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RESUMO

Lactobacillus spp. sdo 0s micro-organismos predominantes na microbiota vaginal e se
configuram como uma possibilidade para correcao das disbioses vaginais. A utilizacdo
de probidticos vaginais tem motivado o desenvolvimento de produtos para esta finalidade,
que demandam a manutencdo da viabilidade das cepas utilizadas para favorecer a
efetividade terapéutica das formulagdes. Com o objetivo de avaliar a estabilidade e a
viabilidade de diferentes cepas de Lactobacillus spp., e quantificar o percentual de
recuperacdo dessas cepas foram testadas 24 diferentes formulagdes contendo cinco
espécies catalogadas de Lactobacillus spp. distribuidas em quatro diferentes formas
farmacéuticas de aplicacdo vaginal — cépsulas vaginais, pomada vaginal, 6vulos
gelatinosos e 6vulos cerosos. As cepas veiculadas foram: L. crispatus LCr86, L. johnsonii
LJ-G55-81, L. gasseri LGO8, L. reuteri LR-G100, L. rhamnosus LRa05 e uma
composicdo das cinco cepas anteriores, chamada Férmula L5. As formas farmacéuticas
avaliadas, com excecdo dos dvulos gelatinosos, permitiram a recuperacdo dos micro-
organismos em concentracdes que variaram de 107 a 10° UFC nos tempos da cinética
estudada. Essa concentracdo recuperada permite a efetivacéo do efeito bioldgico da forma
farmacéutica, o que viabiliza o0 uso e garante um prazo de validade de 60 dias destas
formulacdes. Dos excipientes estudados, a lactose apresentou melhor estabilidade
demonstrando acéo prebidtica para as cepas. Embora o desenho do estudo ndo tenha
permitido a observacdo de relagcdes de competicdo ou sinergia entre espécies veiculadas
na Formula L5, confirmou-se que ha diversos fatores interferentes em cada preparagdo
farmacéutica analisada, e que podem servir de subsidio para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas vaginais. Dentre as espécies estudadas L. reuteri e L. rhamnosus
permitiram melhores taxas de recuperacao de UFC. A pomada de L. johnsonii, as capsulas
de L. gasseri e nos Ovulos de L. crispatus, foram verificados os piores percentuais de
recuperacdo. As capsulas vaginais permitiram a melhor viabilidade para L. crispatus, L.
rhamnosus e para a Formula L5. Os 6vulos cerosos favoreceram L. johnsonii, L. gasseri
e L. reuteri. A pomada permitiu viabilidade, porém com resultados de viabilidade
inferiores as capsulas e ao dvulo ceroso. O presente estudo também corroborou a
necessidade de padronizacdo das cepas utilizadas em produtos farmacéuticos magistrais
de modo a garantir sua efetividade. Novos estudos sdo necessarios para avaliar a
viabilidade de outras cepas, a utilizacdo de outros adjuvantes técnicos, veiculos ou
diferentes instrucGes de conservacdo que favorecam a atividade de probi6ticos, entretanto
a formula farmacéutica de capsula vaginal demonstra ter efetividade e ser uma excelente
candidata a formulagdo para uso vaginal, garantindo sobrevida de Lactobacillus spp.
veiculados.

Palavras-Chaves: Lactobacillus spp., capsula vaginal, ovulo vaginal, probidticos,
férmula magistral



ABSTRACT

Lactobacillus spp. is the predominant microorganisms in the vaginal microbiota
and is configured as a possibility for the correction of vaginal dysbiosis. The use of
vaginal probiotics has motivated the development of products for this purpose,
which demand the maintenance of the viability of the strains used to favor the
therapeutic effectiveness of the formulations. In order to evaluate the stability and also
the viability of different strains of Lactobacillus spp., and to quantify the percentage of
recovery of these strains, 24 different formulations 24 containing five cataloged
species of Lactobacillus spp., they were distributed in 4 different pharmaceutical
forms for vaginal application: vaginal capsules, vaginal ointment,
gelatinous ovules, and  waxy ovules. The transmitted strains  were:
L. crispatus LCr86, L. johnsonii LJ-G55-81, L. gasseri LGOS, L. reuteri LR-G100,
L. rhamnosus LRa05, and a composition of the five previous strains, called Formula
L5. Except for gelatinous ovules, the pharmaceutical forms evaluated allowed the
recovery of microorganisms at concentrations ranging from 107 to 10° CFU at the
times of the kinetics studied. This recovered concentration enables the effectiveness
of the biological effect of the pharmaceutical form, which makes the use possible
and guarantees a validity period of 60 days for these formulations. Of
the excipients studied, lactose showed better stability, demonstrating prebiotic
action for the strains. Although the study design did not allow the observation of
competition or synergy relationships between species conveyed in Formula L5, it
was confirmed that there are several interfering factors in each pharmaceutical
preparation analyzed, and that may serve as a subsidy for the development of
vaginal dosage forms. Among the studied species, L. reuteri and L. rhamnosus allowed
better recovery rates of CFUs. The ointment of L. johnsonii, the capsules of L. gasseri
and in the vaginal suppositories of L. crispatus, were verified the worst percentages of
recovery. The vaginal capsules allowed the best viability for L. crispatus, L. rhamnosus
and for Formula L5. The waxy ovules favored L. johnsonii, L. gasseri and L. reuteri. The
ointment allowed viability, but with lower viability results than all other pharmaceutical
forms. The present study also corroborated the need to standardize the strains used
in compounding pharmaceutical products in order to guarantee their effectiveness.
New studies are needed to evaluate the viability of other strains, the use of other
technical adjuvants, vehicles, or different conservation instructions that favor the
activity of probiotics. Vaginal use, ensuring the survival of Lactobacillus spp. aired

Keywords: Lactobacillus spp., vaginal capsule, vaginal ovule, probiotics, magistral
formula
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1.INTRODUCAO
1.1.  Probidticos e suas func@es bioldgicas

A palavra probiotico é de origem grega e significa “para a vida”. O russo Eli
Metchnikoff em sua Teoria da Longevidade (1907), observou a correlacdo entre
juventude prolongada, velhice saudavel e o consumo de leite fermentado na dieta de
camponeses Balcds. A pesquisa Ihe rendeu o Prémio Nobel em 1908 (KUMAR et al.,
2022).

Segundo Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO/ OMS)
probidticos sdo "Micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a saide do hospedeiro” (HILL et al., 2014). Uma reviséo
de 2013 organizada pela International Scientific Association for Probiotics and
Prebiotics (ISAPP) esclareceu o termo, definindo quatro caracteristicas fundamentais
para o enquadramento de produtos farmacéuticos como probiotico: a cepa deve estar
isolada, devidamente caracterizada, viavel e demonstrar beneficios a saude (HILL et al.,
2014).

Um dos géneros mais estudados entre todos os probidticos € o género
Lactobaccillus. Descrito pela primeira vez em 1901, o género Lactobacillus integra
naturalmente micro-organismos presentes no corpo humano, agrupa mais de 260 espécies
particularmente no sistema digestorio e no canal vaginal. Sdo exemplos de espécies
bastante conhecidas: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
casei, Lactobacillus acidophillus. Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus gasseri, entre
outras. Considerando outros géneros de micro-organismos que apresentam acdo
probidtica, sdo também importantes: Bacillus coagulans, Enterococcus faecium e
Sacharomyces boulardi (PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015)

Nas Gltimas décadas, diversos estudos vém demonstrando a importancia da
presenca de probidticos em diferentes sistemas do corpo humano e seu papel na
manutencdo da saude em diferentes fases da vida (DEV et al., 2019; SARAF et al., 2021;
VERSTRAELEN et al., 2022).

Muitos produtos comerciais, incluindo produtos alimenticios de vérias categorias,
contendo probidticos surgem diariamente no mundo, podendo conter apenas uma cepa ou
a mistura de varias delas. Cada cepa possui caracteristicas especificas e promove

diferentes beneficios a saude, podendo a mistura delas originar beneficios diversos
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(PANDEY; NAIK; VAKIL, 2015; SALMINEN et al., 2021).

Diferentes funcbes biologicas dos probidticos estdo correlacionadas aos seus
beneficios, como o estimulo a microbiota natural do hospedeiro, modulagéo da imunidade
e capacidade de favorecer a saude intestinal (YADAV et al., 2022).

Algumas das areas de atuacdo beneficiadas pelos probioticos, reportados na
literatura, incluem: manejo de diarreia (AGAMENNONE et al., 2019; FOX et al., 2015;
WENUS et al., 2008), intolerancia a lactose (LIN; SAVAIANO; HARLANDER, 1991,
PAKDAMAN etal.,2016; ROSKAR etal., 2017; VITELLIO et al., 2019), alergias (DEL
GIUDICE et al., 2017; TANIUCHI et al., 2005; VAN DER AA et al., 2011), constipagéo
(IBARRA et al., 2018; TAN et al., 2020; YOON et al., 2018), infeccdes genitais e
urinarias (DONDERS et al., 2020; REID et al., 2001; SANTIAGO et al., 2009; STRUS
et al., 2012), infeccdo por Helicobacter pylori (TANG et al., 2021; VIAZIS et al., 2022)
e parametros relacionados a sindrome metabdlica (FEIZOLLAHZADEH et al., 2017;
RAZMPOOSH et al., 2019; YADAV et al., 2022). De tais aplicacdes, as que melhor
estdo documentadas sdo a capacidade intrinseca desses micro-organismos em modular a
imunidade e a saude intestinal (MIN et al., 2019; SHENOY; GOTTLIEB, 2019).

Uma vez que colonizam diferentes sistemas do hospedeiro, como trato digestorio,
genital e urinario, os probidticos também exercem importante funcdo de inibicdo do
crescimento de patdgenos, atividade que se da pela producdo de uma série de metabolitos
ativos conhecidos como pds-bidticos. Acidos graxos de cadeia curta, didxido de carbono,
peroxido de hidrogénio, bacteriocinas e &cidos orgéanicos sdo exemplos desses
metabdlitos ativos (ABD EL-GHANY; QUESNELL; SAKAI, 2022; AMMOR et al.,
2006; TERRAF et al., 2012; THARMARAJ; SHAH, 2009).

Além da producdo desses metabolitos com importante funcdo na inibicdo do
crescimento de patdgenos, outros mecanismos de acao, particularmente importantes para
o trato geniturinario (TGU), vém sendo descritos em diversas publicacdes, sdo eles:
producdo de biossurfactantes e enzimas (AMMOR et al., 2006; DE GREGORIO et al.,
2020a); adesdo as células epiteliais (DE GREGORIO et al., 2020a; TERRAF et al., 2014,
2017); composic¢do de muco ou matriz extracelular; auto agregacéo e coagregacdo com
consequente formagdo de biofilme na mucosa vaginal (DE GREGORIO et al., 2014b;
TERRAF et al., 2012, 2014, 2016); exclusdo competitiva tanto pela competicdo por
nutrientes (MOON; REINBOLD, 1976; PAN et al., 2020; SERVIN; COCONNIER,
2003) quanto pela adesdo (NADER-MACIAS; DE GREGORIO; SILVA, 2021; YADAV
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et al., 2022).

Segundo Spormann et al (2004), biofilmes sdo comunidades bacterianas
estabelecidas e diferenciadas envolvidas por uma matriz protetora e adesiva
(SPORMANN et al., 2004). As teorias mais atuais demonstram que os biofilmes
estruturados com dominancia de Lactobacillus spp. impedem a adesdo de outros micro-
organismos aos tecidos e consequente desenvolvimento de patogenicidade (NADER-
MACIAS; DE GREGORIO; SILVA, 2021).

A figura 1, resume 0s principais mecanismos de agdo propostos para 0s
probidticos no trato geniturinario.

Figura 1 — Metabolitos biologicamente ativos produzidos pelos probioticos

Mecanismos de Acao propostos
para Probiodticos no TGU
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Fonte: Adaptado de Nader-Macias; De Gregorio; Silva, 2021

1.2. Microbiota Vaginal Normal (Eubiose) e Disbiose

Os micro-organismos que comp@e a microbiota, especifica para diferentes regiGes
do corpo, convivem em mutualismo com o hospedeiro, de onde obtém nutrientes e um
ambiente propicio ao seu desenvolvimento enquanto o protegem de uma variedade de
patdgenos atuando como primeira linha de defesa contra micro-organismos invasores
(MARCHESI; RAVEL, 2015; RAVEL et al., 2011; SARAF et al., 2021;
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VERSTRAELEN et al., 2022)

Estima-se que a microbiota vaginal corresponda a aproximadamente 9% de toda
a microbiota humana (SIROTA; ZAREK; SEGARS, 2014) e desempenhe um papel
fundamental neste microambiente, com capacidade de regular suas caracteristicas
bioquimicas e imunoldgicas, reagindo de diferentes maneiras frente as modificagdes no
ambiente vaginal.

Entre as funcbes bioldgicas mais importantes da microbiota vaginal, ha que se
destacar a atuacdo como fator protetor contra as Infecgdes Sexualmente Transmissiveis
(ISTs) e neoplasias do trato genital, principalmente aquelas induzidas pelo HPV
(BROTMAN et al., 2014; DI PAOLA et al., 2017; MITRA et al., 2016) e a manutencéo
do equilibrio favoravel a funcédo reprodutiva (VERSTRAELEN et al., 2022).

Nas Ultimas duas décadas muitos estudos utilizando técnicas moleculares foram
realizados, no intuito de caracterizar a microbiota vaginal, o que demonstrou a
importancia de espécies anteriormente negligenciadas. As técnicas de sequenciamento
genético trouxeram velocidade, acuracia e descricdo compreensiva das comunidades
microbianas (NADER-MACIAS; DE GREGORIO; SILVA, 2021; VERSTRAELEN et
al., 2022).

Ravel et al. (2011) avaliaram um grupo de 396 mulheres norte americanas
assintomaticas representativas de quatro grupos eétnicos. O estudo formalizou a
classificacdo de cinco grupos de acordo com os clusters observados. Quatro grupos eram
dominados por Lactobacillus inners, L. crispatus, L. gasseri ou L. jensenii
respectivamente. Um grupo apresentava pequenas quantidades de Lactobacillus spp. e
alta proporcdo de organismos estritamente anaerdbicos. Além da proposicdo da
classificacdo (figura 2), ficaram também documentadas diferencas étnicas em relacéo a
composicdo da microbiota, bem como variagdes estatisticamente significativas de pH do
meio vaginal (RAVEL et al., 2011).
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Figura 2 - Classificacdo da microbiota vaginal

Community State Types
(CSTs)

CST CSTll CST Il CSTV CST IV-A
Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Redugdo de
crispatus gasseri inners Jjensenii Lactobacillus spp
+ Bactérias
Anaerdbias

Anaerococcus
Peptoniphilus
Provetella e

Streptococcus

Fonte: Adaptado de (BROTMAN et al., 2014; MITRA et al., 2016; PEREIRA et al., 2021; RAVEL et al.,
2011)

Na Fig. 2 é resumida a atual classificacdo vigente dos tipos de microbiotas
comuns. De acordo com a classificagdo da CSTs temos que CST I, 1, e V correspondem
a microbiota considerada saudavel. CST I1l, dominada por L. inners, configura um estado
indicativo de possivel dishiose em evolucéo. Isso se deve ao fato de que L. inners produz
pequena quantidade de acido latico, o que eleva o pH do meio, reduzindo o papel protetor
da microbiota local. Ambas as classificagbes de CST IV, muitas vezes presentes em
mulheres assintomaticas, configuram um estado disbio6tico favoravel a consequéncias
indesejaveis (BROTMAN et al., 2014; MITRA et al., 2016; RAVEL et al., 2011).

A Classificacdo CST s6 foi possivel a partir do avan¢o nas técnicas analiticas
moleculares, com as quais é possivel identificar e quantificar o nimero de micro-
organismos presentes na microbiota vaginal. Enquanto ndo € ainda uma técnica de facil
acesso diagnostico em todo mundo, outras técnicas diagndsticas continuam sendo usadas.
A coloracdo de Gram em esfregacos vaginais frescos € por exemplo a técnica mais
utilizada para avaliacdo de Vaginose Bacteriana (VB).

A interpretagdo da leitura do Gram foi substancialmente melhorada pela avaliagdo
dos resultados pelo sistema Nugent. A avaliacdo consiste em avaliar 3 morfotipos

bacterianos presentes na amostra: bacilos Gram positivos, pequenos cocobacilos Gram
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variaveis e bacilos curvos Gram negativos. De acordo com o nimero de cada morfotipo
encontrado, atribui-se uma pontuacdo. Escores maiores ou iguais a 7,0 configuram a VB
(NUGENT; KROHN; HILLIER, 1991).

Atualmente é reconhecido que, embora as espécies citadas componham a
microbiota vaginal das mulheres predominantemente caucasianas, diferencas étnicas sdo
notaveis podendo-se observar variagdes na composicdo qualitativa de Lactobacillus spp.
presentes na microbiota vaginal de mulheres de subpopulagdes regionais (PETROVA et
al., 2015; VERSTRAELEN et al., 2022).

Nas revisdes mais atuais, embora o modelo proposto continue valido, considera-
se que a microbiota vaginal é variavel durante as fases da vida da mulher e do proprio
periodo do ciclo menstrual em que ela se encontra. A menstruacdo se configura como o
maior fator perturbador da composicdo da microbiota vaginal, com reducdo das
quantidades de Lactobacillus spp. A microbiota dominada por Lactobacillus spp. é
considerada como estado desejavel, favorecendo a saude intima da mulher
(VERSTRAELEN et al., 2022).

