéuticos
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(McFARLAND e ELMER, 1995; ELMER et al., 1996; REID et al., 2003; MORELLI
e CAPURSO, 2012).

Os probibticos e agentes bioterapéuticos representam uma area de
pesquisa em expansdo (BROOKS e KALMOKOFF, 2012; FONTANA et al.,
2013), cujo foco inicial de prevencao e tratamento de disturbios gastrointestinais
tem se expandido para tratamento de vaginites (Ya, 2010; GEORGA et al.,
2013), infecgbes urinarias (SCHWENGER et al., 2013), intolerancia a lactose,
melhora do sistema imune, regulacdo do colesterol, entre outros (WORLD
GASTROENTEROLOGY ORGANIZATION, 2009; BROOKS e KALMOKOFF,
2012; ALONSO e GUARNER, 2013).

Estimulando o crescimento da microbiota saudavel com simultaneo
reforco dos mecanismos de defesa do organismo (ANAL e SINGH, 2007), eles
criam um ambiente desfavoravel para o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos (THOMAS, 2009) e, por isso, sua utilizacdo na terapia e prevencao
de infec¢Bes do trato vaginal tem despertado grande interesse nos ultimos anos
como uma promissora alternativa aos tratamentos convencionais (REID et al.,
2001; MASTROMARINO et al., 2002; REID et al., 2004; ZARATE et al., 2005;
ZARATE e NADER-MACIAS, 2006; REID et al., 2009; EHRSTROM et al., 2010;
YA et al., 2010; REID, 2012; GEORGA et al., 2013).

A presenca de mudltiplos mecanismos de ac¢do associados com
organismos vivos € a principal vantagem da utilizacdo dos probioticos sobre o
tratamento farmacoterapéutico, cujo espectro de acdo €é mais restrito
(McFARLAND e ELMER, 1995; GIL et al., 2010). Esta caracteristica, aliada ao
menor potencial de efeitos adversos (MASTROMARINO et al., 2009), tem sido
apontada como uma vantagem em relacdo aos tratamentos padronizados,
podendo minimizar o desenvolvimento de resisténcia por muta¢gdes pontuais dos
agentes patogénicos (NICOLI et al.,, 2003), que ocorrem principalmente em
regimes de tratamento mais longos ou repetidos (MASTROMARINO et al.,
2009), e diminuir a recorréncia das infec¢des (NYIRJESY, 2008).

Embora a literatura sugira que ainda sdo necessarios mais estudos

clinicos para estabelecer de forma conclusiva a eficacia e seguranca dos
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probidticos no tratamento e prevencdo de vaginose bacteriana (BARRONS e
TASSONE, 2008; ABIOLA et al., 2011; ODUYEBO et al., 2013) e candidiase
vulvovaginal (ABAD e SAFDAR, 2009), os resultados dos estudos disponiveis
até o momento sugerem um efeito benéfico da administracdo intravaginal de
probiéticos nas dosagens de cerca de 10® — 10° UFC (ABIOLA et al., 2011;
ODUYEBO et al., 2013). Estas dosagens dos estudos estdo de acordo com a
sugestdo da literatura, de doses de aproximadamente 10° UFC para o efeito
probidtico (DASH, 2005; ZARATE et al., 2005).

As multiplas interagdes dos micro-organismos entre si e destes com o
hospedeiro contribuem para a versatilidade das propriedades probidticas,
especificas de cada cepa (MARTEAU, 2003; MORELLI e CAPURSO, 2012). Os
efeitos dos probibdticos ou agentes bioterapéuticos podem ser diretos ou
indiretos, sendo possiveis mecanismos a competicdo por nutrientes, promocao
das defesas do hospedeiro (MARTEAU, 2003), producao de acidos organicos ou
outras substancias antagonistas (MARTEAU, 2003; FARNWORTH, 2008) como
bacteriocinas e perdxido de hidrogénio (OCANA et al., 1999c), producdo de
biotensoativos, adeséo e coagregacédo a patdogenos (ROUSSEAU et al., 2005).

