[BPORTO

FACULDADE DE FARMACIA
UNIVERSIDADE DO PORTO

Francisca Pinto Lisboa Martins Rodrigues

Desenvolvimento e Caracteriza¢ido de Ovulos de

Lactobacillus Acidophilus

Dissertacdo de Mestrado em Controlo de Qualidade

Especialidade em Produtos Cosméticos e de Higiene Corporal

Trabalho desenvolvido sobre a orientagéo de:
Prof. Doutora Maria Beatriz Prior Pinto de Oliveira

Departamento de Ciéncias Quimicas

Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto

e co-orientagao de

Prof. Doutora Maria Helena dos Anjos Rodrigues Amar  al

Departamento de Ciéncias do Medicamento

Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto

Julho 2011



De acordo com a legislacdo em vigor, ndo € permitida a reproducdo de qualquer parte

desta Dissertacao/Tese.



Aos meus pais.

Ao Bruno.



Agradecimentos

A Professora Doutora Beatriz Oliveira por toda a sua amizade, apoio, incentivo e

constante disponibilidade que sempre teve para mim.

A Professora Doutora Maria Helena Amaral pelo apoio incondicional e por toda a sua

dedicacéo.

Ao Professor José Carlos e a Professora Nazaré Pestana, pelos primeiros passos

laboratoriais.

Ao Professor José Manuel Sousa Lobo, por me ter permitido a realizacdo de todo o
trabalho no Departamento de Ciéncias do Medicamento, tendo-me sempre facultado

tudo o que necessitava.
Ao Zé, amigo de todos os momentos.
A Maria Jodo, pela ajuda pratica no decorrer da parte laboratorial.

A D. Conceicdo, a Cristina e ao Nuno, sempre incansaveis e disponiveis para me

ajudar em tudo o que precisei.
Aos meus pais, pelo apoio e amor incondicionais, contra ventos e marés.

The last but not the least, ao Bruno, my valentine.



Resumo

Os probidticos sdo microrganismos que, administrados em quantidades
adequadas, tém um efeito nutricional ou fisiolégico benéfico para o hospedeiro. Na
abordagem tecnolégica a aplicacdo vaginal, as bactérias probidticas sao
seleccionadas de modo a sobreviver ao ambiente da flora local, conseguindo manter-
se viaveis e, assim, contribuir positivamente para a saude do hospedeiro.

Apesar da maioria das infec¢gdes do tracto urinario (ITU) serem facilmente
tratadas com antibioticos de largo espectro, estes alteram a susceptibilidade do doente
a situacdes de recorréncias. A qualidade de vida do doente €, consideravelmente,
afectada e a eficicia do tratamento reduzida devido ao aumento de resisténcia aos
antibidticos. Acresce ainda o facto de serem frequentes as situagcbes de ITU em
mulheres sem sintomatologia. Nestes casos, 0s probidticos veiculados através de
Ovulos apresentam-se como uma alternativa vidvel na prevencdo deste tipo de
patologias.

Ao longo deste trabalho foram desenvolvidas formulagcdes de évulos com
diferentes excipientes para a veiculacdo vaginal de Lactobacillus acidophilus. Foram
avaliados: a seguranca dos excipientes usados face as células vaginais,
caracteristicas tecnoldgicas dos 6vulos formulados (ensaios descritos na Farmacopeia
Portuguesa 9.0); viabilidade das bactérias em fluido vaginal simulado (FVS). Verificou-
se que o0s Ovulos apresentam uma textura uniforme e suave, possuiam um teor
aproximado de 1x10® Unidades Formadoras de Colénias (UFC), desagregaram
eficazmente em FVS e proporcionaram uma libertacdo continua de L. acidophilus. Os
excipientes utilizados na formulacdo ndo apresentaram citotoxicidade significativa. A
incorporacdo das bactérias liofilizadas nao originou perdas significativas de células
vidveis, pelo que estes dvulos possuem boas caracteristicas para promoverem a

reposi¢cao da flora vaginal em situacdes de ITU.

Palavras-chave: probidticos; oOvulos vaginais, probiose vaginal; lactobacillus

acidophilus; citotoxicidade



Abstract

Probiotics are microorganisms that, when administered in quantities
appropriate, have a physiological effect beneficial to the host. Alterations in the
indigenous vaginal microflora with uropathogenic bacteria can frequently predispose
women to recurring bacterial cystitis. Lactobacilli, used as probiotics, have played an
important role in preventing colonization of pathogenic bacteria in vagina by forming
normal microflora. Therefore, a new approach for tile effective prevention of such a
recurrent urinary tract infections (UTI) case is awaited.

In technological approach for vaginal application, the probiotic bacteria are
selected to survive the environment of the local flora, managing to stay viable and thus
contribute positively to the health of the host. Although most UTI are easily treated with
broad spectrum antibiotics, they might alter the susceptibility of patient situations
recurrences. The quality of life of patients is considerably affected and reduced
effectiveness of treatment due to increased antibiotic resistance. Furthermore, they are
frequent UTI cases in women without symptoms. In these cases, probiotics conveyed
through vaginal suppositories present as a viable alternative in the prevention of this
sort of pathologies.

Throughout, in this work we developed two formulations of vaginal suppositories
with different excipients for the placement of vaginal Lactobacillus acidophilus and the
technological characteristics (tests described in the Portuguese Pharmacopoeia 9.0)
and the viability of bacteria after administration were evaluated. It was found that
vaginal suppositories have a uniform and mild texture, a content of about 1x10% UFC,
disintegrate totally in simulated vaginal environment and provided a continued release
of L. acidophilus. The incorporation of freeze-dried bacteria do not resulted in
significant losses of viable bacteria, giving rise to the idea that these vaginal
suppositories possess good properties to promote the replacement of the vaginal flora

in situations of UTI.

Keywords: probiotics; vaginal suppository; vaginal probiose; lactobacillus; citotoxicity
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[. Introducéo

Uma infeccdo urindria pode ser definida como cistite, quando compromete
apenas o trato urindrio inferior. A cistite pode ser sintomatica ou ndo. Trata-se de uma
pielonefrite, quando afecta simultaneamente o trato urinario inferior e o superior [1].