Dentre as espécies de Lactobacillus spp. presentes na microbiota vaginal, o L.
inners comporta-se como um marcador de transi¢do, pois quando em predominio, por ter
menor capacidade de producdo de acido latico, promove um aumento do pH local, sendo
assim, menos eficiente em impedir o desenvolvimento de patdgenos. Uma populacéo
predominante em L. inners é facilmente encontrada no periodo menstrual ou nas
Vaginoses e/ou Vaginites Bacterianas (VB). Outros 25 a 30% das mulheres apresentam
uma MBYV dominada por bactérias acido laticas ndo descritas na literatura (PETROVA et
al., 2015; VERSTRAELEN et al., 2022).

Além das modificacGes observadas durante o ciclo menstrual, a microbiota
vaginal também muda com a idade. Na fase pré-puberal observa-se o dominio por micro-
organismos anaerobicos que evolui para um ambiente dominado por Lactobacillus spp.
na fase reprodutiva, e retorna a reducdo de variedade e niUmero ap6s a menopausa (AL-
MEMAR et al., 2020; BROWN et al., 2018; FREITAS et al., 2018; PETRICEVIC et al.,
2014).

Na gravidez, os estudos tém demonstrado que uma microbiota vaginal estavel,
com predominancia de Lactobacillus spp., parece favorecer o sucesso da gravidez, ao
passo que em casos de aborto observa-se instabilidade na microbiota vaginal, com
aumento da diversidade de espécies indesejaveis (AL-MEMAR et al., 2020; BROWN et
al., 2018; FREITAS et al., 2018; PETRICEVIC et al., 2014). Embora ainda ndo haja
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consenso, estudos recentes utilizando técnicas moleculares apontam no sentido de que a
utilizacdo de probidticos pode favorecer a microbiota vaginal de modo a contribuir com
a gestacdo por diferentes técnicas de implantacdo de embrides e contribuir com a
manutencdo de um ambiente favoravel ao desenvolvimento do feto em diferentes fases
(ABBASI et al., 2021).

Também foram documentadas diferencas significativas na microbiota de
diferentes compartimentos do sistema genital feminino, atualmente a hipétese da
esterilidade do utero foi modificada e sdo reconhecidas diferengas importantes na
microbiota de mulheres saudaveis em relacdo a microbiota de mulheres com
endometriose (CHANG et al., 2022; SARAF et al., 2021; WEI et al., 2020).

A microbiota vaginal com predominio de Lactobacillus spp. (tipos I, 1l e V,
segundo classificacdo de Ravel, 2011) é marcador de salde reprodutiva, haja visto que
Lactobacillus spp. exercem importantes fungdes bioldgicas, sendo as mais citadas na
literatura: producdo de é&cido latico, o que confere um pH acido ao meio vaginal,
competicdo com patdgenos por nutrientes e por locais de adesdo, producdo de
biossurfactantes que diminuem a adesdo de espécies de Candida spp. e outros patdgenos;
producdo de peroxido de hidrogénio, bacteriocinas e acidos graxos de cadeia curta
(NADER-MACIAS; DE GREGORIO; SILVA, 2021).

Embora a classificagio Community States Types (CST) ateste a existéncia de
mulheres assintomaticas com microbiota vaginal dominada por espécies anaerdbicas
(CST-1V), ainda se observa que a dominancia de Lactobacillus spp. na microbiota vaginal
confere protecdo a este microambiente e esta relacionada com salde vaginal. Por outro
lado a reducdo dessas bactérias lacteas e predominio de outras bactérias é fator de risco
para doencas infecciosas, neoplasias e complicacdes ligadas ao ciclo gravidico puerperal
e funcéo reprodutiva (HAN; LIU; CHEN, 2021; LEV-SAGIE et al., 2022; LEWIS;
BERNSTEIN; ARAL, 2017).

Esse estado de desequilibrio, no qual ha diminuicdo da microbiota protetora e
aumento de micro-organismos patogénicos, é definido como disbiose. Conguanto
considera-se disbidtica uma microbiota vaginal depletada de Lactobacillus spp., a
identificacdo precisa de dishiose vaginal é dificultada pela mudanga observada na
microbiota vaginal com a idade, com as diferencas étnicas e durante o ciclo reprodutivo
por influéncia hormonal (HAN; LIU; CHEN, 2021; LEV-SAGIE et al., 2022; MEl et al.,
2022; SARAF et al., 2021).

No contexto da compreensdo da microbiota vaginal, pode-se afirmar que as
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vaginites sdo manifestac@es clinicas de desequilibrio entre micro-organismos patogénicos
e Lactobacillos spp., ou seja, sdo a expressao clinica da disbiose vaginal. Dentre as
vaginites, a VB ¢é a mais frequente, com uma prevaléncia que varia entre 22 e 50% dos
casos, seguida pela candidiase vulvovaginal (CVV) estimada entre 17 e 39% dos casos
(Sobel, 2022).

Nos Estados Unidos foi bem documentada a diferenca de prevaléncia de VB em
diferentes grupos étnicos. Uma prevaléncia maior foi verificada em afro-americanos e
menor em brancos ndo hispanicos e asiaticos. Nos diferentes grupos foi observada maior
tendéncia a determinados micro-organismos que em outros (LEV-SAGIE et al., 2022;
SARAF et al., 2021).

A VB é a principal causa de corrimento vaginal com grande alteracdo da
microbiota vaginal. Afeta milhares de mulheres na fase reprodutiva e traz consigo graves
consequéncias como risco de gestacdo pre-termo, doenca pélvica inflamatoria,
endometrite, neoplasia intraepitelial cervical além de favorecer a aquisicao de diferentes
ISTs (LEV-SAGIE et al., 2022; SARAF et al., 2021).

Admite-se hoje, a transmissdo sexual nas VBs haja visto alguns aspectos
relacionados ao comportamento sexual que configuram fatores de risco, como
multiplicidade de parceiros sexuais e ndo uso de preservativo. Além desses, também sdo
elencados como fatores de risco para VB: duchas vaginais, tabagismo, dispositivos
intrauterinos, uso de sabonetes antissépticos e historico prolongado de infeccBes vaginais
(BRADSHAW et al., 2014; HOLZMAN et al., 2001; LEV-SAGIE et al., 2022; SOBEL,
2021).

Além da Gardnerella vaginalis, mais conhecido agente etiolégico da VB, a
ruptura do equilibrio da microbiota vaginal favorece o crescimento de outras espécies
anaerdbicas como: Mycoplasma homnis, Mobiluncus spp., Bacteroides spp., Prevotella
spp., Peptostreptococcus spp., Fusobacterium spp. and Porphyromonas spp. A reducdo
de Lactobacillus spp. prejudica os mecanismos de protecdo natural, elevando o pH acima
das condicdes fisiologicas como resultado da deficiéncia na producdo de &cido latico
(SARAF et al., 2021).

Também considerada como dishiose, a Candidiase Vulvovaginal (CVV) é a
infeccdo fungica mais prevalente e tem patogénese que envolve a resposta imune,
desencadeada a partir da ades@o da Candida spp. ao epitélio formando hifas que penetram
0 tecido levando a liberacdo de uma série de mediadores de resposta inflamatdria, entre
eles a Interleucina 6 (IL — 6) e Interleucina 8 (IL-8) (DE SETA et al., 2022; HAN; LIU;
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CHEN, 2021).

Outro fator importante a ser considerado na patogénese da CVV é a imunidade do
hospedeiro, o que explica o fato de que diferentes espécies de Candida spp. podem estar
presentes na microbiota vaginal de mulheres assintomaticas e saudaveis (CHEE; CHEW;
THAN, 2020; DE SETA et al., 2022).

Além da vaginite bacteriana onde h& predominio de micro-organismos anaerobios
e da CVV, outras causas de disbiose vaginal sdo hoje melhor compreendidas: a vaginite
citolitica e as vaginites inflamatdrias descamativas. Na vaginite citolitica, caracterizada
por ardéncia, irritacdo, dispaneuria, disuria e corrimento vaginal, observa-se como
componente chave o crescimento desordenado e exacerbado de Lactobacillus spp., a
ponto de ser também denominada como Lactobacilose. Também é possivel observar a
reducdo das espécies de Fusobacterium spp. e reducdo da diversidade de Lactobacillus
spp., com predominio exacerbado de Lactobacillus crispatus (CIBLEY; CIBLEY, 1991,
LEV-SAGIE et al., 2022; XU et al., 2019).

Tal alteracdo promove acidificacdo excessiva do meio ambiente vaginal com
dréstica reducdo de pH, o que favorece a citolise e causa o0s sintomas descritos. Embora
a etiologia desta manifestacdo ndo esteja totalmente elucidada, sugere-se que a
progesterona tenha um papel preponderante no seu desenvolvimento, pois notadamente
os sintomas sdo mais frequentes na fase lutea do ciclo, durante a gestacdo ou na
perimenopausa (VIEIRA-BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019).

Por outro lado, a Vaginite Inflamatéria Descamativa (VID) é uma condicao
inflamatoria que pode cursar com sintomas irritativos e corrimento e foi descrita pela
primeira vez em 1968 (GARDNER, 1968). Mais tarde foi descrita por Donders em 2002,
como uma forma grave de vaginite aer6bia, tendo origem a partir de um desequilibrio da
microbiota vaginal, com aumento de micro-organismos aerébios comensais do intestino,
como as Enterobacterias e Streptococcus agalactiae do grupo B, em detrimento da
diminuicdo do numero de Lactobacillus spp. (DONDERS et al., 2005, 2002). A reacédo
inflamatoria ocorre em varios graus e pode ser caracterizada pela quantidade de leucécitos
presentes no esfregaco vaginal e também pela presenca de leucécitos com granulos
toxicos (DONDERS; SOBEL, 2017).

1.3. Aplicabilidade ginecoldgica de probioticos

Conforme apresentado anteriormente, as evidéncias cientificas favorecem o
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entendimento de que o equilibrio da microbiota vaginal confere protecdo na medida em
que proporciona maior resisténcia as doengas infecciosas mais comuns ou ao
desenvolvimento de doencas inflamatoérias. Diversos estudos buscam elucidar os
mecanismos e agdo e fatores interferentes relativos as cepas de Lactobacillus spp. e sua
efetividade na prevencao e tratamento das vaginites.

A descricédo de casos clinicos de sucesso com transplante de microbiota vaginal
para pacientes com VBrecorrente intratdvel (LEV-SAGIE et al., 2019) favorece as
hipdtese de que o povoamento da vagina por Lactobacillus spp. é condigdo muito
desfavoravel a ocorréncia das vaginites. Apenas alguns anos ap6s a demonstracdo da
efetividade do transplante de microbiota fecal de individuos saudaveis para outros
pacientes em tratamento recorrente para Clostridium dificile (LEV-SAGIE et al., 2019;
VAN NOOD et al., 2013), o estudo demonstrou a capacidade de regularizacdo da
microbiota vaginal em quatro pacientes. Para o procedimento foram selecionadas
doadoras saudaveis sem relato de ocorréncia de VB nos altimos 5 anos. A coleta foi
realizada a fresco, a partir do sétimo dia do ciclo menstrual. O fluido coletado foi diluido
em 1 mL de solucdo salina e transferido em até 60 minutos para as pacientes (LEV-
SAGIE et al., 2019).

O aprimoramento do conhecimento a respeito da microbiota vaginal tem
permitido o desenvolvimento de novas estratégias ndo farmacologicas para tratamento
das infecgbes vaginais, onde se observa destaque especial para a utilizacdo de
Lactobacillus spp.

A busca por novas alternativas coadjuvantes de tratamento deve-se ao
reconhecimento de que os tratamentos classicos disponiveis para as infeccdes vaginais,
com uso de antibidticos e antifungicos, apresentam falhas terapéuticas, com
desenvolvimento de resisténcia microbiana, efeitos adversos e recorréncia nas infecgoes
fangicas ou bacterianas, ou mesmo mistas, mantendo assim o estado de disbiose
(SUPERTI; DE SETA, 2020; TOMAS et al., 2020).

Observa-se gque tanto a administracdo oral quanto a administracdo intravaginal de
Lactobacillus spp, em combinac¢do com antibioticos e/ou antifingicos tém sido avaliadas
para o tratamento ou a prevencao de infecgdes vaginais. Enquanto a aplicagédo vaginal se
configura como uma estratégia de balanceamento da microbiota local, a administracao
oral representa uma rota indireta para repovoamento e colonizacio (TOMAS et al., 2020).

Das possiveis vias de administragdo de probioticos, a via intravaginal vem

demonstrando ser a mais favoravel para aplicacdo de Lactobacillus spp. para correcdo da
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microbiota vaginal (LOPEZ-MORENO; AGUILERA, 2021; TOMUSIAK et al., 2015).

No entanto, alguns autores utilizam-se da via oral como objetivo de recompor a
microbiota vaginal, com base na observagdo de que os patdgenos migram do intestino
para o sistema urogenital e que cepas administradas por via oral puderam ser recuperadas
na vagina (STRUS et al., 2012).

Além disso, estudos demonstram que as bactérias podem exercer efeito
imunomodulador sistémico, o que também contribui com a melhora do quadro clinico
(DEV et al., 2019; SHIMIZU; OJIMA; OGURA, 2021).

Entre as espécies mais estudadas para o tratamento de VB pode-se citar L.
rhamosus, L. reuteri, L. brevis, L. salivarius, L. plantarum e L. acidophilllus.
(MASTROMARINO; VITALI; MOSCA, 2013). Doses entre 10 milhdes e bilhdes de
UFC de Lactobacillus spp. exdgenos pela via oral ou vaginal, vem demonstrando maior
efetividade, o que sugere que a quantidade de Lactobacillus spp. aplicados pode ter um
papel importante na eficacia das formulacbes (XIE et al., 2013).

Observando os estudos populacionais, nota-se que Lactobacillus crispatus
configura a espécie probidtica mais abundante dentre os grupos estudados (RAVEL et
al., 2011; SARAF et al., 2021) e sua aplicagdo intravaginal é estudada como alternativa
na prevencao ou tratamento coadjuvante das infec¢des vaginais.

Bohbot et al. (2018) conduziram um estudo multicéntrico na Franga utilizando
capsulas vaginais de L. crispatus (IP 174178) ap6s o tratamento oral por 7 dias com
metronidazol 500 mg 2 x ao dia, sendo realizadas uma ou duas intervengdes de 14 dias
de L. crispatus 10 Bilhdes de UFC intravaginal apos o ciclo menstrual e apos a verificacdo
da cura clinica avaliada pelo indice de Nugent. Foi verificado que o grupo tratamento
apresentou a metade de episédios de recorréncia que o grupo placebo e um tempo maior
para o surgimento da recorréncia ao longo de 16 meses (BOHBOT et al., 2018).

Rostok et al. (2019) demonstraram que cepas especificas de L. crispatus
administradas oralmente tiveram performances distintas sobre a microbiota vaginal de
mulheres consideradas saudaveis reduzindo o indice de Nugent e a contagem de
Gardnerella vaginalis (ROSTOK et al., 2019).

Outra espécie bastante estudada, Lactobacillus rhamnosus vém demonstrando
potencial aplicabilidade. Palma et al. (2018) demonstraram que a inclusdo de capsulas
vaginais contendo Lactobacillus rhamnosus BMX 54 (NORMOGIN 100 Milhdes de
UFC por comprimido) utilizados ap6s o tratamento medicamentoso com fluconazol ou

metronidazol em pacientes HPV positivas que simultaneamente apresentavam infeccéo
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bacteriana ou flngica ativas, aumentou a taxa de clearance do HPV apds 6 meses de
tratamento (PALMA et al., 2018).

No mesmo estudo foi avaliado o uso dos probidticos vaginais por 3 meses, que
obteve resposta inferior ao periodo longo (PALMA et al., 2018). A cepa mencionada foi
incluida em varios estudos clinicos que no total envolveram cerca de 3.000 pacientes e
vem demonstrando ndo apenas a capacidade de reduzir as recorréncias de VB ap0s
tratamento, como também promovem a restauracdo da eubiose no ambiente vaginal
dessas mulheres (BALDACCI; BALDACCI; BERTINI, 2020).

Em relacdo a atividade antifingica, quando testadas, cepas especificas de algumas
espécies de Lactobacillus spp. apresentaram atividade antifungica in vitro contra
diferentes espécies Candida spp., foram avaliadas: L. crispatus (B1 a BC8), L. gasseri
(BC9 a BC14) e L. vaginalis (BC 15 a BC17). Todas as cepas foram capazes de produzir
H.0- e lactato. Foi avaliada a atividade fungicida e fungistatica das cepas contra C.
albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. lusitaniae pelo método
de microdiluicdo em caldo. O melhor espectro de acao foi observado para L. crispatus
(BC1, BC4, BC5) e L. vaginalis BC15 contra C. albicans e C. lusitaniae. A maioria das
cepas demonstrou capacidade de reduzir a adesdo de C. albicans por diferentes
mecanismos (PAROLIN et al., 2015).