2.4. Seleg&o do Micro-organismo

Para a adequada selecdo de um micro-organismo probiético, alguns
critérios devem ser observados. A cepa, além de apresentar propriedades
probidticas adequadas ao uso pretendido (KNORR, 1998; SAARELA et al., 2000;
HANSEN et al., 2002), deve ter, preferencialmente, origem humana (KOSIN e
RAKSHIT, 2006), considerada uma evidéncia de seguranca de uso (SAARELA
et al., 2000; KOSIN e RAKSHIT, 2006). Outro importante critério de escolha do
micro-organismo probidtico é a sua capacidade de colonizacdo (SAARELA et al.,
2000; ALVAREZ-OLMOS e OBERHELMAN, 2001; CORCORAN et al., 2004,
KOSIN e RAKSHIT, 2006), caracteristica relacionada a sobrevivéncia e
capacidade de multiplicacdo da cepa nas condicdes especificas do local de acao
(SAARELA et al., 2000; KOSIN e RAKSHIT, 2006). Também s&o caracteristicas

desejaveis a um micro-organismo probidtico o antagonismo a patégenos e a
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capacidade de estimulacdo do sistema imune do hospedeiro (SAARELA et al.,
2000; KOSIN e RAKSHIT, 2006).

Além da sua funcionalidade, devem ser considerados na sele¢do do
micro-organismo 0s aspectos tecnolégicos da cepa, tais como viabilidade de
fornecimento da cultura em escala industrial (HANSEN et al., 2002), resisténcia
ao processamento (SAARELA et al., 2000; KOSIN e RAKSHIT, 2006) e posterior
estocagem (BARBES e BORIS, 1999; HANSEN et al., 2002; ROUSSEAU et al.,
2005; KOSIN e RAKSHIT, 2006). Em produtos probioticos destinados ao trato
vaginal, os micro-organismos mais comumente utilizados sdo os do género
Lactobacillus (REID e BURTON, 2002; REID et al., 2004; REID et al., 2009;
REID, 2012).

2.5. Lactobacillus

O género Lactobacillus € o maior dentre as Bactérias do Acido Latico,
capaz de produzir, principalmente, acido latico a partir da fermentacdo de
carboidratos (LEE, 1999; DASH, 2005). S&o micro-organismos gram-positivos,
em formato de bacilos, anaerdbicos facultativos (MIKELSAAR et al., 2004) ou
obrigatérios (REID et al, 2001), ndo esporulados e &cido-tolerantes
(MIKELSAAR et al., 2004), que incluem espécies de uma ampla variedade
fenotipica, bioquimica e propriedades fisiolégicas (SCHLEIFER e
STACKEBRANDT, 1983).

Os Lactobacillus habitam a cavidade oral, o trato gastrintestinal e vaginal
de humanos e animais, com o estabelecimento de importante relacdo simbidtica
(THOMAS, 2009). A presenca deste grupo bacteriano esta associada a condi¢éo
saudavel da mulher (BRANCO, 2005), apresentando-se como uma forma nao
especifica de defesa contra o supercrescimento de potenciais patégenos na
vagina e manutencdo do seu estado saudavel (McLEAN e McGROARTY, 1996;
OCANA e NADER-MACIAS, 2002). O desequilibrio populacional dos lactobacilos
vaginais tem sido associado com um aumento de infec¢cdes genitais e urinarias
(ZARATE et al., 2005; ZARATE e NADER-MACIAS, 2006), como na relacdo

inversa entre presenca destes micro-organismos e a ocorréncia de vaginose
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bacteriana em adolescentes de 14 a 18 anos observada por ALVAREZ-OLMOS
e colaboradores (2004). Em outro estudo, a porcentagem de lactobacilos na
composicdo da microbiota vaginal foi de 29,8% nas 131 mulheres com vaginose
bacteriana, frente aos 73,8% das 825 mulheres n&o diagnosticadas (HELLBERG
et al., 2001).