As infec¢bes do trato urinario podem ser complicadas ou ndo complicadas. As
primeiras tém maior risco de falha terapéutica e estdo associadas a factores que
favorecem a ocorréncia de infecgdo. A infec¢do urinaria é complicada quando ocorre
num aparelho urinario com alteracdes estruturais ou funcionais [2-3]. Habitualmente,
as cistites sao infec¢cdes ndo complicadas, enquanto as pielonefrites, pelo contrério,
sdo mais complicadas. Resultam, em geral, da ascensdo de microrganismos do trato
urindrio inferior e estdo, frequentemente, associadas com calculos renais [4]. Tanto a
infeccdo urinaria baixa como a alta podem ser agudas ou cronicas e a sua origem
pode ser comunitaria ou hospitalar [5].

As infec¢Bes urogenitais dividem-se em vaginites (causadas por fungos),
vaginoses bacterianas e infec¢Bes do trato urinario. Trata-se de um problema de
saude publica, dado o elevado nimero de mulheres que, anualmente, sdo afectadas.
Apesar da terapia antibiética ser, geralmente, eficaz na erradicacdo destas infeccoes,
0 numero de recidivas continua a ser um problema. A qualidade de vida da paciente €,
consideravelmente, afectada e, em muitos casos, a mulher torna-se frustrada pelos
ciclos repetidos de agentes bacterianos a que tem de recorrer, e cuja efectividade €,
cada vez mais diminuta, devido ao aumento de resisténcias microbianas. Evidéncias
clinicas demonstram que a flora urogenital e intestinal tem um importante papel na
manutencdo do bem-estar fisico e psiquico. Além disso, 0 recurso a probidticos, de
modo a restabelecer ou aumentar a populacéo bacteriana, € cada vez mais aceite pela
comunidade cientifica [6]. Os probidticos eram, classicamente, definidos como
suplementos alimentares a base de microrganismos vivos, que afectam beneficamente
o animal hospedeiro, promovendo o balango da sua microbiota intestinal [7]. Nos
altimos anos, foram publicadas diversas definicdes de probitticos e a definicdo
actualmente aceite, internacionalmente, € a que define probidticos como
microrganismos Vvivos, que administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro [8].

A utilizacdo de probidticos na reposicao da flora vaginal comensal ndo é nova.

Com efeito, na década de 70, o Dr. Andrew Bruce, Chefe do Servico de Urologia da

2



Universidade de Queens, Canada, observou que a flora do trato urogenital néo
apresentava caracteristicas normais em pacientes com UTI recorrentes, quando
comparadas com mulheres saudaveis [9]. Esta observacdo da alteracdo da flora
vaginal, particularmente de lactobacillus (e mais recentemente de bifidobacterium), na
manutencdo da saude genital e na reducdo do risco de infeccdo, tornou-se assim
objecto de estudo. Algumas publicagfes tém vindo a descrever factores criticos para a
competicdo, com sucesso, entre lactobacillus e uropatogénios que ascendem do recto
e perineo para a vagina [9].

Apesar de muitos dos casos de infec¢des do trato urindrio serem facilmente
tratados com antibiéticos de largo espectro, estes ndo alteram a susceptibilidade do
doente a situacbes de recorréncia de infeccdo [10]. Frequentemente, observam-se
cistites em mulheres que ndo apresentam sintomas detectaveis de infeccdo urinaria
[10]. Torna-se entdo imperativo que a ciéncia procure desenvolver uma nova
estratégia no tratamento de situacfes de ITU.

Actualmente, ha cinco estratégias, sob investigacdo, para prevencao de
infeccdes recorrentes do trato urindrio:

¢ Recurso a antibioticos, incluindo péptidos naturais;
*  Alimentos funcionais;

« Vacinas;

*  Probidticos;

* Recurso a espermicidas e boa higiene diaria [9]

A profilaxia com antibidticos apresenta-se como o método mais usual de
tratamento de ITU. Contudo, o recurso continuo a antibioticos leva a um aumento das
resisténcias bacterianas. De igual modo, muitas pacientes sofrem de vaginites
causadas por fungos, como resultado da alteracéo dos niveis normais da flora vaginal
e intestinal. Nestes casos, 0s probidticos apresentam-se como uma alternativa viavel
de prevencao [9].

Pensa-se que os uropatogénios ascendem do recto até a vagina e depois para
a bexiga. Este processo € mediado pela adeséo das bactérias e ndo é alterado por

recurso a antibiéticos [9].



II.  Probiose Vaginal

Probiodticos

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para a Agricultura e
Alimentacao (FAO), o termo probidtico é relativamente novo, significando “para a vida”,
sendo normalmente utilizado para designar bactérias associadas a efeitos benéficos
sobre 0 homem e os animais [11]. Os probiéticos sdo definidos no a@mbito alimentar
como "microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas,
conferem beneficio a salde do hospedeiro”, definindo-se contudo a discussdo do
tépico ao ambito do consumo em alimentos [8].

A observacdao original do papel positivo que determinadas estirpes de bactérias
apresentavam foi atribuida a Eli Metchnikoff, prémio Nobel Russo, que trabalhava no
Instituto Pasteur. No inicio do século passado sugeriu que: “a dependéncia das
bactérias intestinais relativamente aos alimentos permite adoptar medidas para
modificar a flora do organismo e substituir microrganismos patogénicos por bactérias
benéficas para o hospedeiro” [11].

Com efeito, as bactérias probibticas sdo cada vez mais importantes no contexto
da nutricdo humana, havendo evidéncias cientificas continuas sobre as suas
propriedades, funcionalidades e beneficios para a promocdo da saude [12-13]. Os
probiéticos sédo fortemente promovidos a nivel mundial, com sugestdes de que podem
desempenhar um importante papel nas fun¢des imunoldgicas, ao nivel do sistema
digestivo e respiratério, podendo igualmente ter um efeito significativo no alivio de
doencas infecciosas [12-14]. O recurso a lactobacillus para tratar ITU data de 1915,
gquando Newman injectou Lactobacillus na vagina para tratar situacdes de cistite [15].

Recentemente, FAO e OMS colaboraram no estabelecimento de directrizes
sobre 0 uso de probiéticos na alimentacdo, nomeadamente no que diz respeito a
alegac0Oes de saude, bem como a apresentacao de resultados com as recomendacdes
do Codex Alimentarius sobre rotulagem e pedidos de alimentos probidticos [12]. Foi
igualmente reconhecido que os estudos in vitro devem estabelecer os potenciais
efeitos benéficos dos probidticos, antes de se realizarem os ensaios in vivo [12]. De
facto, testes como a tolerdncia a acidez gastrica, producdo de substancias
antimicrobianas e capacidade de adesdo as células intestinais humanas devem
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sempre ser realizados, dependendo do beneficio para a saldde a que cada estirpe se
propde [8, 11]. Para ensaios in vivo, devem utilizar-se estudos comparativos duplo-
cego, randomizados e controlados, de modo a estabelecer a eficacia do probiético
[11]. No que concerne a avaliagdo dos beneficios para a saide em estudos humanos,
devem ser fornecidos os resultados clinicamente relevantes na populacdo estudada
[11].