Revisdo sistematica publicada em 2017 incluiu 10 ensaios clinicos randomizados
e, embora tenha ressaltado a baixa qualidade das evidéncias, onde trabalhos adicionais
poderdo alterar a percepcéo dos resultados, verificou-se que o uso de probidticos como
terapia adjuvante pode aumentar a taxa de cura clinica e micoldgica de curto prazo e
diminuir a taxa de recaida em um més. O uso de probidticos parece ndo aumentar a
frequéncia de eventos adversos. Os autores ressaltaram a importancia de estudos mais
bem desenhados, utilizando metodologias padronizadas, com maior tamanho de
amostragem e por tempo maior (XIE et al., 2013).

Embora as evidéncias ainda ndo sejam ideais, atualmente ¢é aceito que o efeito
dos probidticos na candidiase oral e vulvovaginal depende das caracteristicas do
probidtico, inclusive da cepa usada, do modo de administracdo e da frequéncia de uso,
bem como de caracteristicas do préprio paciente (PAROLIN et al., 2015).

Também nas vaginoses bacterianas ha evidéncias favoraveis para a acdo de
Lactobacillus spp. (HOMAYOUNI et al., 2014; VIEIRA-BAPTISTA; BORNSTEIN,
2019). O uso de probioticos pode ser interessante para determinados grupos de pacientes

como idosos, pacientes com risco aumentado para candidiase e para complementar
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terapias antifungicas convencionais em pacientes com candidiase vaginal recorrente
(KOVACHEV; VATCHEVA-DOBREVSKA, 2015; PAROLIN et al., 2015; VIEIRA-
BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019).

A importancia do reestabelecimento da microbiota vaginal vem ganhando
destaque ao longo dos anos e estimulado a realizacdo de novas pesquisas que contribuam
com o reestabelecimento da saude vaginal nas mulheres acometidas por doencas

infecciosas ou ndo, favorecendo sua qualidade de vida.

1.4. Importancia Econdmica e Legislacéo

A partir do crescente nimero de estudos publicados sobre probioticos, e da ampla
divulgacdo para o publico leigo, produtos alimenticios enriquecidos com esses micro-
organismos tém alcancado interesse especial. Além de alimentos acrescidos de
probidticos, a suplementagdo também tem sido utilizada, tanto através de formas
farmacéuticas convencionais quanto por formas alternativas, como gomas e chocolates
(BARTKIENE et al., 2018; BRUNO et al., 2020; HOSSAIN et al., 2021; SAXELIN,
2008; SHI; ZHONG, 2015; VASUDHA; MISHRA, 2013).

Embora a via oral seja mais frequentemente utilizada para administragdo de
probidticos, outras vias de administracdo tém sido desenvolvidas, como supositérios para
aplicacdo retal ou cremes e logBes para aplicacdo topica (NADER-MACIAS; DE
GREGORIO; SILVA, 2021; SHENOY; GOTTLIEB, 2019).

Na mesma vertente, aplicagdes vaginais de probidticos tem estimulado o
desenvolvimento de apresentacOes especificas para esta regido, como dvulos, cremes e
filmes vaginais. A propria industria cosmética e de higiene tem trazido diferentes
produtos enriquecidos com probi6ticos, como absorventes, lo¢Bes higienizantes, 6leos
lubrificantes dentre outros (NADER-MACIAS; DE GREGORIO; SILVA, 2021;
SHENOY; GOTTLIEB, 2019).

Quanto ao uso de probidticos por via vaginal, varias cepas vém sendo utilizadas,
ha cerca de 48 anos surgiram o0s primeiros estudos nesse sentido (PUEBLA-
BARRAGAN; REID, 2019) e desde entdo, a administracdo de Lactobacillus spp. na
forma de 6vulos e supositorios vaginais vem sendo explorada (PUEBLA-BARRAGAN
etal., 2021).

O interesse pelos probiédticos, impulsionou a industria farmacéutica a estudar este
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mercado, com a perspectiva de alcance de um faturamento de U$ 57,4 bilhdes até 2020 e
uma taxa de crescimento anual de 7,7% entre 2016 e 2022 (KARIYAWASAM; LEE;
PAIK, 2021).

Segundo Aslam Shaikh, analista sénior de pesquisa do Markets and Markets, para
o Dairy Reporter em 06 de abril de 2018, desde 2016, houve um aumento de mais de 30%
nas vendas de bebidas probidticas refrigeradas e sucos, incluindo iogurte, sucos, leite de
améndoa, aguas flavorizadas, chés e até mesmo cafés. Além dos produtos alimenticios,
outras aplicabilidades também sdo de interesse econémico, estima-se, por exemplo, que
0 mercado de cosmeéticos contendo probioticos cres¢a a uma taxa aproximada de 12% nos
proximos dez anos na América do Norte (PUEBLA-BARRAGAN; REID, 2021).

No Brasil, o mercado de probidticos ainda é incipiente, a regulacdo da
comercializacdo desses produtos é feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), incluindo cosméticos. Segundo a legislacdo Brasileira, “Produtos
Cosméticos, de Higiene Pessoal e Perfumes, sdo preparacBes constituidas por
substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano,
pele, sistema capilar, unhas, labios, érgéos genitais externos, dentes e membranas
mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-
los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou protegé-los ou manté-los
em bom estado” (ANVISA; MS, 2008).

A classificacdo de um produto como cosmético permite o registro de produtos
para utilizagdo nos 6rgdos genitais externos, desde que se destinem a limpeza, correcéo
de odor ou protecdo. Outras aplicagbes genitais, com alegacdo de propriedade para
tratamento de doencas, classificam o produto como como medicamento, com outras
exigéncias de registro de maior complexidade que aquela estabelecida para regularizagdo
de cosméticos (ANVISA, 2017).

Em diferentes paises do mundo existe a aprovacdo legal da aplicacdo de
probidticos em produtos de uso vaginal, podendo estes serem amplamente
comercializados como tampdes intimos ou cremes veiculados de Lactobacillus spp. Entre
as opcdes disponiveis, produtos para reduzir o mau odor genital tém despertado interesse,
pois a condigdo afeta negativamente a qualidade de vida das mulheres. (PUEBLA-
BARRAGAN; REID, 2021).

A alegada razdo pela qual os probidticos podem atuar no controle do odor
corporal, se deve ao fato de que os metabdlitos gerados por estes micro-organismos

podem degradar ou neutralizar compostos malcheirosos. A regularizagdo desses produtos
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varia em diferentes paises, de acordo com a natureza do produto pode haver necessidade
de registro como medicamento over the conter (OTC) — produto livre de prescri¢ao e ndo
como cosmético (PUEBLA-BARRAGAN; REID, 2021).

No Brasil, ainda ndo existem produtos industrializados contendo probiéticos para
uso vaginal e a legislacdo vigente dificulta a entrada de novos produtos, tanto para uso
vaginal como para uso oral. Os produtos para uso oral podem ser enquadrados como
alimentos funcionais e necessitam de aprovagdo da ANVISA antes da comercializagdo
(ANVISA, 2018a). A Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) 241 de 18 de Julho de
2018, estabelece os requisitos gerais que sdo esclarecidos pelo Guia N° 21 da propria
ANVISA (ANVISA, 2018b). No ato do registro do alimento séo avaliados trés elementos
primordiais: comprovacao inequivoca da identidade da linhagem do micro-organismo, de
sua seguranca e de seu efeito benéfico (ANVISA, 2018b, 2019b).

Quanto as formulagbes para aplicacdo vaginal, apenas as farméacias de
manipulacdo tém atuado, disponibilizando para a prescricdo magistral apresenta¢ées com
cepas isoladas ou em associacdo de diferentes espécies. Como existe grande interesse
publico na utilizagdo de probidticos, uma quantidade substancial de pesquisas sobre o
tema tem sido publicada (CAMILLETTI et al., 2018, DONDERS et al., 2020;
MACHADO et al., 2013; POLOVA; ALEINYK; KAZAK, 2020). Nesse sentido, ¢é
necessario que a legislacdo acompanhe o desenvolvimento cientifico afim de assegurar

que sejam comercializados produtos eficazes e seguros

1.5. Consideragdes Farmacotécnicas

Com o avanco dos estudos da microbiota vaginal e a verificacdo do predominio
de Lactobacillus spp. como marcador de eubiose e com as perspectivas favoraveis a
aplicacdo de diferentes cepas no controle de vaginites, o desenvolvimento de formas
farmacéuticas adequadas ao uso ganha importéncia crucial (CHEE; CHEW; THAN,
2020; ROSTOK et al., 2019).

Notadamente observa-se que a terapéutica tradicionalmente empregada nas
diferentes infecgdes vaginais apresenta falhas, especialmente em casos recorrentes, o que
gera um elevado custo de tratamento, que além do aspecto econémico, impacta a
qualidade de vida das mulheres (CAMILLETTI et al., 2018; TOMAS et al., 2020).

O desenvolvimento de formas farmacéuticas com probidticos para aplicacdo

vaginal configura importante ferramenta para o tratamento e prevencdo de infeccGes
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vaginais. Em paises desenvolvidos se encontram disponiveis uma série de produtos para
esta finalidade. Das apresentacOes farmacéuticas mais comumente usadas estéo os ovulos,
pos, duchas e capsulas/comprimidos vaginais. Algumas delas, entretanto apresentam um
potencial irritante, com desconforto no uso e sensac¢ao de vazamento local, o que torna os
6vulos as formas farmacéuticas de maior adesdo entre as usuarias (CAMILLETTI et al.,
2018).

Apesar do avan¢o nos estudos e no entendimento das diversas funcdes bioldgicas
dos probidticos, a estabilidade dos micro-organismos em prepara¢des comerciais ainda
persiste como um desafio. Diferentes autores vém demonstrando a importancia da
caracterizacdo da cepa, pois variacGes fenotipicas da mesma espécie podem influenciar
tanto na acdo observada quanto na estabilidade do micro-organismo em diferentes
preparagbes comerciais. Observa-se cada dia mais especificidade na capacidade de
exercer determinada acéo e tem-se observado maior resisténcia das cepas autoctones aos
processos tecnoldgicos de producdo (HILL et al., 2014; NADER-MACIAS; DE
GREGORIO; SILVA, 2021; POLOVA; ALEINYK; KAZAK, 2020; SILVA et al., 2020).

A preparacdo de formas farmacéuticas contendo probiéticos enfrenta alguns
desafios tecnoldgicos como: processamento, temperatura, contetdo de oxigénio, pH e
temperatura externa. Cabe ressaltar que o desejavel para essas formulagdes € que tenham
capacidade de manter a viabilidade das UFC durante todo o periodo de validade das
formulagdes (VASUDHA; MISHRA, 2013; ZARATE; NADER-MACIAS, 2006).

Estudos tém demonstrado que a temperatura de armazenamento dos produtos e
proporcao de glicerol nas férmulas sdo potenciais causadores de reducdo da viabilidade
de Lactobacillus spp. Camilletti et al.(2018) demonstraram que o conteudo maximo de
glicerol entre 16 e 30% foi 0 mais adequado para preservar a viabilidade de Lactobacillus
spp. O estudo também demonstrou que o processo de fusdo utilizado na preparacéo dos
ovulos ndo afetou negativamente a viabilidade dos Lactobacillus spp., mantendo as
condicdes ideais do produto por 180 dias (CAMILLETTI et al., 2018).

Independente da aplicacdo dos probidticos, seja por via oral, vaginal, para
finalidade alimenticia ou de salde, os fatores envolvidos na sensibilidade desses micro-
organismos precisam ser considerados. Em relacdo as formas farmacéuticas de uso
vaginal, é necessario alcancar ndo sé a sobrevivéncia de Lactobacillus spp., mas também
a manutencdo inalterada de suas propriedades probidticas durante a preparacdo e o
armazenamento por todo o prazo de validade do produto (SILVA et al., 2020).

Polova et al. (2020) desenvolveram évulos de Lactobacillus casei IMB B-7280
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em base emulsionada ndo idnica composta por Novata® BPH, polioxietiloglicdis
(Polyoxyethylene glycols — PEGs) 1500 e/ou 4000, Polissorbato 80 (Polysorbate 80) e
agua e demonstraram estabilidade da preparacdo por 6 meses (POLOVA; ALEINYK;
KAZAK, 2020).

Estudo publicado em 2020 avaliou a influéncia de altas temperaturas em
diferentes cepas de probidticos. Foram selecionadas cepas com comprovada acdo
metabdlica, a saber: L. gasseri (CRL 1307), L. reuteri (CRL 1324), L salivarius (CRL
1328), L. paracasei (CRL 1512), L. rhamnosus (CRL 1511), L. mucosae (CRL 1508)
(POLOVA; ALEINYK; KAZAK, 2020).

Das cepas elencadas, as espécies autoctones apresentaram maior resisténcia a
temperatura durante o processo e durante o armazenamento. Como método de obtencéo,
0 Spray Dryer (secagem com ar quente com jato de ar uniforme direcionado por
ventiladores) favoreceu a resisténcia das cepas a temperatura. Também foi observado que
diferentes cepas da mesma espécie apresentaram comportamentos completamente
diferentes, o que demonstra a importancia do fendtipo de cada micro-organismo na
atividade bioldgica de cada cepa. Foram resistentes a temperatura as espécies L. reuteri
(CRL 1324), L. rhamnosus (CRL 1511), L. mucosae (CRL 1508) (POLOVA; ALEINYK;
KAZAK, 2020).

S&o inumeros os desafios de desenvolvimento de preparacdes vaginais contendo
probidticos. A escolha da cepa adequada, a comprovacao de efetividade através da via a
que se destina, sua habilidade de sobrevivéncia, a manutencdo de sua capacidade de
adesdo e de geracdo de metabdlitos ativos, sdo aspectos fundamentais para garantir a
elaboracdo de produtos capazes de atuar na vagina. O primeiro aspecto a ser considerado
é a viabilidade da cepa inserida no produto durante todo o prazo de validade, o que dara
subsidio para que as outras funcBes de Lactobacillus spp. sejam realizadas
(CAMILLETTI etal., 2018; POLOVA; ALEINYK; KAZAK, 2020; ZARATE; NADER-
MACIAS, 2006; ZARATE; TOMAS; NADER-MACIAS, 2005).

1.6. Formas Farmacéuticas de aplicacéo vaginal

Segundo a Farmacopeia Brasileira, “Forma farmacéutica € o estado final de
apresentacdo dos principios ativos farmacéuticos ap6s uma ou mais operagdes
farmacéuticas executadas com a adi¢do ou ndo de excipientes apropriados a fim de

facilitar a sua utilizacdo e obter o efeito terapéutico desejado, com caracteristicas
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apropriadas a uma determinada via de administracdo” (ANVISA, 2019a).

Podem ser classificadas em sdlidas, liquidas, semissolidas e gasosas e se destinam
a facilitar a administracdo de medicamentos e obter o maior efeito terapéutico desejado.
O tipo de forma farmacéutica depende da via de administracdo a ser usada e pode
favorecer a adesdo do paciente ao tratamento proposto. Também chamadas de
preparacOes, as formas farmacéuticas de interesse para a via vaginal sdo: forma
semissolida, solida ou liquida. Sdo exemplos de formas farmacéuticas de uso vaginal os
6vulos, os cremes, as solugbes ou suspensdes, filmes muco-adesivos e as capsulas
vaginais (ANVISA, 2019a).

Os cremes e pomadas sdo formas farmacéuticas extensivamente usadas para
aplicacdo vaginal. Podem ter diferentes caracteristicas quanto a solubilidade e apresentam
o0 inconveniente de sensacdo de escorrimento ao longo do dia. Devem ser aplicados
preferencialmente & noite para permitir o tempo de contato suficiente para a a¢do do
farmaco (ANVISA, 2019a).

Considerando a influéncia negativa da atividade de dgua (Aw) de preparacgdes
contendo probioticos na preservacao da viabilidade das cepas, a escolha de um veiculo
completamente anidro parece favorecer a estabilidade e intervir o minimo possivel no
meio (PUEBLA-BARRAGAN et al., 2021). Como tal o petrolato configura-se como um
candidato interessante e apresenta uma longa historia de aplicacdo na dermatologia,
datando do ano de 1800 com seguranca avaliada (DRAELOS, 2018; PUEBLA-
BARRAGAN et al., 2021).

Ovulos sdo formas farmacéuticas solidas, de dose Unica, contendo um ou mais
principios ativos dispersos ou dissolvidos em uma base adequada que tem varios
formatos, usualmente ovoide, e que possuem a capacidade de fundirem-se a temperatura
do corpo (ANVISA, 2019a).

Para preparacdo de ovulos, pode-se utilizar diferentes componentes que podem
ter caracteristicas lipo ou hidrossoltveis. Entre os ingredientes de caracteristicas oleosas
estdo: a Manteiga de Cacau, a Cera de Abelhas, a base Novata ou Suppocire® (Gatefossé,
Saint-Priest, Franca). Quanto aos évulos hidrossoliveis, podem ser constituidos por
diferentes tipos de polietilenoglicois ou mesmo pela tradicional base de gelatina
glicerinada. A escolha da base para o 6vulo deve levar em consideracdo o efeito
pretendido para o farmaco, se sistémico ou local, a compatibilidade dos ingredientes e o
conforto das pacientes (ANVISA, 2019a).

Hé& ainda duas formas farmacéuticas promissoras, sdo as capsulas vaginais e 0s
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filmes muco-adesivos. Os filmes muco-adesivos constituem laminas formadas por
espessantes formadores de filmes que possuem a capacidade de aderir @ mucosa vaginal,
favorecendo tanto a ac¢ao sistémica quanto a acao local (MACHADO et al., 2013).