A eficacia probidtica da administracdo vaginal de lactobacilos tem sido

avaliada em diversos estudos clinicos, conforme apresenta a tabela 1.
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Tabela 1. Exemplos representativos de estudos clinicos com probidticos vaginais no tratamento e prevencdo de vaginose
bacteriana e normalizacdo da microbiota vaginal apOs tratamento convencional de vaginose bacteriana e candidiase

vulvovaginal.
Probidtico Efeito observado Pais Referéncia
Capsula intravaginal Apos 5 dias de tratamento, todas as mulheres relataram alivio nos Nigéria ANUKAM
L. rhamnosus RG-1 sintomas, e, no trigésimo dia apaos inicio do tratamento, 64,7% do grupo et al., 2006.
L.reuteri RC-14 tratado com probidtico foi curado para vaginose bacteriana, em comparagao
(10° UFC) aos 33,3% do grupo tratado com metronidazol. O uso dos probidticos ndo
foi associado a efeitos adversos.
Capsula intravaginal Em mulheres com histérico de recorréncia de vaginose bacteriana, a China WANG et al.,
L. rhamnosus profilaxia com o probidtico resultou em menor taxa de recorréncia frente ao 2010.
L acidophilus grupo tratado com placebo, 15,8% versus 45%, e a incidéncia de
Streptococcus Gardnerella vaginalis apds 2 meses do término do tratamento foi de 3,5% e
thermophilus 18,3% no grupo tratado com probidtico e placebo, respectivamente. A
(8x10° UFC) porcentagem de mulheres que relataram novos diagnosticos de vaginose
bacteriana do més 2 até o més 11 apos o tratamento foi menor para o
grupo tratado com probio6tico, 10,6% versus 27,7% no grupo placebo.N&o
foram observados efeitos adversos.
Cépsula intravaginal No final dos 6 meses, 0 grupo sem tratamento complementar com Italia MARCONE
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L. rhamnosus
(minimo 4x10* UFC)

Cépsula vaginal

L gasseri LN40

L. fermentum LN99
L. rhamnosus LN113
P. acidilactici LN23
(10® a 10'° UFC)

Comprimido vaginal
L. rhamnosus
(10° UFC)

probiético demonstrou taxas de microbiota normal de 91%, 83% e 74% nos
tempos 30, 90 e 180 dias. Esta queda na porcentagem de microbiota
normal ao longo do tempo néo foi observada no grupo tratado com
probidtico, permanecendo proximo a 96%.A extenséo da estabilizacao
verificada com o uso do probiético parece ser proporcional & duragéo do

tratamento.

Foi observada colonizacdo vaginal por 1 ou 2 cepas presentes na capsula  Suécia
em 89% da mulheres tratadas, apds 1 a 3 dias de tratamento,
permanecendo apos menstruacdo. O grupo tratado apresentou corrimento

de odor reduzido apds administracéo do probidtico.

Os valores de pH vaginal, que estavam acima de 4,5 em 36 das 40 Italia
pacientes na primeira visita, diminuiram significativamente aos 12 meses de
tratamento (24 das 40 mulheres com pH<4,5) e ainda mais aos 24 meses

de tratamento (32 das 40 mulheres com pH<4,5). O retorno gradual do pH
fisioldgico vaginal foi associado a reducao da intensidades dos sintomas

(coceira e queimacao).

et al., 2010.

EHRSTROM
et al., 2010.