Os probidticos utilizados em alimentos s&o principalmente Lactobacillus e
Bifidobacterium, excluindo as referéncias a agentes bioterapéuticos e microrganismos
benéficos utilizados em alimentos. Embora as questdes relacionadas com organismos
geneticamente modificados ndo fossem especificamente abordadas neste quadro de
trabalho FAO/OMS, foi reconhecido que os conceitos e principios sdo igualmente
aplicaveis a todos os probidticos [8, 11-12]. Sdo, também, estas mesmas espécies as
mais utilizadas no desenvolvimento de formula¢gBes destinadas a aplicacado vaginal, tal

como descrito na secc¢éo “Flora e Composicao Vaginal”.

Anatomia da Vagina

Ao longo da historia da civilizacdo humana a administracdo vaginal de
farmacos tem sido prética recorrente [16]. Apesar do uso tradicional com substancias
de actuacdo local, algumas substancias podem permear a mucosa vaginal e atingir, na
corrente sanguinea, concentracdes com efeitos sistémicos. Mediante esta via de
administragdo procura-se obter efeitos locais [16]. SO em casos excepcionais se
utiizam farmacos destinados a exercer efeitos sistémicos, como é o caso dos
anovulatorios [16]. Na monografia da Farmacopeia Portuguesa 9.0 dedicada aos
ovulos incluem-se outras preparacdes destinadas a ser administradas por esta via,
como sejam as cépsulas e os comprimidos vaginais [16].

O conhecimento da anatomia, histologia e fisiologia da vagina humana é deste
modo fundamental na concepc¢ao e desenvolvimento de sistemas de libertacdo vaginal
[17]. Devem ser conhecidas as caracteristicas proprias deste 6rgdo, de modo a
reconhecer as suas limitacdes naturais, e aproveitar as suas vantagens como via de
administracdo de diferentes tipos de compostos [17]. Aspectos fundamentais da
administracdo de medicamentos vaginais, tais como o volume a administrar ou a sua

espalhabilidade e retencao, séo fortemente dependentes da morfologia vaginal [18].



Os orgaos gue constituem o sistema reprodutor feminino sdo classicamente
divididos em 6rgdos genitais externos e internos. A vulva é o nome dado ao conjunto
dos 6rgdos genitais externos (monte pubico, grandes labios, pequenos labios, himen,
clitoris, uretra, glandulas de Skene, glandulas de Bartholin e vestibulo), os quais sé&o
observaveis na zona perineal (Figura 1).

Monte piibico Prepiicio do clitoris

Uretra

Clitoris

—

Pequenos

lidbios Vestibulo

Himen
(rompido)

Entrada
vaginal

Grandes
ldbios

Figura 1 - Orgéos genitais externos femininos (adap  tado de [17]).

A depressdo anatémica onde se da a abertura da vagina (introito vaginal) e da
uretra, bem como dos ductos das glandulas de Bartholin e de Skene, é denominada
vestibulo, sendo esta regido delimitada pelos pequenos labios. Os o6rgdos genitais
internos localizam-se na pélvis e incluem a vagina, a cervix, o utero, as trompas de
Falopio, os ovarios e todas as estruturas de suporte circundantes (Figura 2).

As funcdes da vagina séo essencialmente a recepgdo do pénis erecto e do
sémen durante o coito e ejaculacdo, servindo igualmente como um local de passagem

para o feto e a menstruag&o para o exterior do organismo.



O pH vaginal oscila entre 3,5 — 4,5, variando no decorrer do ciclo menstrual (é
mais baixo a meio do ciclo menstrual e mais alto durante o periodo menstrual) [19-20].
Além disso, o pH vaginal pode ser alterado por diferentes condicionantes, como a
presenca de sémen (pH 7,2 — 8,0) ou infec¢Bes bacterianas. Neste ultimo caso, o pH

vaginal normalmente ronda os 5,0 — 6,5 [19-20].

Figura 2 — Orgéos genitais internos femininos e est  ruturas relacionadas (corte sagital): vagina (1),
cervix (2), utero (3), ovario (4), trompa de Falopi o (5), bexiga (6), uretra (7) &nus (8), recto (9), célon

(20), vestibulo (11) e sinfise pubica (12) (adaptad o de [17])



Flora e Composicéo Vaginal

A flora vaginal autdctone € essencial para a manutencdo da saude vaginal.
Habitualmente, quando é alterada, em consequéncia de infecgdo por microrganismos
indesejaveis, o tratamento inclui o recurso a antibiéticos o que, em certas situagoes,
altera ainda mais o ecossistema vaginal, dificultando a recuperacéo e abrindo portas a
processos cronicos de recidivas. Deste modo, tem-se vindo a tentar encontrar
tratamentos alternativos para devolver a homeostasia do ecossistema vaginal. Os
resultados comecam assim a acumular-se e a indicar que o recurso a probiéticos pode
apresentar-se como uma alternativa terapéutica fiavel e efectiva, de facil administracdo

e sem efeitos secundarios marcados [21-22].

Embora bastante complexa e variavel, a flora vaginal de mulheres saudaveis em
idade feértil é, geralmente, dominada por espécies do género Lactobacillus,
nomeadamente L. crispatus, L. jensenii e L. gasseri, razdo pela qual correspondem
aos microrganismos mais estudados em probiose vaginal [21, 23-25]. No corpo
humano os lactobacillus podem colonizar essencialmente trés regiées anatomicas: a
cavidade oral, os intestinos e a vagina [26-27]. S8o conhecidas as suas capacidades
para proteger a mucosa, face ao estabelecimento de microrganismos patogénicos,

mediante diferentes mecanismos complementares, como por exemplo:

a) Adesao especifica ao epitélio vaginal, impossibilitando a aderéncia por parte
dos restantes microrganismos [21, 24];

b) Producéo de bacteriocinas e compostos antimicrobianos [21, 26];

¢) Producéao de perdxido de hidrogénio (H,0,) [24, 26];

d) Producédo de 4cido lactico [26];

e) Co-agregacdo com 0s microrganismos patogénicos, o que potencia o seu efeito

microbicida [21].