As cépsulas vaginais sdo moldadas a partir de hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), uma gelatina de origem vegetal compativel com a administracdo vaginal.
Utiliza a lactose como excipiente pelo fato de este carboidrato ser compativel e favorecer
0 desenvolvimento das UFC (CHAROO, 2020; OSMALEK et al., 2021; SANTIAGO et
al., 2009). Apresentam vantagens em relacdo a administragcdo vaginal de ingredientes
ativos: uma aplicacdo extremamente simples para a usuéria, garante exatiddo de dosagem,
sem desconforto com longo tempo de retencéo na regido. Além disso ndo proporcionam
sensacdo de umidade aumentada apoOs a aplicacdo. Deve-se evitar 0 uso no caso de
ressecamento vaginal intenso, pois tais formas demandam umidade na regi&o para que se
dissolva completamente (MARAZZO, 2006).

Dentre os excipientes utilizados nas capsulas vaginais, a lactose configura grande
potencial. Este carboidrato simples derivado do leite, apresenta baixo custo e boas
caracteristicas de escoamento, liberacdo e biodisponibilidade de farmacos (CHAROO,
2020). Sua aplicabilidade em cé&psulas vaginais vem sendo estudado pela possibilidade
de favorecer a estabilidade de probioticos em formulacGes sélidas (PINGITORE et al.,
2015; SANTIAGO et al., 2009).

Pela sua caracteristica higroscépica, ao absorver agua a lactose atua como um
agente de plasticidade e cria estruturas cristalinas amorfas estveis (AFRASSIABIAN;
GUESSASMA,; SALEH, 2019). Lactose atua ainda como um excelente agente de
protecdo durante a desidratacdo de probioticos pelo método de spray dryer, uma vez que
0 seu grupo hidroxila interage com grupos fosfatos presentes nas superficies das
bicamadas lipidicas das células microbianas, substituindo as pontes de hidrogénio que se
romperam com a retirada da dgua do ambiente (VAESSEN et al., 2019).

A aplicacdo vaginal de probidticos pretende a acdo local, sem absorcao sistémica,
de tal modo que o veiculo utilizado devera apenas manter a viabilidade das cepas, a
possibilidade de aplicacdo confortdvel e um efeito emoliente na regido. Com tais
caracteristicas desejaveis, tanto as bases hidrofilicas quanto as lipofilicas tem potencial
favoravel a veiculacdo de probidticos (ZARATE; TOMAS; NADER-MACIAS, 2005).

A escolha da forma farmacéutica de determinada preparacéo, deve considerar o
conforto e a adesédo do paciente ao tratamento, a melhor capacidade de entrega e utilizacédo
dos ingredientes ativos, bem como a manutencéo de sua estabilidade e da seguranga para
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0 paciente. No caso da aplicacdo vaginal de probioticos, os desafios anteriormente
apresentados precisam ser adequadamente superados para o beneficio esperado
(CAMILLETTI et al., 2018; PUEBLA-BARRAGAN et al., 2021; ZARATE; TOMAS;
NADER-MACIAS, 2005).



36

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a viabilidade e estabilidade das formas farmacéuticas contendo cepas de

Lactobacillus spp., isoladas ou associados na mesma formulacéo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a estabilidade e a viabilidade de diferentes cepas de Lactobacillus spp.,
quando veiculadas em diferentes formas farmacéuticas: cépsula, pomada e Ovulos
vaginais de diferentes composicoes.

Quantificar o percentual de recuperacao das cepas de Lactobacillus spp., obtidas

a partir das diferentes formulas farmacéuticas, na cinética de tempo estudada.
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3. METODOLOGIA

3.1. Cepas de Lactobacillus spp. utilizadas nas formulagfes vaginais e condicdes

éticas

Foram selecionadas cinco cepas de Lactobacillus spp. para serem empregadas nas
formulagbes vaginais (Tabela 1). As cepas foram gentilmente cedidas pela
Farmacotécnica Instituto de Manipulagdes Farmacéuticas Ltda.

Como a pesquisa foi realizada in vitro empregando cepas comerciais e

certificadas, ndo necessita de aprovacao ética.

Tabela 1- Identificacio das cepas de Lactobacillus spp. utilizadas nas formulacgdes vaginais

Cepa Lote Fabricante
Lactobacillus crispatus LCr86 Wk20200908004 Active Pharmaceutica
Lactobacillus johnsonii LJ-G55-81 | 1K2004 OrganicCompounding
Lactobacillus gasseri LGO08 WK20201021001 Active Pharmaceutica
Lactobacillus reuteri LR-G100 | 1L2301 LemmaSolutions
Lactobacillus rhamnosus | LRa05 WK?20200321012 Active Pharmaceutica

As espécies foram escolhidas pelos seguintes critérios: L. crispatus, L. johnsonii
e L. gasseri foram selecionadas por serem espécies dominantes nas microbiotas vaginais
saudaveis segundo a classificacdo das CSTs. L. reuteri e L. rhamnosus sdo espécies
bastante estudadas em diferentes tipos de ensaios, incluindo ensaios clinicos.
(CAMILLETTI etal., 2018; DE GREGORIO et al., 2020b, 2014a; HUSAIN et al., 2020;
REID, 2001).

As formulagdes estudadas foram manipuladas de forma individualizada na
Farmacotécnica Inst. de Man. Farmacéuticas Ltda, farméacia de manipulacéo de Brasilia.
As técnicas de preparo seguiram as exigéncias legais e a técnica adequadas.

Lactobacillus spp. foram veiculados em trés formas farmacéuticas: capsula
vaginal, pomada vaginal e 6vulos. Na forma de 6vulos foram testados dois excipientes
diferentes, um de massa gelatinosa de caracteristica hidrofilica e outro 6vulo de massa
cerosa com caracteristica lipofilica.

Em todas as quatro apresentacdes foram veiculados cada um dos probioticos
separadamente na concentracdo de um bilhdo de UFC/unidade da forma farmacéutica, e
uma associac¢do de um bilhdo de UFC de cada cepa, chamada de Formula L5, que continha

5 Bilhdes de UFC/unidade (Tabela 2). As doses foram escolhidas levando em
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consideracdo uma possivel perda de viabilidade durante o armazenamento, bem como as

pesquisas atuais, que consideram a dose minima terapéutica reportada entre 10’ e 10°

UFC de micro-organismos viaveis por dose aplicada.

No total, foram testadas 24 diferentes combinagdes de Lactobacillus spp. e

formulacdes farmacéuticas (Tabela 2). Todas as combinacdes foram testadas em uma

cinética de tempo de 0 (zero), 30 e 60 dias, para avaliacao da estabilidade e da capacidade

de recuperacdo dos Lactobacillus spp. a partir da formulacdo, em duplicata técnica e

bioldgica.

Tabela 2 — Composi¢do em UFCs das cepas de Lactobacillus spp. veiculadas em cada forma

farmacéutica

Formulacbes Pomada vaginal Capsula vaginal Ovulo Gelatinoso Ovulo Ceroso Total

vaginais

Lactobacillus 1 Bilhdo UFC/g 1 Bilhdo UFC/caps. 1 Bilhdo UFC/ov. 1 Bilhdo UFC/6v. 4

crispatus

Lactobacillus 1 Bilhdo UFC/g 1 Bilhdo UFC/céps. 1 Bilhdo UFC/6v 1 Bilhdo UFC/bv 4

johnsonii

Lactobacillus 1 Bilhdo UFC/g 1 Bilhdo UFC/caps. 1 Bilhdo UFC/6v 1 Bilhdo UFC/6v. 4

gasseri

Lactobacillus 1 Bilhdo UFC/g 1 Bilhdo UFC/caps. 1 Bilhdo UFC/ov. 1 Bilh&o UFC/ov. 4

reuteri

Lactobacillus 1 Bilhdo UFC/g 1 Bilhdo UFC/céaps. 1 Bilhdo UFC/év. 1 Bilhdo UFC/év. 4

rhamnosus

Férmula L5 5 BilhGes UFC/g 5 Bilhdes UFC/cdps. 5 BilhGes UFC/6v. 5 BilhGes UFC/6v. 4

Total 6 6 6 6 24

* Caps: Capsula; Ov: Ovulo

3.2. Farmacotécnica

3.2.1. Formulacdes Vaginais estudadas

A tabela a seguir resume a composic¢édo de todas as formulag6es testadas com as
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concentracfes empregadas de cada excipiente.

Tabela 3 — Composicdo das Formas Farmacéuticas Vaginais

Cepas de Quantidade UFC

Lactobacillus  em cada forma Composi¢éo e Excipientes

spp. farmacéutica
Capsula Ovulo Ovulo Pomada
Vaginal Gelatinoso Ceroso vaginal

L.crispatus 1 Bilhdo de UFC lcapsula 1 6vulo g.s.p. 3g 1 dvulo g.s.p. Petrolatum
gelatinosa  (Gelatina p6 3g (Cera de q.s.p.1g

L.gasseri 1 Bilh&o de UFC Lactose 14,3%, Sorbato de  Abelhas Appis

L. johnsonii 1 Bilhdo de UFC g.s.p. Potassio  0,02%, melifera

L. reuteri 1 Bilhdo de UFC 500mg agua purificada Linnaeus5,0%

L. rhamnosus 1 Bilhdo de UFC 43%,  Glicerina e Manteiga de

Formula L5 5 Bilhdes de UFC vegetalqsp 100%)  Theobroma

cacao 95,0%)
g.s.p (quantidade suficiente para), Cera de Abelhas Appis melifera Linnaeus (BeesWax), Manteiga de
Theobroma cacao (Manteiga de cacau)

3.2.1.1. Capsulas vaginais: Composic¢éo e Processo de Manipulacao

Foram utilizadas capsulas gelatinosas duras elaboradas com gelatina vegetal, que
foram produzidas com um polissacarideo hidrossoltvel, obtido a partir da fécula ou goma
extraida da Manioht esculenta (mandioca), cujo nome popular é “tapioca”. O
polissacarideo é obtido através de um processo de fermentacdo natural, e as capsulas
possuem fabricacdo 100% organica. As capsulas apresentam como caracteristica, a rapida
desintegracdo quando em contato com ambientes aquosos, e possuem a vantagem de
poderem ser utilizadas para em diferentes vias de administragdo: oral, sublingual, vaginal
e topica.

Para o preparo das formulagdes vaginais em capsulas, cada um dos ingredientes
foi pesado em balanca de precisédo certificada. Apos a pesagem, foi realizada a tamisacao

dos pos antes da homogeneizagdo (Figura 3).
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Figura 3 — Pesagem e tamisacdo das cepas de Lactobacillus spp. liofilizadas

A-Pesagem, B- Tamisacéao

As formulas sdo homogeneizadas em seguida, e posteriormente encapsuladas
empregando uma Encapsuladora semiautomatica (Figura 4). A manipulacao da férmula
foi realizada de forma individualizada, considerando a aplicagéo de fatores de corregéo
de UFC de cada Lactobacillus spp. antes da pesagem.

Os calculos de pesagem dos Ingredientes Farmacéuticos Ativos (IFA) foi
realizado automaticamente pelo sistema informatizado Formula Certa, que leva em
consideracao o peso, a densidade dos pds e o volume aparente da capsula selecionada

para manipulacdo para sugerir o peso do excipiente a ser utilizado.
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Figura 4 — Processo de Encapsulacédo

A-Encapsuladora semi-automatica, B-Fechamento das capsulas

3.2.1.2. Pomada Vaginal: Composicdo e Processo de Manipulacao

O excipiente escolhido para a formulacdo da pomada vaginal para veiculagdo das
cepas Lactobacillus spp. foi o Petrolato (Petrolatum - CAS: 8009-03-8). Os probidticos
foram pesados e tamisados para evitar a formacao de grumos e otimizar a homogeneidade
das pomadas preparadas. A incorporacdo dos ativos foi realizada por espatulacdo em

superficie de vidro, até completa homogeneizag&o.

3.2.1.3. Ovulo Vaginal Ceroso: Composicio e Processo de Manipulagio

O excipiente do 6vulo vaginal ceroso foi elaborado utilizando Cera de Abelhas
Appis melifera Linnaeus e Manteiga de Theobroma cacao (manteiga de cacau). Este
excipiente foi escolhido para testar a estabilidade das diferentes cepas na auséncia de
agua. O inconveniente da preparacdo é a necessidade de manutencdo sob refrigeracéo
para evitar a fusdo da férmula provocada pelas altas temperaturas ambientais no Brasil.

Para a preparacdo das férmulas, Lactobacillus spp. foram pesados e tamisados

para garantir a uniformidade das particulas. Os componentes da massa do 6vulo foram
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pesados e transferidos para um recipiente de inox sanitario e levados a banho-maria para
a completa fusdo, sob temperatura controlada, ndo devendo exceder 60° C e misturados
até completa homogeneizacéo.

Apds completa fusdo do excipiente os probidticos foram adicionados e
homogeneizados. Ainda na forma liquida foram envasados em formas de polipropileno
descartaveis para 6vulos, sob pesagem individualizada.

As formas foram levadas a refrigeracdo e ap6s completa solidificacdo foram

seladas em seladora automatica.

3.2.1.4. Ovulo Vaginal Gelatinoso: Composicéo e Processo de Manipulagéo

O excipiente do dvulo vaginal gelatinoso foi elaborado utilizando é&cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) dissodico, Glicerina Vegetal, Gelatina em po,
Sorbato de Potéassio e Agua. Este excipiente foi escolhido para testar a estabilidade das
diferentes cepas na presenca de agua. Trata-se de uma formulacdo com aparéncia
agradavel, homogeénea, resistente a temperatura ambiente.

Para a preparacdo das formulas, Lactobacillus spp. foram pesados e tamisados
para garantir a uniformidade das particulas. Os componentes da massa do évulo foram
pesados e transferidos para um recipiente de inox sanitario e levados a banho-maria até
completa fusdo, sob temperatura controlada, ndo devendo exceder 60° C e misturados até
completa homogeneizacao.

Apds completa fusdo do excipiente os probidticos foram adicionados e
homogeneizados. Ainda na forma liquida foram envasados em formas descartaveis de
polipropileno para 6vulos, sob pesagem individualizada, e apds completa solidificacdo

foram seladas em seladora automatica.

3.2.1.4. Analises Farmacotécnicas nas Capsulas Vaginais

3.2.1.4.1. Analise de Peso Médio
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Apls a preparacdo das Céapsulas Vaginais, cada formulacdo foi submetida a
analise de peso médio através do processador estatistico Farma SP 5000 (Figura 5)
fabricada pela Gehaka (S&o Paulo - SP, Brasil).

Figura 5 — Processador Estatistico de Formulas Magistrais

O Formulério Nacional da Farmacopeia Brasileira (22 edi¢do) adaptou um método
para avaliacdo de peso médio em cdpsulas magistrais, uma vez que o ensaio farmacopeico
para determinacdo do peso médio de capsulas estabelecido pela Farmacopeia Brasileira
(62 edicao) é na pratica inviavel, pelo fato de ndo ser um método aplicavel a formulas
individualizadas (ANVISA, 2019a; BRASIL; MS; ANVISA, 2012).

O método descrito no Formulédrio Nacional (22 edigdo) consiste em pesar
individualmente 20 unidades de capsulas integras manipuladas e determinar o peso médio

em gramas, e quando a quantidade de capsulas manipuladas para atendimento da
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prescricdo for inferior a 20 unidades, deve-se pesar, individualmente, todas as unidades
manipuladas (BRASIL; MS; ANVISA, 2012).
Os limites de variacdo tolerados para o peso médio das cépsulas manipuladas

(PMédio) sdo apresentados no quadro a seguir (Quadro 1).

Quadro 1- Limites de variacdo de peso médio toleraveis para capsulas

manipuladas

Critérios de avaliacao para capsulas duras
PESO MEDIO LIMITES DE VARIACAO

Menos que 300 mg +10,0%

300 mg ou mais +7.5%

Fonte:(BRASIL; MS; ANVISA, 2012)

O Formulario Nacional também determina que além do peso médio das capsulas
manipuladas, do desvio padrdo e do desvio padrdo relativo, também seja verificada a
variacao do contetdo tedrico (BRASIL; MS; ANVISA, 2012).

A férmula serd considerada CONFORME se nenhuma das capsulas estiver fora
do intervalo de +10% (até 300mg) ou *7,5% (acima 300mg). E considerada NAO
CONFORME quando alguns dos parametros acima nao estiverem de acordo (BRASIL,;
MS; ANVISA, 2012). Para uma analise criteriosa, detalhamos as analises realizadas pelo
Processador Estatistico de Formulas Magistrais (Figura 6).
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Figura 6- Relatdrio da andlise realizada pelo Processador Estatistico de Formulas Magistrais

Mimero que indica todos os registros
da formulacdo.

Peso Médio Magistral
cmssssssssssssssssssssssssssssss

Processador Eatat. SP5000

Mimers Unico que indica qual o
Manipulador que executou a
formulacao que esta sendo analisada.