ROSSI et al.,
2010.
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2.6. Mecanismo de Acao dos Lactobacillus

Diversas propriedades dos lactobacilos estdo relacionadas ao seu efeito
probidtico. Destacam-se a capacidade de agregacdo aos patdégenos, que cria, ao
redor destes, um ambiente no qual a concentragdo das substancias inibidoras
produzidas pelos lactobacilos estd mais elevada (MASTROMARINO et al.,
2002), a adesédo as células epiteliais, passo essencial para a colonizacdo da
mucosa vaginal (BORISet al., 1998; MASTROMARINO et al., 2002), producéo
de acidos organicos como o &cido latico, responséavel pela reducadodo pH vaginal
(MASTROMARINO et al.,, 2002), produgdo de compostos antimicrobianos,
incluindo peréxido de hidrogénio (ALVAREZ-OLMOS et al., 2004), bacteriocinas
(AROUTCHEVA et al., 2001) e tensoativos (REID et al., 2004; ZARATE et al.,
2005; ZARATE e NADER-MACIAS, 2006), e a atividade de modulacdo do
sistema imune (ALVAREZ-OLMOS e OBERHELMAN, 2001; REID et al., 2004).
Alguns subprodutos dos lactobacilos também podem atuar na comunicacéo
celular favorecendo a producdo de muco, que atua como barreira aos
patdgenos, ou sinalizando para a producédo de citocinas anti-inflamatérias (REID
et al., 2004).

Estas propriedades s&o responsaveis pela atividade antagonista dos
probidticos frente aos micro-organismos patogénicos (BORBA e FERREIRA,
2003; REID et al.,, 2004; MASTROMARINO et al., 2009). O mecanismo por
antagonismo é um dos mais citados para os probidticos e, aparentemente, o
mais provavel, sendo demonstrado por inameros trabalhos in vitro (NICOLI et al.,
2003). As substéancias inibitérias produzidas pelos lactobacilos parecem ser o
mecanismo primario na manutencdo do trato vaginal saudavel, sendo muito
provavel que os 3 fatores, producéo de bacteriocinas, H,O, e acidos organicos
atuem sinergicamente (AROUTCHEVA et al., 2001).

Entretanto, nem todas as cepas apresentam atividade probidtica ou
mecanismos de acdo semelhantes. Cada cepa deve ser avaliada
especificamente (THOMAS, 2009), ndo sendo possivel sugerir que beneficios de
uma determinada cepa sejam semelhantes em outra, ainda que sejam

estritamente relacionadas.
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2.7. Lactobacillus rhamnosus

7z

A espécie Lactobacillus rhamnosus € uma espécie comumente
encontrada na microbiota vaginal (PETRICEVIC e WITT, 2008; ROSSI et al.,
2010). A cepa Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, LGG, especificamente, &
um dos micro-organismos mais estudados clinicamente (BEGOVIC et al., 2010)
e com reconhecidos beneficios a saude (CORCORAN et al., 2004). Muito
utilizada na terapia e profilaxia de disturbios intestinais, como diarréia e colite
(DUNNE et al.,, 2001), suas propriedades probidticas intestinais fornecem
indicativos de que esta cepa poderia colonizar, também, a regido vaginal e

reduzir o risco de infec¢des no local (GARDINER et al., 2002).

Estudos anteriores revelam que a cepa L. rhamnosus LGG, de origem
humana (JACOBSEN et al., 1999), com conhecida capacidade de producéo de
peréxido de hidrogénio (McFARLAND e ELMER, 1995), atende também a outros
critérios de selecdo de um micro-organismo probiético. Demonstrou, in vitro,
capacidade de sobrevivéncia apds 4 horas de incubag¢do em meio 4cido pH 2,5 e
atividade antimicrobiana frente a patégenos como L. monocytogenes, B. cereus,
E. coli, S. flexneri Y. enterocolitica, sem entretanto, afetar outras espécies do
género Lactobacillus (JACOBSEN et al., 1999), caracteristica interessante para o
uso vaginal pretendido. Por néo ter sido isolada do trato vaginal, a cepa poderia
demonstrar dificuldade de colonizacio nesta regido (BARBES e BORIS, 1999).
Entretanto, em estudo realizado por GARDINER e colaboradores (2002), o L.
rhamnosus LGG demonstrou permanecer no meio vaginal até 5 dias apés o
término do tratamento com capsulas intravaginais de dose 1x10% por 3 dias.
Além disso, esta cepa apresenta superficie hidrofobica, caracteristica que
promove a habilidade de auto-agregacdo (BARBES e BORIS, 1999).