A Figura 3 resume de forma sucinta os mecanismos de ac¢ao propostos para 0s

lactobacillus:
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Figura 3 - Mecanismos de accdo de microrganismos pr  obiéticos no trato urogenital (adaptado de
[28]).

Quando os lactobacillus se encontram em menor nimero, ou mesmo ausentes da
flora vaginal, outros microrganismos, como as bactérias anaerdbias, comecam a
multiplicar-se [26, 29-30]. Deste modo, apesar dos mecanismos de accdo contra
bactérias patogénicas existirem, muitas vezes a flora vaginal é recoberta e sofre os
efeitos indesejaveis de determinados microrganismos, originando vaginoses
bacterianas, vaginites por Candida spp., tricomonioses e ITU [20, 24]. Muito raramente
0os lactobacillus podem originar patologia, invariavelmente em individuos
imunodeprimidos.

A maioria dos lactobacillus da flora vaginal habita no ambiente intestinal, o que
sugere que o trato entérico pode actuar como reservatério. Na realidade, os
lactobacillus encontram-se numa concentracdo de 10°-10° UFC/g de fluido vaginal
[20]. Contudo, as frequéncias encontradas no ambiente vaginal sdo muito diferentes
das que ocorrem na porc¢do final do tubo digestivo. As diferengas mais notaveis séo o

facto de os lactobacillus serem dominantes na vagina, ao ponto de serem
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praticamente exclusivos em determinadas situacdes. Pelo contrario, sdo minoritarios a
nivel intestinal, ndo aparecendo sempre e, quando o fazem, surgem numa proporcao
nunca superior a 1 %. Em geral, a percentagem no exsudado vaginal que apresenta
predominancia de lactobacillus é superior a 70%. Por outro lado, as bactérias Gram
positivas ou Gram negativas anaerbbicas estritas dos grupos Clostridium-Eubacterium,
Bacteroides-Prevotella, respectivamente, as quais dominam no ambiente intestinal,
aparecem muito esporadicamente na vagina [21].

Os trés principais mecanismos de acc¢ao dos lactobacillus podem ser resumidos do

seguinte modo:

a) Producéo de Acido Léactico

Tal como referido anteriormente, o pH fisiol6gico da vagina de uma mulher em
idade fértil é de aproximadamente 4 [31-33]. Quando o pH vaginal é extremamente
acido, as células epiteliais tornam-se mais vulneraveis a citélise, designada vaginose
citolitica, a qual pode originar sintomas como queimaduras e corrimento abundante
[31]. Teoricamente, muitas situacdes ndo infecciosas podem alterar o pH normal da
vagina, tais como a menstruacao, as relacdes sexuais ndo protegidas com deposicéo
de sémen e o0 uso de antibidticos ou antifungicos. Nestas situa¢cdes, o aumento do
valor de pH deve ser seguido por um exame microscépico e/ou cultura celular de
modo a confirmar o diagndstico presumido, evitando deste modo o tratamento com
antibioticos [31].

O ambiente acido inibe parcial ou totalmente o desenvolvimento da maioria das
bactérias provenientes do trato digestivo e de origem ambiental, sendo um mecanismo
de proteccdo da mucosa vaginal extremamente eficaz [32, 34]. O composto que esta
na origem deste valor de pH vaginal acido é o acido lactico, produto final do
metabolismo fermentativo dos glucidos, levado a cabo pelos lactobacillus, residentes
na vagina e pelas células epiteliais [21, 32]. As células vaginais tendem a acumular
glicogénio, especialmente durante o periodo compreendido entre a menarca e a
menopausa, pelo que se considera que este esteja na origem da acidez vaginal.
Pensa-se que, ap6s hidrélise do glicogénio, a glucose seja metabolizada a acido
lactico. Nao h& evidéncias de que a degradacgédo de glicogénio seja uma caracteristica
geral destas bactérias. E provavel que o glicogénio vaginal seja degradado a glucose
pelas proprias células vaginais epiteliais e o papel dos lactobacillus se limite apenas a
fermentacdo deste acucar para originar o acido lactico, responsavel pela proteccéo a

colonizacao por microrganismos indesejados.
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Como sustentacdo desta hipétese, esta o facto de na vagina aparecerem dois
isémeros (L e D) do acido lactico em proporgbes semelhantes. A formagédo de ambas
as formas quirais € uma das caracteristicas do Lactobacillus spp., ao contrério das
células vaginais epiteliais, as quais apenas originam o isomero L [35].

Figura 4 - Representacdo de lactobacillus (bastonet es azuis), num epitélio vaginal colonizado por

leveduras (cinza), enterococos (azul), e uropatdogen ios (vermelho) (adaptado de [6]).

b) Produc&o de metabolitos Antimicrobianos e Biossu rfactantes

A producao de peroxido de hidrogénio (H,O,) é comum entre certas espécies de
lactobacillus como L. crispatus e L. jensenii, enquanto noutras espécies como L.
fermentum e os lactobacillus que habitam preferencialmente no intestino (como L.
plantarum e L. casei) é praticamente nula [24, 36]. O efeito bactericida provém da sua
capacidade oxidante e da geracdo de metabolitos como o radical hidroxilo (OH"), que
danificam a integridade do acido desoxirribonucleico (ADN) celular. Este efeito é
potenciado pela mieloperoxidase e por radicais livres como o ido cloreto (CI), os quais
sdo abundantes nas secrecdes bioldgicas e cuja concentracdo elevada no muco
uterino é especialmente pertinente, sobretudo durante a ovulacéo [21, 37].

Além disso, as bactérias lacticas produzem uma variedade de bacteriocinas, como
por exemplo a nisina. Estas substancias sdo moléculas anfipaticas que originam a
abertura dos poros das membranas e inclusive a lise celular, uma vez que algumas se
unem ao lipido Il da parede (o mesmo que é reconhecido pela vancomicina) [38].
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Por outro lado, existe igualmente uma producdo por parte destas bactérias de
agentes tensioactivos. Trata-se de compostos anfifilicos que diminuem a tenséo
superficial, favorecendo a solubilizacdo de substancias hidrofobicas. Estdo descritos
dois agentes tensioactivos produzidos, respectivamente, por uma estirpe de L.
acidophilus e outra de L. fermentum, os quais inibem a adeséo de E. faecalis e de E.

coli, mas ndo de C. albicans a goma siliconada de cateteres [13, 30, 39-40].

c) Estimulac&do do sistema imunitario

A administracdo oral de probioticos, sobretudo para efeitos terapéuticos
intestinais, tem sido associada a um aumento de imunoglobulinas séricas (IgM e IgA) e
de actividade fagocitaria de macrofagos [41-42]. O efeito estimulador dos probidticos
na mucosa e no sistema imunitério, e os seus efeitos imunomodeladores sugerem que
0s probidticos podem igualmente conduzir ao desenvolvimento de vacinas. Este facto
€ suportado por estudos que demonstraram uma actividade adjuvante e um aumento

da resposta imune quando administrados por via oral [41, 43].