Varsdn Firmwars = Z2.10.000
Regquisicis : 13345678

Manipulador: 123

Este valor ¢ a soma do peso dos
Capsula Peso Confor f i
k L elementos atives mals o excipiente e

T e T peso médio da cdpsula

- :“: Cada cépsula serd comparada com o
104 a valor do Peso Médio & sard
2.140 g considerado Conforme se nenhum
1.998 g peso estiver fora do intervalo de
2.131 g +10% até 300mg & £7.5% acima
2 3 300mg. A capsula que estiver dentro
2. desta faixa serd impressoe o caracters

10 2.020 g "* na coluna "Conforme” do relatbnio,

====-=---- Eatatistica caz0 contrario, serd impresso o
: 100 g caractere **" indicando o ermo. Se

tndos os pesocs estiverem dentro da
faixa o lote serd considerado

Este valor & calculado com o uso da
estatistica, o DPR & o percentual do
Desvio Padrao sobre a Média.
Cluanto menor esse valor menor a
dizpersdo dos pesos e
consequentemente melhor a
qualidade do encapsulamento. O

E o percentual da capsula mais leve
& da capaula mais pesada tomando
como base o Peso Tedrico. O limite
maximo aceitdvel é respectivamente
Respongivel 17/07/2012 de 90 & 110% do Peso Tedrico.

Processador Estatistico Farma SP 5000 fabricado pela Gehaka (S&o Paulo - SP, Brasil).

3.2.1.4.2. Teste de Desintegracio de Ovulos e Capsulas vaginais

O procedimento para este teste foi adaptado da Farmacopeia Brasileira 62 Edicao,
que analisa o processo de desintegracdo das seguintes formas farmacéuticas: supositorios,
ovulos e comprimidos (ANVISA, 2019a). O objetivo deste teste € avaliar a capacidade
dessas formas farmacéuticas de amolecerem ou se desagregarem em meio liquido, no
espaco de tempo prescrito.

Foi considerada desintegracdo completa para efeito das formulacbes testadas

quando a capsula ou 6vulo apresentou: a) dissolucdo completa; b) separacdo completa de
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seus componentes, acumulando-se substancias graxas fundidas na superficie do liquido
ou depositando-se 0s pos insoluveis no fundo do recipiente e dissolvendo-se 0s
componentes sollveis da amostra, ou c) ruptura da capsula gelatinosa, permitindo
liberagcdo de seus componentes.

O teste foi adaptado da metodologia original por auséncia do equipamento de
dissolucao. Foi empregado um banho-maria com temperatura estabilizada em 37° C. Cada
forma farmacéutica foi adicionada a um Erlenmeyer contendo 100 mL de 4&guaa 37°C e
agitadas em banho-maria contabilizando-se o tempo de dissolugdo. Foram avaliadas 3
unidades de cada forma farmacéutica. O tempo de desintegracdo de nenhuma das formas

farmacéuticas testadas poderia ultrapassar 30 minutos (ANVISA, 2019a).
3.2.1.5. Andlises Farmacotécnicas na Pomada Vaginal

Foram realizadas avaliacbes organolépticas de cada formulacdo, observando
aspecto, uniformidade e auséncia de grumos. Os veiculos anidros ndo permitem a
realizacdo de testes de pH ou outro tipo de avaliacéo.

3.2.1.6. Analises farmacotécnicas realizadas Ovulo Vaginal Ceroso

As anélises realizadas foram as mesmas descritas no item 3.2.1.2.2. Teste de

Desintegracdo de Ovulos e Capsulas vaginais

3.2.1.7. Andlises farmacotécnicas realizadas Ovulo Vaginal Gelatinoso

As analises realizadas foram as mesmas descritas no item 3.2.1.2.2. Teste de

Desintegracdo de Ovulos e Capsulas vaginais
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3.3 Ensaios Microbioldgicos:

3.3.1. Meio de cultivo de Lactobacillus spp.

Lactobacillus spp. foram cultivados em meio de cultura Lactobacilli MRS broth
Acumedia® (Neogen do Brasil, S&o Paulo, Brasil). Este meio é assim conhecido por ter
sido inicialmente formulado por Man, Rogosa e Sharpe em 1960 (DE MAN; ROGOSA,;
SHARPE, 1960). O caldo do meio MRS utilizado é composto por: digestdo enzimatica
de tecido animal 1%, extrato de carne 1%, extrato de levedura 0,5%, dextrose 2%, acetato
de s6dio 0,5%, polissorbato 80 0,1%, fosfato de dissodio 0,2%, citrato de am6nio 0,2%,
sulfato de magnésio 0,01% e sulfato de manganés 0,005%. O pH do meio liquido foi
mensurado e ajustado para obtenc&o de um pH final de 6,5 ( 2) em pHmetro (GEHAKA®
PG2000, Sao Paulo, Brasil).

3.3.1.1. Ensaio de certificacdo de viabilidade das cepas de Lactobacillus spp.

Um cultivo preliminar in vitro foi realizado para avaliar a viabilidade dos
Lactobacillus spp. empregados nas formulagc6es. O meio foi suspenso em agua destilada
e distribuido em tubos de ensaio contendo 2 mL do caldo MRS Acumedia® (Neogen do
Brasil, Sdo Paulo, Brasil), que foram esterilizados a 121°C por 15 minutos em autoclave.
Nos tubos estéreis, foram adicionados 10ug de cada cepa de Lactobacillus spp.
liofilizados, o que corresponde a aproximadamente 500.000 UFC/mL, segundo as
recomendacOes de cada fabricante. Apds a inoculacdo de uma amostra por tubo, foi
realizado uma incubacéo a 37°C (x 2°C) por 12 horas em banho-maria. Para certificagéo
de crescimento microbiano, apos este periodo, 10 pL de cada cepa de Lactobacillus spp.
foram plaqueados em MRS agar, cultivados por 48h em estufa a 37 °C com 5 % de CO2

e 95 % de umidade, e em jarra de anaerobiose nas mesmas condicdes de incubagdo para
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L. crispatus e L. jhonsonii.

Figura 7- Fluxograma de Certificagdo de Viabilidade das Cepas

10ug de Lactobacillus spp.
liofilizados

2 mL do caldo MRS £500.000 UFC/mL

37°C (2 2°C) por 12
121°C horas em banho-
15’ maria

Agar MRS
48h a 37 °C com 5 % de CO2 e 95 % de umidade
Jarra de anaerobiose: L. crispatus e L. jhonsonii

3.3.1.2. Ensaio de viabilidade das cepas de Lactobacillus spp. recuperadas das
formulacdes vaginais

O meio foi suspenso em agua destilada e distribuido em tubos cénicos descartaveis
e estéreis contendo 30 mL do caldo MRS, e em seguida foram esterilizados a 121°C por
15 minutos em autoclave. A cada tubo esteéril foi adicionada uma unidade das formulagctes
farmacéuticas integras: 3g de pomada vaginal, um 6vulo gelatinoso e um dvulo ceroso,
ambos pesando aproximadamente 3g, uma unidade de capsula vaginal pesando
aproximadamente 500mg. A proporcao de 1g para cada 10mL de meio MRS foi adaptada
de Camiletti et al. (2018). A concentracéo de 1 Bilhdo de UFC (~10°) de cada cepa de
Lactobacillus spp. foi mantida para todas as formulacdes, com exce¢do da Férmula e da
pomada vaginal.

A Férmula L5 continha 1 Bilhdo de UFC de cada cepa de Lactobacillus spp., 0
que totaliza 5 Bilhdes de UFC em cada unidade. Neste caso, a quantidade de caldo MRS
(30mL) foi mantida. Para a pomada vaginal, como foram empregadas 3g para cada 30mL
de meio MRS, e cada 1g de pomada continha 1 bilhdo UFC/g, os calculos foram ajustados
para esta concentragdo. Essa quantidade de pomada vaginal foi usada por duas razdes: a
primeira para equivaléncia de peso com évulos vaginais, e a segunda para aproximar ao
uso fisiologico empregado no tratamento.

Apo6s adicionar cada forma farmacéutica vaginal nas quantidades acima

mencionadas, os tubos foram incubados a 37°C (x 2°C) por 12 horas em banho-maria,
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para simular o evento fisiologico geralmente prescrito para uso vaginal. Ao final desse
tempo, os tubos foram colocados a temperatura ambiente e foram realizadas duas
dilui¢Ges 1:100.

Como na incubago inicial foram colocados 1 x 10° UFC/mL em um volume de
30mL, a concentracdo final tedrica apds a incubacio foi aproximadamente 0,3 x 108
UFC/mL. Ap6s uma diluicdo de 1:100 em cloreto de sodio 0,9% a concentracédo reduziu
para 0,3 x 108 UFC/mL, e uma nova dilui¢io 1:100 reduziu essa concentracéo para 0,3 x
10* UFC/mL, totalizando uma diluicdo final de 1:10.000, que possibilita a contagem de
UFC.

Para plaquear e realizar a contagem de UFC, 10uL da segunda diluicdo foram
semeados com pérolas de vidro em placas de Petri de 90 mm, contendo Agar MRS
fabricado por Merck (Millipore®, Darmstadt, Alemanha). Apds a semeadura, as placas
foram incubadas em estufa a 37 °C com 5 % de CO2 e 95 % de umidade, e em jarra de
anaerobiose nas mesmas condi¢des de incubacao para L. crispatus e L. jhonsonii, por 48h.

Ap0s esse tempo de incubacao, as contagens de UFC foram realizadas.

Figura 8 - Ensaio de viabilidade das cepas de Lactobacillus spp. recuperadas das
formulagdes vaginais

3 g de pomada vaginal — 3 B1i UFC
1 6vulo gelatinoso (3g) — 1 Bi UFC
30 mL do caldo 1 évulo ceroso (3g) — 1 Bi UFC
1 cépsula (500 mg) — 1 B1 UFC
Formula L5 =5 B1

37°C (+ 2°C) por 12
horas em banho- Apar MRS
maria 48h a 37 °C com 5 % de CO2 e 95 % de umidade

Jarra de anaerobiose: L. crispatus e L. jhonsonii
CONTAGEM

1g para cada 10mL de meio MRS

3.3.1.3. Contagem de Unidades Formadoras de Colonias recuperadas das formulacoes
vaginais

Ap0s 48h de incubacdo, foram contadas as quantidades de coldnias individuais
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crescidas em todas as placas semeadas. Este valor representa o nimero de UFC na
diluicdo 1:10.000, da qual foi utilizada uma aliquota de 10uL, quando multiplicamos a
diluicdo por esse valor, obtemos um valor corrigido de 100, na dilui¢do. O passo seguinte
foi multiplicar o nimero de UFC da diluicio por esse valor, 100 ou 102, para obter o valor

real de UFC/mL na amostra original.

3.3.1.4 Estudo em paralelo: avaliacdo de L. crispatus:

Durante todo o experimento a cepa de L. crispatus foi a mais fastidiosa. Em todas
as formas farmacéuticas seu comportamento de recuperagdo foi bastante dificil, com
manejo mais sensivel. Foi necessaria a incubacdo em condicdes de anaerobiose para
possibilitar a recuperacdo de UFC/mL.

Considerando a importancia fisioldgica desta espécie na manutencdo da saude
vaginal, foi realizada uma investigacao paralela ao estudo principal. Foram preparadas 5
diferentes concentracdes do probidtico nas capsulas vaginais, a saber: um, dois, trés,
quatro e cinco bilhdes de UFC por capsula respectivamente. O intuito desta investigacao
foi avaliar uma possivel correcdo de dose de modo a proporcionar uma maior taxa de

recuperacdo de UFC/mL da espécie em questdo no tempo zero do experimento.

Figura 9 — Fluxograma de Ensaios Microbiol6gicos Realizados

e CONTAGEM "
VIABILIDADE INOCULACAO SEMEIO CALCULOS

UFC

L. crispatus
1, 2, 3, 4 e 5 Bi UFC Capsulas

3.4 Célculo de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) recuperadas por forma

farmacéutica a partir do percentual recuperado

Para verificacdo da quantidade de UFC recuperadas em cada forma farmacéutica
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estudada, foi aplicado o percentual de recuperacao na quantidade total veiculada em cada
uma delas.

Cada o6vulo contendo aproximadamente 3 g de peso continha 1 Bilhdo de UFC
de cada cepa e 5 Bilhdes de UFC da Férmula L5. Aplicando-se o percentual de
recuperacdo encontrado foi possivel definir quanto de micro-organismos viaveis foram
recuperados para cada cepa inserida em cada forma farmacéutica. Este célculo foi

fundamental para estabelecimento de um prazo de validade.

35. Analise dos dados

Os dados coletados foram introduzidos em planilhas de Microsoft Office Excel
(Microsoft) e foram calculados UFC e percentuais. As figuras foram construidas
empregando o software GraphPad Prism version 7.00 para Windows (La Jolla,
California, Estados Unidos), e representam o percentual médio de dois experimentos

independentes com duplicata bioldgica.
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4.RESULTADOS

4.1. Avaliacdo Farmacotécnica das formulacGes Vaginais

4.1.1. Cépsulas Vaginais

4.1.1.1. Peso médio das Capsulas Vaginais

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL; MS; ANVISA, 2012), o
limite de peso médio de capsulas manipuladas acima de 300mg pode variar até 7,5%.
Considerando que as capsulas manipuladas apresentaram peso médio em torno de 0,500g
ou 500mg, a variacao aceitavel representa aproximadamente 37,5 mg que poderiam ser
acrescidas ou reduzidas no peso final das capsulas. A variacdo observada entre as
capsulas de cepas diferentes provavelmente se deve a variabilidade de densidade dos pés
e cepas de Lactobacillus spp. liofilizadas.

Como se pode observar na Tabela 4, o peso médio das capsulas vaginais manteve-

se dentro dos parametros exigidos, em conformidade para a formulagdo manipulada.

Tabela 4 — Resumo dos resultados da avaliacdo de peso médio das capsulas vaginais em estudo

Peso Desvio Peso Percentual de  Peso  Resultado
Cépsulas Padrdo  Total Rendimento  Médio
Vaginais Méaximo  Minimo
L. crispatus 0,543¢g 0,508g 0,012 0,511g 103,3% 0,528g Conforme
L. johnsonii 0,528¢g 0,506g 0,007 0,528g 97,7% 0,516 Conforme
L. gasseri 0,529g 0,509g 0,006 0,519¢g 99,9% 0,518g Conforme
L. reuteri 0,535g 0,508g 0,009 0,517¢g 100,0% 0,517g Conforme
L. rhamnosus  0,529g 0,515 0,005 05164 101,4% 0,523g Conforme
Férmula L5 0,549¢ 0,495g 0,016 0,549¢g 96,8% 0,531g Conforme

4.1.1.2. Resultados do Teste de Desintegracdo de Capsulas Vaginais

O tempo médio de desintegracdo das capsulas vaginais foi inferior a cinco minutos

para todas as capsulas de Lactobacillus spp., incluindo a férmula. Durante o
procedimento foi possivel observar a existéncia de um sedimento esbranquicado
depositado no fundo de cada Erlenmeyer, que turvou levemente a solugcdo quando
homogeneizada, apds o tempo de desintegracdo. O involucro que forma a capsula também

se dissolveu por completo durante o periodo observado e contabilizado (Tabela 5).



Tabela 5 — Resumo dos Resultados do tempo médio de desintegracdo das capsulas vaginais a

37°C
Céapsulas Vaginais Tempo de Desintegracgéo a 37°C (Min)
Cépsulal Cépsula2 Capsula3 Tempo Médio (+ DP)

L. crispatus 4 5 4 43+£06

L. johnsonii 4 4 3 36+0,6

L. gasseri 4 3 5 40+£10

L. reuteri 4 5 5 4606

L. rhamnosus 3 3 4 3,3+0,6

Férmula L5 5 4 4 43+06
Média 4 4 4,2 41+06

4.1.2. Avaliacdo Organoléptica da Pomada Vaginal
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Considerando a importancia da distribuicdo uniforme dos Lactobacillus spp. em

todo o conteido da Pomada Vaginal, a avaliacdo das caracteristicas organolépticas

demonstrou que as formulas em estudo apresentaram uniformidade na distribuicdo visual,

sem granulos perceptiveis a olho nu e impalpaveis sob espatulacdo. Nao existem outras

analises passiveis de aplicacdo para este tipo de composicéo.

Tabela 6 — Resultados da avaliacdo das caracteristicas organolépticas das pomadas

vaginais
Pomada Caracteristicas Organolépticas Observadas
Vaginal

L. crispatus Forma farmacéutica semissolida, branco leitoso com caracteristica untuosa.
Aspecto homogéneo, sem granulos perceptiveis a olho nu e impalpavel sob
espatulacdo.

L. johnsonii Forma farmacéutica semissolida, branco leitoso com caracteristica untuosa.
Aspecto homogéneo, sem granulos perceptiveis a olho nu e impalpavel sob
espatulacdo.

L. gasseri Forma farmacéutica semissolida, branco leitoso com caracteristica untuosa.
Aspecto homogéneo, sem granulos perceptiveis a olho nu e impalpavel sob
espatulacdo.

L. reuteri Forma farmacéutica semissolida, branco leitoso com caracteristica untuosa.

Aspecto homogéneo, sem granulos perceptiveis a olho nu e impalpavel sob
espatulacdo.

L. rhamnosus

Forma farmacéutica semissolida, branco leitoso com caracteristica untuosa.
Aspecto homogéneo, sem granulos perceptiveis a olho nu e impalpavel sob
espatulacdo.