A possibilidade de aplicagdo do L. rhamnosus LGG como probiotico
vaginal foi evidenciada em estudo da utilizacdo desta cepa no tratamento de
vaginites recorrentes. Apos a administracdo intravaginal de 6vulos de glicerol na
dose 10° UFC\6vulo, 2 vezes ao dia por 7 dias, todas as 28 mulheres avaliadas
relataram melhora subjetiva dos sintomas de candidiase, como diminuicdo do
eritema e do corrimento. Das 5 mulheres que apresentaram, no inicio do

tratamento, além dos sintomas, cultura positiva para Candida albicans, 4
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passaram a apresentar resultado de cultura negativo apdés a terapia (HILTON et
al., 1995). Por estas raz0es, 0 micro-organismo L. rhamnosus LGG tem sido

apontado como candidato ao uso como probiético vaginal.

2.8. Produtos Probioticos

A padronizacdo das preparacfes comerciais € importante para o
estabelecimento da dose, frequéncia e duracdo do tratamento, além de contribuir
para a qualidade e seguranca do produto (MARTEAU, 2003). A garantia de
gualidade do produto probidtico final inicia com a correta identificacdo do micro-
organismo (KOSIN e RAKSHIT, 2006), que envolve a caracterizacao polifasica
da cepa empregada, combinando identificacdo fenotipica, bioquimica e
genotipica (FARNWORTH, 2008). A eficacia e seguranca do produto probidtico
dependem, também, do controle do nimero de células viaveis e verificacdo das
propriedades, tanto na matéria-prima ativa (GILLILAND e LARA, 1988; SAXELIN
et al., 1999) quanto no produto terminado (DUNNE et al., 2001), com a garantia
das especificacbes até o momento do uso pelo consumidor (KNORR, 1998;
SAXELIN et al., 1999; FARNWORTH, 2008; OLIVEIRA et al., 2009). Para isto,
protocolos de testesin vitro devem ser adotados no Controle de Qualidade do
produto probidtico (TUOMOLA et al., 2001).

A avaliacdo da forma farmacéutica e estratégia de administracdo dos
probidticos no meio vaginal representam uma importante etapa do processo de
desenvolvimento do produto (VICARIOTTO et al.,, 2012).A via vaginal é
considerada a mais adequada para administracdo de um produto de atividade
probidtica local (REID,2000; REID e BURTON, 2002) por sua acédo localizada
(REID e BURTON, 2002; BORBA e FERREIRA, 2003; VALENTA, 2005;
ZARATE et al., 2005) e auséncia de efeito de primeira passagem, favorecendo
sua disponibilidade se comparada a administracdo via oral (REID e BURTON,
2002; TUKKER, 2002; VALENTA, 2005). A administragcdo pela via intravaginal ja
€ bem estabelecida como meio de liberacdo local de diversos farmacos, tais
como antibacterianos, antifungicos, antiprotozoarios, antivirais, antiinflamatérios
e cicatrizantes (PRISTA et al., 2003; VALENTA, 2005), principalmente no
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combate as infec¢cdes do trato geniturinario feminino, no restabelecimento do

estado normal da mucosa vaginal e na contracepcao (ALLEN Jr et al., 2007).

Os produtos probidticos disponiveis no mercado apresentam-se de
diversas formas, como poés, comprimidos, capsulas ou alimentos (BORA et al.,
2009). As principais formas farmacéuticas para administracado de probidticos na
via vaginal sdo os pos liofilizados em capsulas de gelatina duraou na forma de
comprimidos vaginais (SANTIAGO et al., 2009). Capsulas probitticas vaginais
sdo consideradas pelas pacientes, frente a cremes ou geéis vaginais, uma opc¢ao
de maior conforto e facilidade de uso (YA et al., 2010). Em comparagdo com
comprimidos, a vantagem das preparacfes na forma de cépsulas é que o seu
enchimento é um processo mecéanico de baixo impacto fisico no material
bacteriano, com menor prejuizo a viabilidade dos micro-organismos
(VIERNSTEIN et al., 2005).