Desequilibrios ecolégicos vaginais e patologia infe cciosa

Em determinadas situacfes, a concentracdo vaginal de lactobacillus é inferior aos
niveis necessarios para exercerem os efeitos de proteccdo supracitados [24]. Estas
circunstancias sdo normalmente aproveitadas por microrganismos que se encontram
habitualmente na vagina saudavel, bem como por microrganismos exdgenos, para
proliferarem até se tornarem dominantes, comportando-se assim como patogénios
oportunistas. Os quadros que se associam a diminuicdo de lactobacillus no epitélio

vaginal sdo quatro:

1. Vaginose bacteriana, cujos agentes etiolégicos mais habituais sdo Gardnerella
vaginalis, Mycoplasma hominis, Prevotella e Peptostreptococcus [6, 23, 44-45]
2. Candidiase, originada por C. albicans (em 85% dos casos), C. glabrata e C.
tropicalis [46-47];
Tricomonioses, consequéncia da proliferacdo de Trichomonas vaginalis
UTI, causadas sobretudo por enterobactérias de origem intestinal (a
Escherichia coli € responséavel por cerca de 80% dos casos), apesar de em
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algumas situacbes serem responsaveis cocos Gram positivos como o

Enterococcus faecalis

A diminuicdo da concentracdo hormonal também contribui para a inibicdo do
desenvolvimento de lactobacillus, sendo igualmente benéfica para alguns potenciais
microrganismos patogénicos. Por exemplo, os estrogénios favorecem a adesdo de
Candida ao epitélio, bem como a proliferacdo de T. vaginalis, ao ponto de este se
desenvolver na vagina de recém-nascidas, devido as hormonas recebidas via
placenta. Esta flora desaparece poucas semanas, a medida que sdo metabolizadas as
hormonas. Por outro lado, o periodo menstrual, bem como o sémen, tém um pH
préximo da neutralidade, circunstancia em que os lactobacillus tém dificuldade em
crescer [48-49]. Neste ultimo caso, 0 grau de acidez protector leva algumas horas a
voltar aos valores ideais [48-49]. O uso de tampdes durante periodos prolongados
ajuda igualmente na manutencao de um pH excessivamente elevado [21].

Assim, se juntarmos estes dados ao facto de uma das caracteristicas da
vaginose e da tricomoniose ocorrer a um pH superior a 4,7, poderiamos postular que a
diminuicdo da acidez vaginal € um dos factores que predispdem a proliferacdo
excessiva de oportunistas patogénicos [21].

A alcalinizacdo do ambiente vaginal pode ndo ser apenas a causa, se nao
mesmo a consequéncia, para o desenvolvimento excessivo de alguns patogénicos.
Por exemplo, G. vaginalis e T.vaginalis apresentam uma potente actividade
descarboxilase, originando aminas biogénicas, as quais (& parte do seu efeito
anafilatico) originam um aumento do pH, favorecendo o crescimento destes
patogénios e a inibicdo dos lactobacillus. Além disso, as aminas sao responsaveis pelo
odor putrido, tipico da secrecdo, o qual aumenta com a adicdo de hidroxido de
potéssio a 10%, e que constitui outro sinal de diagndéstico relevante [34].

A descarboxilacdo dos amino&cidos origina diéxido de carbono, o que pode
favorecer a infeccdo por bactérias anaerdbias como Prevotella e Peptostreptococcus
[21]. Constata-se ainda que tanto os dispositivos intra-uterinos como os espermicidas
inibem o desenvolvimento dos lactobacillus, favorecendo o desenvolvimento de
situacBes de vaginoses e vaginites [50].

Os quadros derivados da diminuicdo de lactobacillus vaginais parecem induzir
complicacbes importantes. Apesar das ITU ndo serem propriamente genitais, a
colonizacao vaginal por parte das bactérias que causam a patologia, cujo reservatorio
€ o intestino grosso, parece ser um passo intermédio essencial na sua migracao para

a regido periuretral e, posteriormente, para a vagina [51]. Chegou-se deste modo a
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conclusdo que a frequéncia de ITU é inversamente proporcional a presenca de uma
flora normal, dominada por lactobacillus, na vagina de mulheres saudaveis.

As ITU sdo normalmente precedidas pela colonizacdo vaginal por parte de
patogénicos urindrios. Assim, pode igualmente explicar-se porque sdo predominantes
estes quadros em mulheres pds-menopausa, as quais perderam grande parte dos
lactobacillus vaginais e sdo, por isso mesmo, mais susceptiveis a E. coli e outras
enterobactérias [52]. Explica igualmente a relacéo entre a reducao de ITU e a terapia
de substituicdo neste grupo de pacientes, onde se induz a recolonizagdo da mucosa
com Lactobacillus spp.[53].

A crengca de que a administracdo de bactérias em grandes quantidades
causaria o0 seu depdsito sobre a mucosa, veio demonstrar-se extremamente optimista,
uma vez que um dos pressupostos mais basicos dos ecossistemas complexos, a
homeostasia, foi esquecido. Cada membro da comunidade tem um papel
complementar a todos o0s restantes 0 que, na pratica, impede a substituicdo de
qualquer membro autdctone por organismos que se administram a partir do exterior
[54]. Contudo, o0 ecossistema vaginal é muito menos complexo do que o ecossistema
intestinal e os lactobacillus sdo dominantes pelo que, em principio, deveria ser mais
facil promover a reposi¢cado de uma flora normal apés um processo patoldégico ou como
consequéncia de um tratamento quimioterapico.