Férmula L5

Forma farmacéutica semissolida, branco leitoso com caracteristica untuosa.
Aspecto homogéneo, sem granulos perceptiveis a olho nu e impalpavel sob
espatulacdo.
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4.1.3. Andlise de Desintegracao dos Ovulos

4.1.3.1. Desintegragio Ovulos Cerosos

O tempo médio de desintegracdo dos 6vulos cerosos foi inferior a 12 minutos para
todos os Gvulos avaliados, incluindo a Formula L5. A desintegracio do Ovulo Ceroso
atendeu as especificagdes farmacopeicas, entretanto com maior tempo de dissolugdo do
que aquele observado nas capsulas vaginais. Durante o procedimento foi possivel
observar a fusdo completa da formula com a formacdo de um sobrenadante oleoso em
cada Erlenmeyer, que ndo se misturou a dgua contida no interior da vidraria ap6s completa

desintegracdo (Tabela 7).

Tabela 7 — Resultados do teste de desintegracdo dos 6vulos cerosos

Ovulo Ceroso Tempo de Desintegragdo (min)
Ovulol Ovulo2 Ovulo3 Tempo médio (+ DP)
L. crispatus 11 10 11 10,6 +0,6
L. johnsonii 11 12 12 11,6 +0,6
L. gasseri 10 9 10 96+0,6
L. reuteri 11 10 11 10,6 £ 0,6
L. rhamnosus 10 12 11 113+£10
Formula L5 11 12 10 11+1,0
Média 10,7 10,7 10,8 10,8 £0,7

4.1.3.2. Desintegracgéo de Ovulos Gelatinosos

A desintegragdo dos 6vulos gelatinosos comecgou a ser observada em seis minutos
e ndo ultrapassou 24 minutos em nenhum dos évulos avaliados, incluindo a Férmula. O
tempo médio atende ao preconizado no Formulario Nacional, garantindo a conformidade,
porém configura o maior tempo de dissolucéo dentre as trés formas farmacéuticas solidas
estudadas. Durante o procedimento foi possivel observar a fusdo completa do 6vulo com
a solubilizacdo quase completa dos componentes do excipiente. N&o foi observada
formacdo de sobrenadantes ou turvacdo do meio ap6s completa desintegracao (Tabela 8).
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Tabela 8 — Resultados do teste de desintegracdo dos dvulos gelatinosos

Ovulo Ceroso Tempo de Desintegracgdo (min)
Ovulol Ovulo2 Ovulo3 Tempo médio (+ DP)
L. crispatus 6 10 8 8+2,0
L. johnsonii 12 12 17 13,6 +2,9
L. gasseri 12 15 12 13+1,7
L. reuteri 24 23 24 23,3+0,6
L. rhamnosus 23 24 23 23,3£0,6
Férmula L5 24 24 22 233+12
Média 16,8 18,0 17,7 175+£15

4.2. Avaliacdo Microbiologica das formulacGes Vaginais

4.2.1. Cépsulas Vaginais

4.2.1.1. Recuperacdo de Lactobacillus spp. a partir de capsula vaginal

Durante a recuperacdo de UFC/mL das cepas veiculadas em cépsulas vaginais, na
cinética de tempo estudada, todas as cepas de Lactobacillus spp. foram recuperadas, tanto
nas capsulas contendo cepas individuais de Lactobacillus spp. como na Férmula L5.

Em uma analise geral das cepas de Lactobacillus spp., observa-se que a cepa de
L. rhamnosus apresenta maior capacidade de recuperacdo e estabilidade ao longo do
tempo, e pouco modifica sua capacidade de recuperacdo nesta formulagdo. Em
contrapartida, a cepa de L. johnsonii apresenta baixa recuperacdo de UFC/mL a partir da
capsula vaginal, reduzindo essa recuperacdo ao longo da cinética de tempo, nesta forma
farmacéutica (Tabela 9).

Tabela 9 — Contagem de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) por mL na formulacdo Capsula
Vaginal durante a cinética de tempo estudada
Cépsula vaginal (UFC/mL)

Cinéticade | L.crispatus L.johnsonii  L.gasseri L. reuteri L. rhamnosus Férmula
Tempo L5
(dias)
0 310x 102 55 x 10? 25x10° 419 x 10? 425 x 10° 183 x 102
30 159 x 102 99 x 10? 253 x 10> 338 x 10? 491 x 10° 351 x 102
60 498 x 10° 35 x 10? 480 x 10> 172 x 10° 454 x 10° 1108 x 10?

4.2.1.2. Percentual de Recuperacdo de Lactobacillus spp. da Capsula Vaginal

Na andlise de percentual de recuperacao, os resultados confirmam-se, a cepa de
L. johnsonii apresenta menor percentual de recuperacdo na cinética de tempo, sendo
inferior a 50% em toda a cinética de tempo estudada. Enquanto a cepa de L. rhamnosus
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apresentou percentual de recuperacdo superior a 100% em todos os tempos da cinética.
As demais cepas de Lactobacillus estudada, L. crispatus, L. reuteri e L. gasseri
(exceto no tempo zero da cinética), e a Férmula L5, todas apresentam percentual de

recuperacgdo igual ou superior a 50% em toda a cinética de tempo estudada

Figura 10 — Percentual de recuperacéo de Lactobacillus spp. a partir da formulagdo de Céapsula
vaginal
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4.2.2. Pomada Vaginal

4.2.2.1. Recuperacdo de Lactobacillus spp. a partir de Pomada vaginal

A recuperacdo de UFC/mL das cepas veiculadas em Pomada Vaginal, na cinética
de tempo estudada, demonstrou que, sob esta forma farmacéutica, todas as cepas de
Lactobacillus spp. foram recuperadas individualmente e na Formula L5. Destacam-se
com maior crescimento L. crispatus, L.reuteri, L. rhamnosus e a Formula L5, e com
menor crescimento as cepas de L. johnsonii e L. gasseri, em todos os tempos estudados
(Tabela 10).

Avaliando a recuperacédo de cada uma das cepas, podemos apontar que L. gasseri

foi a cepa com maior estabilidade de UFC/mL ao longo do tempo, embora com baixa taxa
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de recuperacdo. O veiculo selecionado pode apontar para a necessidade da determinacéo
de uma validade mais curta para todas as formulacdes, passivel de ser aplicada a
formulagdes extemporaneas para atender alguns pacientes com necessidades especiais,
como mulheres que apresentem ressecamento vaginal intenso, cujo veiculo hidréfobo
semissolido apresenta maior conforto na aplicacdo. Embora para a cepa de L. johnsonii,

0 petrolato parece ndo ser um veiculo adequado para a veiculagdo desta espécie.

Tabela 10— Contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por mL na formulagcdo Pomada
Vaginal durante a cinética de tempo estudada
Pomada vaginal (UFC/mL)

Cinéticade | L.crispatus L. johnsonii  L.gasseri L. reuteri L. rhamnosus Férmula
Tempo L5
(dias)
0 105 x 102 47 x 107 23x10° 144 x10? 129x 10? 233x 10?
30 91 x 10? 0 28x 10> 262 x 10? 148x 10? 151x 10?
60 77 x 10? 0 32 x 10? 45 x 10? 67x 102 29x 102

4.2.2.2. Percentual de Recuperacédo de Lactobacillus spp. da Pomada Vaginal

A partir das cepas recuperadas, pode-se verificar que as espécies de L. johnsonii
e L. gasseri apresentam menor percentual de recuperacdo em todos os tempos da cinética.
L. reuteri, L. rhamnosus e a Formula L5, apresentaram percentual de recuperagao maior,
mas todas as cepas apresentam percentual de recuperacdo inferior a 50%, exceto pelas
cepas de L. reuteri (30 dias) e Formula L5 (tempo zero), que apresentam pontualmente

percentual de recuperacdo proximo a 80%.
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Figura 11 — Percentual de recuperacdo de Lactobacillus spp. a partir da formulacdo de Pomada
vaginal
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4.2.3. Ovulo Ceroso

4.2.3.1. Recuperacdo de Lactobacillus spp. a partir de Ovulo Ceroso

Pode-se observar que o 6vulo ceroso proporcionou a recuperacdo de UFC/mL de
todas as espeécies veiculadas, incluido a Formula L5, em todos os tempos estudados.
Apenas L. crispatus nao foi recuperado apds 60 dias de sua preparacéo. Esta cepa também
apresentou declinio na contagem de UFC/mL a partir de 30 dias de sua preparacao.

A Formula L5 proporcionou maior recuperagdo no tempo zero, com declinio
posterior. As cepas L. johsonii, L. gasseri, L. reuteri, L. rhamnosus apresentaram maior
recuperacdo apés 30 dias da data da manipulacédo. L. gasseri e L. reuteri continuaram a
crescer ao longo do tempo, com maior recuperacdo aos 60 dias de manipulagdo. L.
johnsonii e, mais notadamente, L. rhamnosus, reduzem a quantidade de UFC/mL
recuperada aos 60 dias (Tabela 11).

O comportamento dessa forma farmacéutica mostrou-se muito variavel entre as
diferentes cepas, nos trés tempos, sem apresentar alguma linearidade ou
proporcionalidade, mesmo as cepas com maior estabilidade em outras formas
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farmacéuticas.

Tabela 11 — Contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) por mL na formulagio Ovulo

Ceroso durante a cinética de tempo estudada
Ovulo Ceroso (UFC/mL)

Cinéticade | L. crispatus  L.johnsonii L.gasseri L. reuteri L. rhamnosus Férmula
Tempo L5
0 98 x 107 82 x 107 62 x 10> 177 x 10? 127 x 10? 475 x 10?
30 15 x 10? 170 x 10° 159 x 10> 237 x 10? 523 x 10° 114 x 10°
60 0 152 x 10° 338 x 10> 254 x 10? 158 x 10? 33 x 10?

4.2.3.2. Percentual de Recuperagio de Lactobacillus spp. do Ovulo Ceroso

No tempo zero, apenas a Formula L5 apresentou percentual de recuperacgao acima
de 100%, ocorrendo redugdo deste percentual de forma linear nos outros tempos
avaliados. L. crispatus teve baixo percentual de recuperacdo a partir de 30 dias e ndo foi
recuperado ao final do tempo do estudo.

Em 30 dias L. johnsonii, L.gasseri, L. reuteri, L. rhamnosus e a Férmula L5,
apresentaram um percentual de recuperacao de Lactobacillus spp. variando de 35 a 150%.

L.gasseri e L. reuteri atingiram percentuais superiores a 100% em 60 dias,
mostrando que ambas as cepas foram aumentando seu percentual de recuperacdo na
amostra ao longo do tempo. O contrario ocorreu com a Formula L5, onde houve declinio

de recuperacdo das cepas ao longo da cinética de tempo.
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Figura 12 — Percentual de recuperacdo de Lactobacillus spp. a partir da formulacdo de Ovulo
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4.2.3. Ovulo Gelatinoso

4.2.3.1. Recuperacéo de Lactobacillus spp. a partir de Ovulo Gelatinoso

Os dados apresentados na Tabela 12 demonstram claramente que a forma Ovulo

Gelatinoso foi completamente inadequada para a recuperacdo das cepas veiculadas, ndo

havendo recuperacdo de nenhuma das espécies em nenhuma proporcao.

Tabela 12 — Contagem de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) por mL na formulagio Ovulo
gelatinoso durante a cinética de tempo estudada

Ovulo Gelatinoso (UFC/mL)

Cinéticade | L.crispatus L. johnsonii  L.gasseri L. reiteri L. rhamnosus Férmula
Tempo L5

0 0 0 0 0 0 0

30 0 0 0 0 0 0

60 0 0 0 0 0 0
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4.2.3.2. Percentual de Recuperacio de Lactobacillus spp. do Ovulo Gelatinoso

Considerando que nenhuma das cepas de Lactobacillus spp. foi recuperada a partir

do Ovulo Gelatinoso, o percentual de recuperacéo foi zero em todos os tempos.

Figura 13 — Percentual de recuperacdo de Lactobacillus spp. a partir da formulagio de Ovulo
Gelatinoso
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4.3. Percentual de recuperacéo de Lactobacillus spp. por cepa em todas as formas

farmacéuticas avaliadas

Para que os resultados possam ser analisados por um prisma diferente, o
percentual de recuperacdo dos Lactobacillus spp. foi aqui separado por cepa, e Seu
comportamento em todas as formas farmacéuticas estudadas pode ser mais

criteriosamente avaliada.

4.3.1. Percentual de recuperacédo de L. crispatus em todas as formas farmacéuticas

As capsulas vaginais apresentaram percentual de recuperacdo superior a 50% em

todos os tempos avaliados na pesquisa. Nas formas farmacéuticas pomada vaginal e évulo
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ceroso foi observada recuperacdo inferior a 50% em todos os tempos da cinética estudada.

E o 6vulo gelatinoso ndo permitiu a recuperacéo de L. crispatus (Figura 11).

Figura 14 — Percentual de recuperacdo de L. crispatus em todas as formas farmacéuticas

0 30 60dias

400 1

300

200 ==
160 T

% Recuperacdo L. crispatus

4.3.2. Percentual de recuperacéo de L. johnsonii em todas as formas farmacéuticas

A cepa de L. johnsonii utilizada no estudo apresentou baixa recuperacao, inferior
a 50% em todos os tempos da cinética avaliada e em todas as formas farmacéuticas
estudadas. Isso pode demonstrar que talvez a cepa selecionada ndo apresente bom

potencial de crescimento e recuperacdo, embora mais estudos sejam necessarios para
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responder esta hipotese, empregando talvez cepas diferentes de L. johnsonii (Figura 12)

Figura 15- Percentual de recuperacdo de L. johnsonii em todas as formas farmacéuticas
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4.3.3. Percentual de recuperacéo de L. gasseri em todas as formas farmacéuticas

A cepa de L. gasseri apresentou bom percentual de recuperacdo nas capsulas
vaginais e 6vulo ceroso, sendo superior a 50% no tempo de 30 dias e maior que 100%
com 60 dias. O comportamento da cepa se reproduz em formas farmacéuticas distintas,
demonstrando que essa parece ser uma caracteristica individual da cepa de L. gasseri
estudada.

Importante também observar que para a forma farmacéutica pomada vaginal, essa

cepa e de forma mais comedida esta espécie de Lactobacillus spp., ndo apresenta boa
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recuperacdo empregando esse veiculo de pomada vaginal.

Figura 16 — Percentual de recuperacdo de L. gasseri em todas as formas farmacéuticas
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4.3.4. Percentual de recuperacgéo de L. reuteri em todas as formas farmacéuticas

Comportamento semelhante apresentou a cepa de L. reuteri, com percentual de
recuperacdo nas capsulas vaginais e 6vulo ceroso igual ou superior a 50% no tempo de
30 dias e maior que 100% com 60 dias. O comportamento da cepa se reproduz em formas
farmacéuticas distintas, demonstrando que essa parece ser uma caracteristica individual
da cepa de L. reuteri estudada.

Importante também observar que para a forma farmacéutica pomada vaginal, essa
cepa e de forma mais comedida esta espécie de Lactobacillus spp., ndo apresentando bom

percentual de recuperacdo (10%) empregando esse veiculo de pomada vaginal.
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Figura 17- Percentual de recuperacdo de L. reuteri em todas as formas farmacéuticas
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4.3.5. Percentual de recuperacéo de L. rhamnosus em todas as formas farmacéuticas

Esta cepa de L. rhamnosus apresentou excelente desempenho de recuperacao na
forma farmacéutica capsula vaginal, cujo percentual foi superior a 100% em todos 0s
tempos da cinética estudada, o que parece demonstrar estabilidade da cepa nessa forma
farmacéutica.

Nas formas farmacéuticas de pomada vaginal e 6vulo ceroso (exceto no tempo de
30 dias), o percentual de recuperacéo foi inferior a 50%.
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Figura 18- Percentual de recuperacdo de L. rhamnosus em todas as formas farmacéuticas
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4.3.6. Percentual de recuperacdo da Formula L5 em todas as formas farmacéuticas

Quando avaliamos a Formula L5, que contém todas as espécies de Lactobacillus
spp. estudadas, observamos comportamentos diferentes para as formulacGes
farmacéuticas estudadas.

Para as capsulas vaginais o percentual de recuperacdo no tempo zero da cinética
foi superior a 50%, com 30 dias foi superior a 100%, e com 60 dias foi superior a 300%.

Comportamento distinto foi observado para a pomada vaginal e 6vulo ceroso, que
no tempo zero apresentaram percentual de recuperacgéo de 70 e 150%, respectivamente, e
no final da cinética de tempo apresentaram percentual de recuperacdo de apenas 10%. E

na forma farmacéutica 6vulo gelatinoso ndo houve recuperagéo da cepa.
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Figura 19 — Percentual de recuperacdo da Férmula L5 em todas as formas farmacéuticas
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4.4. Avaliacao do Crescimento de L. crispatus

A tabela 13 resume as quantidades de UFC recuperadas a partir das capsulas
vaginais preparadas com diferentes concentragdes de L. crispatus.

Como resultado foi obtido um crescimento semelhante para as concentracdes de
1, 2 e 3 bilhdes de UFC por capsula. Inesperadamente, as concentracdes maiores, com 4
e 5 bilhGes de UFC apresentaram menor recuperacdo de UFC/mL do que as concentragdes
inferiores.
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Tabela 13 - Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por mL de Lactobacillus
crispatus no tempo 0 a partir da forma farmacéutica cépsula vaginal em diferentes concentracdes
veiculadas.