Os probioticos sédo sensiveis a umidade, luz, temperatura e ao oxigénio
(DASH, 2005; VIERNSTEIN et al.,, 2005; PORUBCAN, 2006). Os micro-
organismos apresentam diferentes caracteristicas de estabilidade, que podem
ser atribuidas ao seu comportamento cepa-dependente e as diferentes
proporcdes de acidos graxos da fracdo lipidica presente na membrana celular
(TOMAS et al., 2004; ZARATE et al., 2005). A perda de viabilidade dos micro-
organismos esti também relacionada ao aumento do contetdo de &gua livre,
que é influenciado pela exposicdo a condigBes de alta umidade (BORA et al.,
2009). Este parametro pode ser avaliado através da Atividade de Agua, que
avalia a porcdo de agua ndo ligada e, portanto, disponivel para reacdes
guimicas. Valores de atividade de agua de 0,07, ou superiores, podem diminuir
drasticamente a viabilidade dos micro-organismos (VIERNSTEIN et al., 2005).

A sobrevivéncia do micro-organismo depende, também, das condicbes
ambientais de armazenamento (DASH, 2005) e da composi¢cdo do produto no
qual esta vinculado (MARTEAU e VESA, 1998). Por isto, a sele¢cdo dos
componentes da formulacdo representa uma etapa de grande importancia
(REIDet al., 1998).

36



Um dos critérios mais importantes na selecdo de adjuvantes de uma
formulac&o probidtica € a atividade de agua (CHAMPAGNE et al., 1996; PICOT
e LACROIX, 2004; VIERNSTEINet al., 2005;ROKKA e RANTAMAKI, 2010). E
sugerida, também, a mistura dos micro-organismos probidticos com excipientes
de caracteristicas adsorventes (PORUBCAN, 2006).

O didéxido de silicio coloidal € um excipiente capaz de adsorver grandes
guantidades de agua (ROWEget al., 2006, JALESet al., 2007, BORA et al., 2009),
mantendo-a, preferencialmente, na forma ligada (BORA et al., 2009). Por isso, é
capaz de aumentar significativamente o seu conteudo de umidade mantendo a
atividade de agua em niveis baixos (BORA et al., 2009). Atua também como
deslizante e promotor de fluxo, desintegrante de formas farmacéuticas soélidas e
como agente de viscosidade em sistemas aquosos de pH menor que 7,5. E
considerado um excipiente nao irritante, relacionado pelo FDA como um
ingrediente inativo em preparacbes vaginais (ROWEet al., 2006). Como
adsorvente em preparagfes destinadas ao trato vaginal a concentracdo maxima
preconizada deste excipiente € de 0,5% (GARG et al., 2001).

O acido ascorbico é um agente antioxidante (CASTRO et al.,, 1996;
ROWEet al., 2006; ZARATE e NADER-MACIAS, 2006) referido na literatura
especializada como um importante excipiente em formula¢des probidticas. Sua
atividade tem sido atribuida ao efeito preventivo sobre a oxidacdo dos lipideos
de membrana dos micro-organismos prébiéticos (CASTRO et al., 1996; ZARATE
e NADER-MACIAS, 2006). ZARATE e colaboradores (2005) observaram o efeito
protetor da inclusdo de &acido ascorbico a 0,5% na formulacdo de évulos variou
entre as diferentes cepas testadas, tendo favorecido a estabilidade nas cepas L.
acidophilus CRL 1259 e L. paracasei subsp. paracasei CRL 128. Na
concentracdo de 2,5%, o &cido ascoérbico, quando presente no meio de
liofilizag&o, isolado ou em combinagdo com 8% lactose, 6% de leite desnatado
ou ambos, favoreceu a estabilidade, e sua associagcdo com lactose favoreceu
ainda mais no caso de cepas mais instaveis, como a L. salivarius CRL 1328. Nao
somente a viabilidade, mas as propriedades também sé&o influenciadas pela
presenca de acido ascoérbico, como observado para L. acidophilus CRL 1259,