O recurso aos antibidticos acabaria por colocar esta préatica fora de uso. Em
meados de 1970 comecou a evidenciar-se que 0s tratamentos apenas com
antibiéticos eram parcialmente ineficazes, com altas taxas de recidivas. Tal obrigava,
em certos casos, ao uso profilactico continuo de quimioterapicos, os quais induziam o
aparecimento de efeitos secundarios e a seleccdo de mutantes resistentes. Todas
estas razles fizeram renascer o interesse na terapia de reposicdo microbiana. Nao
parece, contudo, que a veiculagdo de lactobacillus tenha dado resultados satisfatorios
até muito recentemente. Esta falta de éxito podia estar motivada por uma seleccéo
deficiente de estirpes (em alguns casos teriam origem ambiental, lactica ou animal) e o
facto de quase sempre se administrar uma Unica estirpe o que, provavelmente, ndo
proporcionava as combinacdes necessdrias para que se gerasse um ecossistema
maduro, em que 0S seus componentes estabelecessem uma relacédo a longo prazo
entre si e o hospedeiro.

Com efeito, o recurso a antibidticos tem vindo a conduzir a resultados pouco
animadores no tratamento de vaginoses bacterianas, recorrendo-se assim a novas
terapias, as quais incluem a recolonizacdo da flora vaginal com lactobacillus

veiculados através de oOvulos [6]. Ndo ha estudos que demonstrem as taxas de
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recorréncias de vaginoses bacterianas em mulheres cujos parceiros foram tratados
com uma multiplicidade de regimes antibidticos que incluem metronizadol e
clindamicina por via oral (excepto no caso de transmisséo sexual) [6].

A maior parte dos trabalhos realizados nos ultimos anos para seleccionar
estirpes com propriedades probidticas partiram de amostras vaginais, em geral
provenientes de mulheres saudaveis. Logicamente, esta origem aumenta a
possibilidade de adesdo das células & mucosa, o que facilita a sua implantagéo, bem
como a sua capacidade de coagregacdo com patogénios habituais, para maximizar o
efeito do &cido lactico, do peroxido de hidrogénio e de outros agentes antimicrobianos
sobre eles.

Contudo, nenhuma destas propriedades manifestadas in vitro garante uma boa
implantacdo e antagonismo frente aos microrganismos ndo desejados. Por isso, é
necessario levar a acabo ensaios clinicos bem desenhados para avaliar
adequadamente o potencial das estirpes candidatas a tornarem-se probidticos

urogenitais [21].

Seleccéo e Estudo de Estirpes Probidticas

No final dos anos 90, a espécie L. acidophilus era considerada a espécie
dominante na vagina, contudo, técnicas recentes, subdividiram esta espécie num
grande numero de geno-espécies [48]. Actualmente, a maioria dos estudos foca-se na
caracterizacdo da flora microbiana encontrada em vaginas de mulheres adultas (idade
entre os 18 e os 35 anos). Estes estudos comprovaram a existéncia de uma
abundante composicdo de bactérias Aacido-lacticas (LAB). As espécies mais
frequentemente encontradas em todas as mulheres a nivel mundial foram L. crispatus,
L. gasseri, e L. jensenii. [26, 55-58]. Diferentes estudos moleculares conduziram
também frequentemente a deteccdo de L. iners e Atopobium vaginae [59-60]. O
género Atopobium é constituido por bactérias anaerébias, Gram positivas, de forma
eliptica, as quais produzem uma maior quantidade de acido lactico [60].

Num estudo recente, Yamamoto et al. procederam a andlise da composicao e
estrutura da flora vaginal em jovens adolescentes [61]. Com efeito, a flora bacteriana
vaginal de 90 adolescentes no periodo p6s menarca, com idades compreendidas entre
0s 13 e os 18 anos, foi caracterizada recorrendo a analise do polimorfismo de

fragmento de restricdo terminal (T-RFLP) de genes 16S rRNA [61]. Foram
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identificados quarto clusters principais que contabilizam 96,7% da populagdo. Em
geral, estes clusters podem ser divididos em Lactobacillus spp. e uma variedade de
bactérias produtoras de &cido lactico e bactérias anaerdbicas, como Atopobium
vaginae e Streptococcus spp. As semelhancas encontradas na composicao da flora
vaginal em adolescentes no periodo pré-menarca e na mulher adulta sugerem que
esta ndo se altera significativamente apds o aparecimento da menstruacéo [61]. Neste
estudo, as bactérias produtoras de &cido lactico L. iners e L. crispatus constituiram
50% dos isolados de amostras de fluido vaginal. De facto, um elevado numero de
amostras era unicamente constituida por L. iners e L. crispatus. Foi igualmente
reportada a presenca de espécies produtoras de perédxido de hidrogénio, L. gasseri e
L. jensenii, bem como de A. Vaginae. As espécies menos frequentes incluem L.
ruminis, L. oris, L. reuteri e L. vaginalis [26]. Estes resultados demonstram que a flora
vaginal é semelhante em adolescentes e mulheres adultas[61].

Ha de facto muitas hipoteses que podem explicar a auséncia de diferenca
significativa na composicéo e na estrutura vaginal. A explicacdo mais plausivel centra-
se no facto das mudancas fisiolégicas induzidas pelo estrogénio ja terem ocorrido
antes ou no momento da menarca. A partir deste momento, os niveis de estrogénio
aumentam, o que conduz ao aumento dos niveis de glicogénio vaginal, originando
uma pressao selectiva a favor de microrganismos fermentadores da glucose, como € o
caso dos Lactobacillus. Esta hipétese pode explicar a relativa predominancia de L.
iners, L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii e A. Vaginae, os quais estdo adaptados ao
ambiente vaginal, e a relativa auséncia de outras LAB.

No que diz respeito a diferencas entre racgas, 0s estudos recentemente
realizados séo claros e objectivos: ndo ha diferengas consideraveis quanto as
bactérias com maior predominancia, mas ha de facto diferencas significativas no que
toca as propor¢gdes em que estdo presentes na flora vaginal [56, 58]. Relativamente ao
valor de pH vaginal os estudos n&o sao claros: ha estudos que reportam variacdes de
pH vaginal significativas entre as diferentes racas [62] e estudos que ndo concluiram
[63].

Os resultados das pesquisas realizadas por Nam et al. demonstraram que as
LAB que constituem a flora vaginal nas mulheres coreanas sédo bastante diferentes
das que se observam nas mulheres ocidentais, em termos de prevaléncia [64]. O
mesmo se verifica para outras bactérias. Este facto pode dever-se as diferentes
caracteristicas das células do epitélio vaginal ou das LAB existentes nos produtos
fermentados que consomem, uma possivel origem para estes microrganismos [64].