Cépsulas Vaginais (UFC/mL)
Cinéticade | L. crispatus L. crispatus L.crispatus L. crispatus L. crispatus
Tempo

1 Bi UFC 2 Bi UFC 3 Bi UFC 4 Bi UFC 5 Bi UFC
0 309x 102 296x 102 349x 102 167x 102 135x 10?

4.5. Verificagéo de Validade Potencial das Formas Farmacéuticas Estudadas

Com base nos resultados encontrados, pode-se verificar qual a validade mais
indicada para cada uma das formulagdes estudadas, apos analise em tempo real. O quadro
2 demonstra a validade que cada cepa na forma farmacéutica estudada poderia apresentar,
considerando a concentracdo inicial de manipulacdo (1 bilhdo de UFC) e a cinética de
tempo avaliada.

Embora todas as capsulas vaginais, a pomada vaginal e o 6vulo ceroso tenham
permitido a recuperacdo de todas as cepas, nem todas as formas farmacéuticas tiveram
estabilidade suficiente para manter a concentracdo disponivel de 1 Bilhdo de UFC ao
longo do tempo.

No Quadro 2 pode-se observar que apenas uma das 18 formula¢Ges manteve a
concentracdo declarada até 60 dias e em todos os tempos da cinética: Capsulas Vaginais
de L. rhamnosus. As capsulas vaginais de L, reuteri mantiveram a dose inicial por 30 dias
e as capsulas vaginais com L. crispatus, L. gasseri e a Formula L5 tiveram aumento do
namero de cepas recuperadas com o passar do tempo. Nenhuma das outras formulagdes
foi capaz de manter a concentracdo minima inicialmente veiculada (1 Bilhdo de UFC para
as espécies isoladas e 5 Bilhdes de UFC para a férmula L5), quando foi considerado o
tempo zero, embora algumas cepas apresentaram resultados superiores nos demais
tempos da cinética do estudo. Os dvulos gelatinosos foram excluidos do Quadro 1 por
nédo terem apresentado viabilidade.

Tal cuidado se deve ao fato de que as exigéncias legais atuais definem que a

concentracdo declarada deve ser minimamente passivel de deteccdo em qualquer tempo
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dentro do prazo de validade declarado.

Quadro 2 — Avaliacdo de Validade das Férmulas com a declaracdo de 1 Bilhdo de UFC por dose

Forma Probidtico UFC declarada Validade em tempo
Farmacéutica real

Cépsulas Vaginais L. crispatus 1 Bi UFC Inviavel

L. johnsonii 1 Bi UFC Inviavel

L. gasseri 1 Bi UFC Inviavel

L. reuteri 1 Bi UFC 30 dias

L. rhamnosus 1 Bi UFC 60 dias

Férmula L5 1 Bi UFC Inviavel
Pomada Vaginal L. crispatus 1 Bi UFC Invidvel

L. johnsonii 1 Bi UFC Inviavel

L. gasseri 1 Bi UFC Inviavel

L. reuteri 1 Bi UFC Invidvel

L. rhamnosus 1 Bi UFC Inviavel

Férmula 1 Bi UFC Inviavel
Ovulo Ceroso L. crispatus 1 Bi UFC Invidvel

L. johnsonii 1 Bi UFC Inviavel

L. gasseri 1 Bi UFC Inviavel

L. reuteri 1 Bi UFC Inviavel

L. rhamnosus 1 Bi UFC Inviavel

Férmula 1 Bi UFC Inviavel

Entretanto, poderia ser declarada uma concentragdo menor para todas as formas

farmacéuticas. Na tabela abaixo, resumimos a maior concentracdo passivel de declaracdo
no tempo em que cada micro-organismo demonstrou viabilidade.

Consideramos viével de alegagdo apenas aqueles que se mantiveram dentro da
faixa de UFC entre 107 e 10° que ¢ a faixa de variacdo onde se demonstram efeitos
fisiolégicos no ser humano (HOMAYOUNI et al., 2014; NADER-MACIAS; DE
GREGORIO; SILVA, 2021; POLOVA; ALEINYK; KAZAK, 2020; REID et al., 2001,
REID; DOLS; MILLER, 2009; REID; KIM; KOHLER, 2006; ZARATE; TOMAS;
NADER-MACIAS, 2005).

Pode-se verificar no Quadro 3 que L. crispatus em Ovulo ceroso e L. gasseri em
capsulas vaginais mantiveram a estabilidade por 30 e 60 dias respectivamente com 10’
UFC, apresentando-se como os menores resultados em concentragdo e em validade. L.
johnsonii em pomada vaginal se mostrou inviavel. E todas as demais apresentacfes

ficaram na casa de 108 UFC por unidade posoldgica no tempo de 60 dias.
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Quadro 3 — Avaliacdo de Validade para maior Percentual de Recuperacdo de UFC das

Formulas Estudadas

Forma Probidtico UFC declarada Validade em tempo
Farmacéutica real

Cépsulas Vaginais L. crispatus 1 x 108 UFC 60 dias

L. johnsonii 1 x 108 UFC 60 dias

L. gasseri 1 x 10" UFC 60 dias

L. reuteri 5x 108 UFC 60 dias

L. rhamnosus 1 x 10° UFC 60 dias

Formula 5x 108 UFC 60 dias
Pomada Vaginal L. crispatus 2x 108 UFC 60 dias

L. johnsonii 0 a partir de 30 dias | Invidvel

L. gasseri 1 x 108 UFC 60 dias

L. reuteri 1 x 108 UFC 60 dias

L. rhamnosus 2 x 108 UFC 60 dias

Formula 1 x 108 UFC 60 dias
Ovulo Ceroso L. crispatus 1x 10" UFC 30 dias

L. johnsonii 2 x 108 UFC 60 dias

L. gasseri 2 x 108 UFC 60 dias

L. reuteri 4 x 108 UFC 60 dias

L. rhamnosus 3x 108 UFC 60 dias

Formula 3x 108 UFC 60 dias
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5. DISCUSSAO

Para que um micro-organismo probi6tico promova algum beneficio para a salde,
€ necessario que seja administrado na quantidade suficiente e na forma ativa no local de
aplicacdo a que se destina. Para tanto, os Lactobacillus spp. devem resistir aos processos
tecnologicos necessarios a preparacdo de formas farmacéuticas adequadas ao uso
pretendido, e manter sua viabilidade durante todo o tempo de validade estabelecido
(ZARATE; NADER-MACIAS, 2006; ZARATE; TOMAS; NADER-MACIAS, 2005).

Sabidamente a escolha da forma farmacéutica de maior conforto posoldgico
favorece a adesdo do paciente ao tratamento e a viabilidade dos probioticos pode se
comportar de maneira completamente diversa, dependendo do meio em que se encontra
veiculado (SILVA et al., 2020). Os adjuvantes necessarios a preparacdo de cada forma
farmacéutica podem alterar completamente a sobrevida e a posterior atividade do
probidtico.

No presente estudo, foram selecionadas 4 formas farmacéuticas convenientes para
utilizacdo de probidticos intravaginais: capsulas vaginais gelatinosas duras, elaboradas
com gelatina vegetal; pomada vaginal tendo como excipiente o petrolato; évulo vaginal
ceroso tendo como excipiente cera de abelhas e manteiga de cacau; e 6vulo vaginal
gelatinoso. As capsulas, a pomada vaginal e os 6vulos cerosos permitiram a recuperagado
das cepas em maior ou menor grau, porém os évulos gelatinosos ndo favoreceram a
viabilidade de nenhuma das composigdes.

Na forma de capsulas vaginais gelatinosas todas as cepas puderam ser recuperadas
em maior ou menor proporcao, o que sugere que a utilizacdo dessa forma farmacéutica
pode levar ao aumento da colonizacdo vaginal por Lactobacillus spp. Corroborando esses
achados, De Gregorio et al. (2020) publicaram ensaio clinico randomizado duplo-cego
que avaliou a seguranca das capsulas de gelatina contendo probidticos administradas por
via vaginal em mulheres saudaveis e sexualmente ativas.

As participantes foram randomizadas em trés grupos recebendo 7 capsulas, cada,
para serem administradas 1 vez ao dia, cada grupo recebeu as céapsulas contento o
seguinte: grupo A: Lactobacillus reuteri (CRL1324), Lactobacillus gasseri (CRL1263 e
CRL1307); grupo B: Lactobacillus rhamnosus (CRL1332), L. gasseri (CRL1256 e
CRL1320); e grupo C: placebo. Nova abordagem clinica, realizada 3-10 dias apds o fim

da aplicacéo, incluiu: colposcopia, bacterioscopia de secre¢do vaginal para avaliagdo de
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indice de Nugent, e cultura para isolar Lactobacillus spp.

Os principais resultados obtidos foram uma reducédo do indice de Nugent apés as
intervengdes nos grupos A e B, mas ndo no grupo C, e um aumento nos Lactobacillus
spp. cultivaveis. Nenhum evento adverso grave foi detectado. As capsulas com
Lactobacillus spp. foram bem toleradas pelas pacientes, e foram consideradas uma
alternativa para restaurar a microbiota vaginal (DE GREGORIO et al., 2020b). Estes
dados de cultivo de Lactobacillus spp. recuperados in vitro corroboram os resultados
obtidos nesta pesquisa usando capsulas vaginais gelatinosas, mas em um ensaio clinico.

Essa forma farmacéutica de capsula gelatinosa, apresenta varias caracteristicas
interessantes para administracdo de probidticos pela via vaginal tais como: conforto
posoldgico, acurdcia na dosagem, facilidade de producédo, auséncia de temperatura no
método produtivo e baixo custo (PINGITORE et al., 2015; SENOK et al., 2006).

Nas cépsulas vaginais analisadas no presente estudo o excipiente empregado foi
a lactose. A lactose foi escolhida como excipiente por apresentar um potencial efeito
lioprotetor na preservacdo da viabilidade de Lactobacillus spp., favorecendo a
estabilidade das formulagdes e atuando como nutriente para Lactobacillus spp. quando
liberados no meio (AFRASSIABIAN; GUESSASMA,; SALEH, 2019; SANTIAGO et
al., 2009).

Conforme demonstrado em diferentes publicacdes, a lactose contribui com o
crescimento das espécies probioticas em detrimento dos patdgenos E. faecalis e E. coli
(AFRASSIABIAN; GUESSASMA; SALEH, 2019; REID et al., 1998; SANTIAGO et
al., 2009; VAESSEN et al., 2019).

Corroboram com a escolha da lactose como excipiente para capsulas vaginais
contendo Lactobacillus spp., os achados do estudo de Arnold et al. (2018), no qual foi
avaliada a capacidade de diferentes cepas em fermentar galactooligosacarideos (GOS),
um prebidtico favoravel ao controle de sintomas de intolerancia a lactose, bem como a
capacidade de cada cepa na fermentacdo da lactose. Das 5 cepas avaliadas, apenas uma
delas foi inapta em realizar a fermentacdo da lactose (ARNOLD et al., 2018).

Em outro estudo, Pingitore et al. (2015) avaliaram a viabilidade de uma
combinacdo de diferentes cepas de probidticos com diferentes excipientes, e verificaram
que a viabilidade de todas as cepas foi maior quando a lactose estava presente na mistura,
sendo as capsulas vaginais, a forma farmacéutica com melhores resultados (PINGITORE
et al., 2015). Dados que confirmam os resultados do presente estudo, no qual a Férmula
L5 de capsulas vaginais apresentou uma recuperacdo maior ao longo de toda a cinética
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de tempo.

Por se tratarem de formulacdes vaginais, é relevante destacar a importancia do L.
crispatus, a espécie considerada mais abundante e protetiva da microbiota vaginal
saudavel (GAJER et al., 2012; RAVEL et al., 2011). Essa cepa embora apresente
exigéncias de crescimento, apresentou melhor desempenho de recuperacdo nas capsulas
vaginais.

Para compreender seu desempenho de recuperacdo e considerando sua
importancia para a MBV saudavel, foi realizada uma avaliacdo adicional com outras
concentracOes da cepa. Foram entdo veiculadas 1, 2, 3, 4 e 5 bilhdes de UFC em cépsulas
vaginais de L. crispatus, e nova contagem foi realizada no tempo zero. O objetivo da
avaliacdo foi verificar se haveria uma recuperacdo mais significativa das UFC veiculadas
a medida em que concentragdo aumentasse, assim seria possivel pensar em uma corre¢ao
da perda de viabilidade pelo processo de armazenamento.

Os resultados demonstraram viabilidade semelhante das cepas para as 3 primeiras
concentracfes, com reducdo progressiva nas formulas contendo 4 e 5 bilhGes de UFC
respectivamente. Ao contrério do que foi presumido, o aumento da concentracdo de
micro-organismos ocasionou a reducdo na viabilidade dos mesmos, o que sugere duas
hipdteses iniciais: 1) a elevacdo na concentracdo de UFC levou a uma exaustdo dos
nutrientes do meio, impedindo um aumento no crescimento do L. crispatus e reduzindo
sua viabilidade, ou 2) pode ter ocorrido um processo de competicdo intraespecifica que
inibiu o crescimento da cepa.

Para a primeira hipotese sabe-se que o crescimento dos Lactobacillus spp. pode
ser influenciado por varias condi¢fes, como temperatura, pH, concentracdo de oxigénio
e atividade de agua (DALCANTON et al., 2018). Também é fato conhecido que 0s cursos
de tempo de crescimento microbiano estdo envolvidos em fases de crescimento
individuais: fase lag, fase de crescimento exponencial, fase estacionaria e a fase com
decaimento exponencial (REZVANI; ARDESTANI; NAJAFPOUR, 2017). Estudo
desenvolvido por Slizewska et al. (2020) demonstrou que quando se emprega MRS, meio
empregado neste estudo, a fase lag e a taxa de crescimento sdo menores quando
comparadas a outro meio desenvolvido no estudo (SLIZEWSKA; CHLEBICZ-WOICIK,
2020).

Considerando que ndo houve estudo sobre o impacto das variaveis de crescimento
para o cultivo de Lactobacillus crispatus empregadas nesta pesquisa e que as condicoes

de cultivo foram mantidas ao longo do cultivo microbiano, a Unica varidvel modificada



74

foi 0 aumento da concentracdo da cepa, ou seja, das UFC presentes nas capsulas vaginais,
e € bem plausivel que as fases de crescimento acima descritas tenham se alterado e o meio
de cultivo MRS tenha esgotado seus nutrientes impedindo o crescimento da cepa.

Em relacdo a segunda hipotese, competicdo dentro da mesma espécie de
Lactobacillus crispatus (competicdo interespecifica), é necessario compreender o que
ocorre nas relagdes interespecificas com esse género microbiano, que discorremos a
seqguir.

Para explicar esse evento bioldgico tomar-se-a por base estudos publicados pela
industria de alimentos, que empregam frequentemente Lactobacillus spp. para fabricagdo
de inumeros produtos alimenticios. Considerando o emprego de Lactobacillus curvatus e
L. sakei que séo usados pela industria alimenticia para producéo de linguica fermentada,
0S pesquisadores demonstraram que a assertividade para producdo da fermentagéo,
depende da escolha de cepas em uma espécie, pois pode ocorrer a exclusdo de cepas
competidoras por cepas parceiras complementares (JANSSEN et al., 2020).

Na referéncia citada, a hipdtese colocada é a de L. curvatus cepa TMW 1.624
poderia suprimir todas as outras cepas de L. curvatus e a maioria das cepas de L. sakei
em ambientes competitivos. Isso pode estar relacionado a expressao nessa cepa de Vvarias
bacteriocinas, que sdo ativas contra todas as cepas de L. curvatus. Diferencas especificas
de cepas podem ser demonstradas na suscetibilidade de L. sakei a bacteriocinas e na
tolerdncia ao estresse oxidativo, que € maior em cepas coexistentes de L. sakei do que no
produtor de bacteriocina. Isso sugere que a tolerancia as bacteriocinas e 0 estresse
oxidativo representam determinantes adicionais para a assertividade, além da producéo
de bacteriocinas anteriormente relatada versus o complementarismo metabdlico de cepas
parceiras (JANSSEN et al., 2020).

Transportando essa hipdtese para o cultivo de 4 e 5 bilhGes de UFC de L. crispatus
cepa LCr86, testada na mesma quantidade de meio MRS e com periodo de incubacéo
anteriormente descrito, sabe-se que a rigor L. crispatus é um grande produtor de acido
lactico, bacteriocinas, peroxido de hidrogénio e peptideos antimicrobianos (PETROVA
et al., 2015). Além disso, L. crispatus também produz grande quantidade beta-galactose
quando cultivada em meio MRS contendo galactose (como fonte de carbono) (KIM, J.-
W.; RAJAGOPAL, 2000).

Isso sugere que mesmo em condicdo intraespécie com uma Unica cepa de L.
crispatus, ndo se pode descartar a possibilidade de ocorréncia de inibicdo tal como
sugerido por Janssen et al. (2020), bem como a influéncia de metabdlitos secretados como
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0 acido lactico e bacteriocinas, que também podem influenciar no desempenho de
crescimento destes micro-organismos em meios de cultivo (JANSSEN et al., 2020).

Estudo conduzido por Pan et al. (2020) demonstrou que algumas cepas especificas
de L. crispatus tiveram maior habilidade de metabolizar outros agUcares, entre eles a
lactose, que L. gasseri (PAN et al., 2020). Corroborando estes achados, em nosso estudo
a cepa de L. crispatus Lcr | apresentou melhor crescimento com a formulacdo de capsula
vaginal, que possuia como excipiente lactose, 0 que indiretamente acabou por
suplementar o meio de cultivo. Mesmo nesta circunstancia, foi observada uma reducéo
do crescimento devido ao esgotamento de nutrientes do meio, além de uma redugdo do
pH, que também pode ter influenciado o crescimento a medida em que o nimero de UFC
aumentou na formulagéo.