gue s6é manteve a producdo de &cido latico em quantidades suficientes para
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inibir E. coli quando acido ascoérbico e lactose estavam presentes no meio, e
para L. paracasei CRL 1289, cuja producdo de H,O, foi mantida até o final do

estudo somente nos meios que continham acido ascorbico.

A formulacdo de um probibtico deve cumprir os quesitos tecnologicos e
funcionais, liberando o micro-organismo da forma farmacéutica de modo
satisfatorio, em concentracdo suficiente e na sua forma ativa (ZARATE et al.,
2005), mantendo sua viabilidade e propriedades até o final do prazo de validade
(REID et al., 1998; BORA et al., 2009).

Considerando que o tempo de armazenamento pode interferir na
habilidade dos micro-organismos em colonizar a vagina, € muito importante que
0s excipientes selecionados, além de proteger a estabilidade, também estimulem
o crescimento dos lactobacilos de modo a manter suas propriedades (ZARATE e
NADER-MACIAS, 2006). MASTROMARINO e colaboradores (2002), a partir de
estudo de secagem de culturas de Lactobacillus, sugerem que a liofilizacdo pode
modificar a conformacéo da superficie bacteriana diminuindo sua adesividade,
mas que, apos cultivo, estas caracteristicas sdo recuperadas. Além disso, 0
estimulo do crescimento apos liberagdo no meio vaginal também é importante

para garantir a colonizagcéo e normalizacdo da microbiota (REID et al., 1998).

2.9. Prebibdticos

Os prebidticos sao substancias que estimulam, seletivamente, o
crescimento ou atividade de bactérias desejaveis, com potencial de promocéao da
saude do hospedeiro (KNORR, 1998; KOSIN e RAKSHIT, 2006). A interacdo
entre 0 micro-organismo probiotico e a substancia prebidtica, in vivo, pode ser
favorecida por uma prévia adaptacao entre eles antes do consumo ou utilizacao.
Desta forma, a inclusdo de uma matéria-prima prebidtica na formulacdo com o
Lactobacillus representa uma vantagem em relacdo ao uso do prebiotico em
separado (MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

A Maltodextrina, oligossacarideo com propriedades prebiéticas (YEO e

LIONG, 2010), séo atribuidas interagbes com componentes volateis produzidos
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pelo metabolismo dos Lactobacillus (CHAMPAGNE et al., 1996), associados a
perda de sua viabilidade (VINDEROLA et al., 2002). A inclusdo da maltodextrina
como fonte de Carbono ao meio de crescimento de bactérias coldnicas
demonstrou maior producdo de &cido latico em relagdo as outras fontes de
carbono dextrano e oligodextrano, sendo marcadamente maior em meio pH 5,5
do que em pH 6,2 e 7,1 (OLANO-MARTIN et al., 2000). Outro estudo, que
demonstrou, para a maltodextrina, um efeito prebidtico cepa-dependente, foi
realizado por YEO e LIONG (2010), no qual foi observado o favorecimento do
crescimento, particularmente, do L. casei ATCC 393 e Bifidobacterium FTDC
8943. Também foi observado significativo aumento (p<0,05) na concentracéo de
acido latico produzido pelas cepas Lactobacillus sp. FTDC 2113, Lactobacillus
acidophilus FTDC 8033, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus
casei ATCC 393, Bifidobacterium FTDC 8943 e Bifidobacterium longum FTDC
8643.
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O conteudo das paginas 41 a 84, que contemplam as metodologias utilizadas, os
resultados e conclusdes obtidos, foram suprimidas desta versao pelo seu carater

confidencial.
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