Por exemplo, as LAB existentes no kimchi (um vegetal coreano fermentado) séo
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bastante diferentes das existentes nos produtos fermentados dos paises ocidentais,
como o iogurte ou as salsichas [64]. A ligacdo entre a dieta e a flora vaginal ja foi
anteriormente demonstrada, nomeadamente o facto de os probidticos administrados
oralmente aparecerem no fluido vaginal. Deste modo, Nam et al. sugerem que as LAB

existentes em determinados produtos fermentados sdo uma fonte da flora vaginal [64].

17



lll. Desenvolvimento e estudo de formulagcbes vagina is de
probidticos

As infecgfes vulvovaginais sdo a razdo mais frequente pela qual as mulheres
procuram a ajuda de um profissional de saude [31]. Ao mesmo tempo, as infec¢des
vulvovaginais encontram-se no centro de um negd6cio multi-milionario que tem como
mecanismo principal a venda de medicamentos ndo sujeitos a receita médica para
auto-tratamento [31]. Um diagndstico apropriado, realizado por um profissional de
saude qualificado permitira um tratamento eficaz, diminuindo custos de diagnéstico,
efeitos secundarios indesejados, bem como situagfes de ansiedade desnecessarias
[31].

A capacidade de absorcdo vaginal € vastamente conhecida, pelo que este
6rgao pode funcionar na veiculacdo de farmacos a nivel sistémico, oferecendo uma
entrada directa na corrente sanguinea e, possibilitando o contorno do metabolismo
hepético e gastrintestinal [31]. Com efeito, o recurso a via vaginal como forma de
administracdo de substancias activas recebeu recentemente muita atencéo,
principalmente devido aos agentes terapéuticos que sao objecto de efeito intenso de
primeira passagem a nivel hepatico, tais como as proteinas terapéuticas e os péptidos
[31]. Véarios compostos farmacologicamente activos, que sdo metabolizados quando
administrados por via oral, como a progesterona ou o estrogénio, foram veiculados por
via intravaginal para alcancar uma maior actividade sistémica.

Uma pequena pesquisa realizada para avaliar as preferéncias das mulheres
em relagdo ao uso de medicamentos intravaginais, apresentou uma visao positiva do
mercado para este tipo de produtos [31]. Os produtos actualmente disponiveis incluem
contraceptivos vaginais, antifingicos, antibiéticos, detergentes, desodorizantes e
lubrificantes, podendo ser formulados na forma de comprimidos, cdpsulas, cremes,
supositorios, espumas, filmes, solugdes, pomadas e géis [31].

O desenvolvimento de formulagbes vaginais com probioticos levanta assim
enormes desafios tecnoldgicos, desde a seleccdo e caracterizagdo das estirpes com
melhores propriedades terapéuticas, passando pela seleccdo dos processos e
excipientes mais adequados para a producdo em larga escala, até a obtencdo da
forma farmacéutica final. Em todo o processo de producdo e armazenamento (até 2
anos de validade) devera ser mantida a viabilidade celular e a capacidade probiética

das estirpes. Um rigoroso controlo de qualidade deve assegurar a eficacia e
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seguranca do produto obtido. Contudo, a sua utilidade no panorama terapéutico s6
pode ser determinada pela realizagdo de ensaios clinicos de grande rigor e dimensao.
Este aspecto, por si sO, condiciona todas as opcdes desde a pré-formulagdo a
obtencéo do produto final adaptado ao tipo de administracéo.

O estudo da via oral para administracdo de probidticos, e a tecnologia que Ihe
esta associada, tem sido, sobretudo, explorada pela industria alimentar para o
desenvolvimento de probidticos nutricionais, impulsionando muita da investigagcéo
relacionada com a potenciagéo da viabilidade celular dos microrganismos. Neste caso,
0s principais desafios que se levantam do ponto de vista tecnolégico relacionam-se
com a promocdao da estabilidade das formulacdes ao longo das condi¢gbes extremas de
pH, motilidade e ac¢cdo de sais biliares, as quais caracterizam o trato gastrintestinal.
Contudo, a estabilidade (prazo de validade) pretendida para um produto nutricional
muito inferior a exigida para medicamentos.

De modo resumido, uma formulacéo de libertacdo de probiédticos a nivel vaginal

deve:

e Apresentar um longo de tempo de retencdo de modo a maximizar a libertacédo
de probidticos;

» Apresentar uma libertagdo adequada no conteddo vaginal, de modo a que
ocorra a colonizagéo nos diferentes locais da vagina;

« Na&o causar danos na mucosa vaginal e na microflora vaginal,

» Apresentar uma forma de fécil administragéo;

« Nao causar desconforto ao paciente [65];

Encontram-se comercializadas no mercado internacional diferentes tipos de
formulacdes para libertacdo vaginal de probidticos. Contudo o maior grupo de
libertacdo de probidticos vaginais consiste em liofilizados compactados em
comprimidos ou encapsulados numa base de gelatina. Também se encontram
comercializados tampdes impregnados de lactobacillus [65].

Os estudos mais antigos que envolvem a utilizacdo vaginal de probiéticos datam
dos anos 90. Nessa época Reid e 0s seus colaboradores analisaram a recorréncia de
ITU em mulheres a quem foram administrados Ovulos com probidticos [66]. As
conclusdes foram satisfatérias: apdés a administragcdo dos ovulos apenas 21% das
mulheres apresentaram recorréncias de ITU, contra os 47% que se observaram em

mulheres que tinham administrado placebo [66].
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Estudos posteriores de Baerheim et al. [67] viriam a demonstrar o contrério, pelo
gue a eficicia do uso de évulos com probiéticos se manteria inconclusiva. Uma das
possiveis causas para estes resultados, menos positivos, poderd ter sido o facto de os
autores utilizarem como estirpe na formulagdo dos 6vulos, Lactobacillus casei, a qual
nao seria de todo a mais adequada para administracéo vaginal.

Por outro lado, estudos recentes tém vindo a demonstrar a eficacia e a seguranga
deste tipo de tratamentos. Num estudo desenvolvido por Uehara et al. [10]
demonstrou-se que Ovulos com L. crispatus GAl 98332 podem reduzir
significativamente os estados de recorréncia de ITU, sem causar complicacdes
adversas durante o tratamento. Neste estudo em particular, foi administrado a cada
paciente durante um ano, duas vezes por dia, um 6vulo contendo 1x10® UFC [10]. A
razéo pela qual este estudo se veio a demonstrar tdo promissor podera estar no facto
de se ter seleccionado uma estirpe mais estavel, isolada da vagina de mulheres
saudaveis, sendo conhecida a sua capacidade de producdo de peroxido de
hidrogénio, bem como a sua capacidade de adeséo ao epitélio vaginal [10].