Avaliando as pomadas vaginais, pode-se verificar que em todas houve reducao de
1 log na quantidade de UFC recuperadas apos 60 dias da preparacao, todavia, L. johnsonii
ndo foi recuperado em quantidades adequadas na pomada em nenhum dos tempos
estudados. Das composicdes veiculadas no petrolato L reuteri, L.rhamnosus e a Férmula
L5 foram as que apresentaram as melhores taxas de recuperacdo de UFC em 30 dias.
Embora L. crispatus tenha apresentado menor taxa de recuperacdo em 30 dias,
demonstrou um comportamento mais estdvel que as outras cepas, com taxa de
recuperacdo maior que as demais cepas em 60 dias da validade.

Outros autores, como Puebla-Barragan et al. (2021) estudaram a viabilidade de
uma formula comercial de L. rhamnosus (LGR-1) e L. reuteri (LRC-14) em diferentes
veiculos oleosos e verificaram uma perda de viabilidade na ordem de 59,3% em todos 0s
veiculos testados, sendo o 6leo de coco e o petrolato aqueles que apresentaram 0s
melhores resultados (PUEBLA-BARRAGAN et al., 2021). Avaliando o comportamento
das mesmas espécies no estudo atual, no tempo de 30 dias observa-se uma semelhanca na
viabilidade perdida. Entretanto em 60 dias a perda da viabilidade foi bastante superior ao
estudo de Puebla-Barragan et al. (2021), fato que talvez possa ser explicado pelo emprego
de cepas diferentes de Lactobacillus estudadas.

Tanto na pomada vaginal quanto nos 6vulos cerosos foi mantida a caracteristica
lipofilica. Na aplicacdo vaginal, tais excipientes sdo muito utilizados por formarem um
filme emoliente que confere conforto e protecdo a paciente contra a acao irritante de
algumas substancias (PINTO LISBOA MARTINS RODRIGUES, 2011). Além disso, a
presenca de agua em determinadas formulas interfere sobremaneira na viabilidade de

diferentes probidticos. Tal aspecto é mais estudado na fabricacdo de alimentos lacteos
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enriquecidos de probidticos.

A Atividade de Agua (Aw) é o parametro que mede a disponibilidade de 4gua em
determinado alimento e esta inversamente relacionada a viabilidade de probioticos apés
longos periodos de armazenamento. Geralmente se observa que a viabilidade decresce
quando a atividade de agua nos alimentos aumenta (KURTMANN et al., 2009). No
presente estudo a hipotese foi de que a retirada da agua das formulacbes favoreceria a
viabilidade das cepas de Lactobacillus spp. Ambas as formulagdes lipofilicas permitiram
a recuperacdo de UFC, porém na pomada foram observados percentuais menores de
viabilidade das cepas do que nos évulos.

Em relacdo aos Ovulos cerosos, todas as cepas puderam ser recuperadas; L.
johnsonii foi a apresentagdo com maior taxa de viabilidade. A reducgéo da concentracdo
de UFC em estudos é muito comum. No desenvolvimento de 6vulos vaginais, Camiletti
et al. (2018) verificaram uma reducdo entre 1 e 2 logs em diferentes composicoes
estudadas (CAMILLETTI et al., 2018). Zarate et al. (2006) em seus estudos observam
uma perda de UFC ao longo do estudo e apresentaram diversas discussdes importantes a
este respeito (ZARATE; NADER-MACIAS, 2006; ZARATE; TOMAS; NADER-
MACIAS, 2005).

Este resultado pode em parte ser explicado pelo fato de que para a fusdo e
moldagem dos 6vulos vaginais foi empregado o aquecimento controlado, que embora nao
tenha excedido 60°C, conforme protocolo de manipulacdo adotado, pode interferir na
viabilidade das cepas.

Dos processos utilizados para as formas farmacéuticas, o processo de aquecimento
€ 0 que apresenta maior potencial de degradacdo dos micro-organismos empregados.
Estudo que avaliou o crescimento de cepas de Lactobacillus spp. submetidas a altas
temperaturas (37°C, 42°C, 50°C e 55°C) por 24h e recultivadas, observou que nenhuma
das cepas submetidas a temperaturas acima de 50 °C apresentou capacidade de
crescimento (SILVA et al., 2020).

Em relacdo aos excipientes, para os dvulos foram selecionados dois excipientes
distintos — um deles de caracteristica lipofilica (ceroso) e outro de caracteristica
hidrofilica (gelatinoso) nessa forma farmacéutica. No 6vulo ceroso, algumas cepas como
L. crispatus apresentaram baixa capacidade de recuperacdo, embora as demais cepas nos
tempos de 30 e 60 dias apresentam recuperacao igual ou superior a 50%. Para o 6vulo
gelatinoso, nenhuma cepa apresentou viabilidade, nem mesmo as mais resistentes.

No excipiente utilizado para o dvulo gelatinoso é possivel que o excesso de



77

glicerol tenha contribuido para este insucesso, pois a composicdo continha 14,3% de
gelatina, 43,0 % de Glicerina a e 0,02% Sorbato de Potassio, além da agua. Camilletti et
al., (2018) realizaram um teste in vitro com diferentes proporg¢des de glicerol para avaliar
qual proporcdo de glicerol permitiria maior viabilidade de cepas L. fermentum e L.
rhamnosus, e verificaram que abaixo de 30% de glicerol houve a manutencdo da
viabilidade das cepas estudadas por 180 dias (CAMILLETTI et al., 2018).

Além da influéncia da elevada concentracdo de glicerol, a presenca de gelatina
pode ter influenciado na liberagdo dos probioticos. A gelatina é um biopolimero formado
pela desnaturacdo do colageno e rico em prolina e hidroxiprolina, que apresenta
capacidade de formacédo de filme e de aglutinacdo (MARIOD; ADAM, 2013), o que
poderia dificultar a liberagdo dos probioticos no meio.

Associada aos fatores anteriormente citados, a presenca de &cido sérbico na
formulagdo pode ter afetado a viabilidade das cepas, embora no presente estudo a
formulacdo continha concentracdes de acido sérbico inferiores as descritas por Georgieva
et al. (2009) que demonstrou que altas concentracdo de sorbato de potassio (0,5 a 1,0%)
reduziram a capacidade de crescimento de Lactobacillus plantarum em produtos lacteos
(GEORGIEVA et al., 2009). De maneira geral, podemos afirmar que esta combinagéo de
fatores culminou com a auséncia de viabilidade das cepas estudadas no veiculo gelatinoso
para ovulos.

Uma discussdo importante acerca de produtos probidticos disponiveis no
mercado refere-se a validade das formulacdes. Atualmente o termo probidtico esta bem
definido por diretrizes internacionais (VERSTRAELEN et al., 2022), mas Reid et al.,
(2001) ja afirmavam que um produto deve conter um nimero viavel de micro-organismos
consistente com as doses descritas em estudos clinicos (PANDEY; NAIK; VAKIL,
2015).

As pesquisas atuais consideram a dose minima terapéutica efetiva, reportada entre
10" e 10° UFC de micro-organismos viaveis por dose aplicada (HOMAYOUNI et al.,
2014; NADER-MACIAS; DE GREGORIO; SILVA, 2021; POLOVA; ALEINYK;
KAZAK, 2020; REID et al.,, 2001; REID; DOLS; MILLER, 2009; REID; KIM,;
KOHLER, 2006; ZARATE; TOMAS; NADER-MACIAS, 2005). Neste estudo, com
excecdo dos Gvulos gelatinosos, foram recuperados entre 107 a 10° UFC no prazo de
validade.

Para a discussdo de validade da formulacdo é preciso estabelecer alguns

parametros de aceitacdo. Enquanto para substancias quimicas (medicamentos) existe uma
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variabilidade de teor aceitavel, que normalmente se situam entre 95 e 105%, ndo ha uma
definicdo explicita da variabilidade aceitavel para micro-organismos viaveis. Se levarmos
em consideracao que é permitido a variacao de peso médio na ordem de 7,5% para mais
ou para menos, poderia ser considerado aceitdvel uma variabilidade na mesma ordem para
recuperacdo de Lactobacillus spp viaveis. Assim sendo, poderia ser considerada uma
variabilidade aceitavel de UFC/g entre 92,5 a 107,5%.

O que se observa, no entanto, é que as diretrizes internacionais determinam que
em produtos probidticos, a quantidade de cepas declaradas seja 0 minimo detectado
durante todo o prazo de validade estabelecido. No quadro 3 encontram-se descritas a
validade méxima com a menor concentracdo de UFC detectada para todas as formas
farmacéuticas em todos os tempos nos 60 dias de avaliagdo in vitro. Embora algumas
cepas tenham atingido altas concentracdes ao final de 60 dias, simulamos uma declaragéo
de viabilidade com a menor taxa de recuperacao obtida ao longo da cinética.

Validades curtas sdo recursos muito comuns para formulac@es magistrais, uma
vez que shelf lifes (“tempo de prateleira”, validade) curtos sdo incompativeis com
processos industriais e distribui¢cdes continentais.

Nesse sentido, o presente estudo favoreceu o entendimento da viabilidade de
cepas veiculadas em diferentes formas farmacéuticas e diferentes veiculos. Permitiu a
utilizacdo de um fator de equivaléncia para as cepas estudadas e uma previsibilidade de
sua viabilidade e validade. Todas as espécies demonstraram viabilidade em todas as
formas farmacéuticas, com excec¢édo do dvulo gelatinoso que ndo permitiu recuperagéo de
nenhuma delas.

As capsulas vaginais foram as formas farmacéuticas mais estaveis para
recuperacdo de Lactobacillus spp. Além disso pode-se estimar um periodo de validade
dentro do tempo de estudo para as cepas estudadas, adequando as quantidades declaradas

de acordo com os resultados obtidos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo permitiu a avaliacdo da estabilidade e a viabilidade de cinco diferentes
cepas de Lactobacillus spp. em quatro formas farmacéuticas diferentes, com probidticos
isolados e associados (Formula L5). Todas as formas farmacéuticas estudadas,
permitiram a recuperacdo de UFC em percentuais distintos ao longo da cinética de tempo
estudada, exceto os 6vulos gelatinosos cuja recuperacdo de Lactobacillus spp. foi inviavel
em todo o estudo. Uma limitacdo que merece destaque no desenho do estudo, é que ndo
foi possivel avaliar se houve relagGes de competicao ou sinergia entre espécies veiculadas
na Formula L5, bem como a confirmacdo de quais foram as cepas de Lactobacillus spp.
recuperadas dessa formula associada. As formas farmacéuticas estudadas confirmaram
que h& diversos fatores interferentes em cada preparacdo farmacéutica analisada, e que
este estudo da subsidio para o desenvolvimento de formas farmacéuticas vaginais,
incluindo correcdes de preparacao como elevacdo de temperatura na producao de évulos
cerosos e percentual de glicerol e gelatina empregado em o&vulos gelatinosos. A
viabilidade de recuperagéo dos Lactobacillus spp. variou entre 107 e 10° UFC dentro do
prazo de validade de 60 dias, com uma variabilidade aceitavel de UFC/g entre 92,5 a
107,5%, se considerarmos a variabilidade de teor aceitavel empregado pela industria de
medicamento dentro do prazo de validade, que normalmente se situam entre 95 e 105%.
Desta forma, a concentracdo de UFC recuperada das formulagdes permite a efetivacéo do
efeito bioldgico da forma farmacéutica, o que viabiliza o uso vaginal destas formulacgdes.
Dos excipientes estudados, a lactose apresentou melhor estabilidade demonstrando acéo
prebiotica para as cepas. Dentre todas as espécies, as que permitiram melhores taxas de
recuperacdo de UFCs foram L. reuteri e L. rhamnosus. As piores taxas de recuperacao
foram observadas na pomada de L. johnsonii, nas capsulas de L. gasseri e nos évulos de
L. crispatus. As capsulas vaginais permitiram a melhor viabilidade para L. crispatus, L.
rhamnosus e para a Formula L5. Os évulos cerosos favoreceram L. johnsonii, L. gasseri
e L. reuteri. A pomada permitiu viabilidade, porém com resultados de viabilidade
inferiores a todas as outras formas farmacéuticas. O presente estudo também corroborou
a necessidade de padronizacgéo das cepas utilizadas em produtos farmacéuticos magistrais
de modo a garantir sua efetividade. Mais estudos sdo necessarios para verificar outras
possibilidades de estabilizacao das cepas veiculadas, com a insercdo de outros adjuvantes
farmacéuticos, diferentes formas de conservagdo ou mesmo teste de diferentes cepas das

espécies estudadas que possam apresentar comportamentos diferentes, aumentando a
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estabilidade e viabilidade das formulacdes vaginais, a exemplo da férmula farmacéutica
capsula vaginal, que demonstrou ter efetividade e ser uma excelente candidata a

formulagdo para uso vaginal, garantindo sobrevida de Lactobacillus spp. veiculados.
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8. APENDICE

Tabela 14 — Percentual de recuperacdo de Lactobacillus spp. a partir da formulacdo de Céapsula

Vaginal
Céapsula vaginal (%)
Cinéticade | L.crispatus  L.johnsonii L.gasseri L. reuteri L. rhamnosus Férmula
Tempo L5
0 94 17 8 127 129 55
30 48 30 77 102 149 106
60 151 20 146 52 138 336

Tabela 15 — Percentual de recuperagdo de Lactobacillus spp. a partir da formulacdo de Pomada

Vaginal
Pomada vaginal (%)
Cinéticade | L.crispatus L. johnsonii  L.gasseri L. reuteri L. rhamnosus Férmula
Tempo L5
0 32 14 7 44 40 71
30 28 0 8 79 45 46
60 23 0 10 15 20 9

Tabela 16 — Percentual de recuperacdo de Lactobacillus spp. a partir da formulacdo de Ovulo

Ceroso
Ovulo Ceroso (%)
Cinéticade | L.crispatus L. johnsonii  L.gasseri L. reuteri L.rhamnosus Férmula
Tempo L5
0 30 25 19 54 38 144
30 4 52 48 72 158 35
60 0 46 102 107 48 10

Tabela 17 — Percentual de recuperagio de Lactobacillus spp. a partir da formulacido de Ovulo

Gelatinoso
Ovulo Gelatinoso (%)
Cinéticade | L.crispatus  L.johnsonii L.gasseri L. reiteri L. rhamnosus Férmula
Tempo L5
0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0

Tabela 18 — Percentual de recuperacdo de L. crispatus em cada formulacgéo

L. crispatus
Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 94 32 30 0
30 48 28 4 0
60 151 23 0 0




Tabela 19 — Percentual de recuperacdo de L. johnsonii em cada formulacéo

L. johnsonii
Cinética de Céapsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 17 14 25 0
30 30 0 52 0
60 20 0 46 0

Tabela 20 — Percentual de recuperacdo de L. gasseri em cada formulacéo

L. gasseri
Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 8 7 19 0
30 77 8 48 0
60 146 10 102 0

Tabela 21 — Percentual de recuperacdo de L. reuteri em cada formulacéo

L. reuteri
Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 127 44 54 0
30 102 79 72 0
60 52 15 107 0

Tabela 22 — Percentual de recuperacao de L. rhamnosus em cada formulagéo
L.rhamnosus

Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 129 40 38 0
30 149 45 158 0
60 138 20 48 0

Tabela 23 — Percentual de recuperacdo de Lactobacillus spp. da Férmula L5 em cada
formulacdo

Férmula L5
Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 55 71 144 0
30 106 46 35 0
60 336 9 10 0

Tabela 24 — Recuperacdo de UFC/mL de L. crispatus em cada formulacéo

L. crispatus
Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 310x 10? 105 x 107 98 x 102 0
30 159 x 107 91 x 102 15 x 107 0
60 498 x 102 77 x 107 0 0




Tabela 25 - Recuperacdo de UFC/mL de L. johsonii em cada formulagao

L. johnsonii
Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 55 x 102 47 x 102 82 x 102 0
30 99 x 102 0 170 x 10? 0
60 35 x 102 0 152 x 10? 0
Tabela 26 - Recuperacdo de UFC/mL de L. gasseri em cada formulagéo
L. gasseri
Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 25 x 102 23 x 107 62 x 102 0
30 253 x 102 28 x 107 159 x 10? 0
60 480 x 102 32 x 102 338 x 102 0

Tabela 27- Recuperacdo de UFC/mL de L. reuteri em cada formulagéo

L. reuteri
Cinética de Céapsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 419 x 10? 144 x 102 177 x 10? 0
30 338 x 102 262 x 10? 237 x 102 0
60 172 x 10? 45 x 107 254 x 102 0

Tabela 28 - Recuperacdo de UFC/mL de L. rhamnous em cada formulagao

L.rhamnosus

Cinética de Cépsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal Ceroso Gelatinoso
0 425 x 102 129x 10? 127 x 102 0
30 491 x 10? 148x 10? 523 x 102 0
60 454 x 10? 67x 102 158 x 102 0

Tabela 29 - Recuperacdo de UFC/mL de Lacrobacillus spp. da Formula L5 em cada

formulacdo
Férmula L5
Cinética de Capsula Pomada Ovulo Ovulo
Tempo vaginal Vaginal CEroso Gelatinoso
0 183 x 102 233x 10? 475 x 107 0
30 351 x 102 151x 10? 114 x 10? 0
60 1108 x 10? 29x 10? 33 x10? 0
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