De igual modo, Kaewnopparat e seus colaboradores procederam ao
desenvolvimento de évulos com uma mistura de PEG e Witepsol H15, através de
diferentes métodos de preparacéo, de modo a comparar a viabilidade de Lactobacillus
casei [68]. Os oOvulos cuja base de excipiente utilizada foi a mistura de PEG e cuja
metodologia de preparacao foi 0 método de enchimento, foram os mais indicados para
a veiculagdo de lactobacillus vaginais, no que diz respeito a rapida libertacdo e a
estabilidade microbiologica [68].

Kale et al. procederam a investigacdo e desenvolvimento de formulacdes de
Ovulos com Lactobacillus sporogenes [69]. Desenvolveram uma formulagéo
farmacéutica de 6vulos contendo Lactobacillus liofilizados e posteriormente estudaram
a performance in vivo dos 6vulos desenvolvidos, através de métodos de avaliagao in
vitro. Foram desenvolvidas trés formulacdes de Ovulos, todas recorrendo ao método
de fuséo: formulacao I, 1l e lll, contendo, respectivamente, manteiga de cacau, gelatina
glicerinada e PEG 10 000. De acordo com as caracteristicas fisicas, os 6vulos de
gelatina glicerinada apresentaram as propriedades mais satisfatorias [70].

Um estudo desenvolvido por G. Reid et al. [42] demonstrou que a ingestao por
via oral, na forma de cépsulas gelatinosas com L. rhamnosus GR-1 e L. fermentum
RC-14, numa concentracao final superior a 1x10° UCF/capsula, diariamente, durante
dois meses, ndo originou qualquer tipo de efeito secundario. Pelo contrério, a terapia
resultou num aumento significativo no nimero de lactobacillus vaginais, aliada a uma

diminuicdo de fungos e coliformes. A passagem intestinal destes microrganismos
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conduziu igualmente ao aumento da populagéo probiética vaginal [42]. Este facto pode
dever-se a ascensdo dos lactobacillus do recto para a vagina. A terapia conduziu
igualmente a uma alteracdo da imunidade da mucosa do hospedeiro (por via intestinal
ou vaginal), o que levou a uma reducdo significativa de patogénios [42]. Este estudo
permitiu assim concluir que a ingestdo diaria de estirpes probidticas seleccionadas
pode ser um modo selectivo, seguro e natural de estabilizar a flora vaginal e, deste
modo, diminuir o risco de desenvolvimento de infeccdes em mulheres saudaveis, bem
como em mulheres com tendéncia para o desenvolvimento do ITU [42].

De igual modo, estudos com diferentes formulacdes de comprimidos vaginais,
contendo diferentes estirpes bacterianas, tém vindo a mostrar-se promissores na
veiculacdo de probidticos [65, 69, 71-74].

Os ovulos apresentam determinadas vantagens em relacdo a outras formas
farmacéuticas, nomeadamente o facto de a uniformidade de massa poder ser mantida,
ser possivel a insercdo na vagina sem irritacdo e ndo requererem um grande volume
de dissolucédo para que a substancia activa seja libertada [70].

As formulacdes desenhadas devem ter em conta a exequibilidade da producao
a nivel industrial e ter elevado potencial de aceitabilidade para a populacdo a quem se
destinam. Para isso, deve ser dada especial atencéo as etapas de pré-formulacao e
formulacdo de um produto probidtico e a integracdo de conhecimentos diversos das
areas da microbiologia, quimica e tecnologia farmacéutica. Em todas as etapas de pré-
formulacdo e formulacdo de produtos probidticos impera a necessidade da
manutencdo da viabilidade celular. Este aspecto deve ser tido em conta desde a
seleccdo dos processos para a manutencdo dos microrganismos da suspensao que se
pretende incorporar, definicdo do tipo de forma farmacéutica a formular, e selecgéo
dos métodos de producéo e de excipientes adequados. Em todo o processo deve ser
avaliada a influéncia na viabilidade e manutencdo das propriedades probibticas dos
microrganismos e a sua adequabilidade a aplicagéo vaginal.

Na area terapéutica, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido do
estudo e desenvolvimento de formulacfes para o tratamento de patologias do trato
gastrintestinal sendo, contudo, escassos 0s produtos probidticos classificados como
medicamentos. Efectivamente, em Portugal apenas quatro formulagdes se encontram
registadas no Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento (INFARMED) como
medicamentos: UL-250®, formulacdo oral contendo o fungo Sacharomyces boulardii,
Lacteol® (L. acidophilus), Antibiophilus® (L. casei) aprovados com indicacdo nha
terapéutica adjuvante de diarreias e Gynoflor®, comprimidos vaginais contendo uma

associacédo de estriol (em baixa concentracdo) com L. acidophilus. Este Gltimo constitui
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0 Unico medicamento probidtico tépico, para aplicacdo vaginal, com autorizacdo de
introdugcdo no mercado portugués, nao se encontrando, contudo, comercializado. Os
restantes produtos disponiveis no mercado que alegam actividade probiética séo, pelo
exposto, classificados como suplementos alimentares pelos laboratérios que o0s

comercializam, obedecendo a legislacdo diferente da aplicavel aos medicamentos.

IV. Ovulos

Desde a antiguidade e durante muito tempo, 0s supositérios e os 6vulos foram
as formas farmacéuticas utilizadas para a administracdo de substancias
medicamentosas por via rectal e vaginal [16]. Por definicdo, os o6vulos sé&o
preparacfes sodlidas, cuja massa pode variar entre 1 e 15 g, com uma ou varias
substancias medicamentosas, destinadas a administracdo vaginal em doses unitarias
[16, 75]. A sua forma, volume e consisténcia devem ser adequados para facilitar a sua
administracdo. Os excipientes utilizados nesta preparacdo sdo o0s usados nhos
supositérios [16]. As bases gordas usam-se, ocasionalmente, quando se utilizam
farmacos de caracter lipéfilo, tornando a sua libertacdo bastante lenta. As bases
hidréfilas também s@o muito utilizadas, sendo o excipiente mais classico a mistura
gelatina-glicerina-dgua [16]. A propor¢cdo em que intervém os trés componentes pode
variar, de modo a adequar a consisténcia em funcdo da natureza do farmaco. Os
Ovulos assim preparados sdo pouco apelativos devido ao seu tamanho. Por este
motivo, tem-se vindo a recorrer cada vez mais aos excipientes a base de
polietilenoglicéis (PEG) [16]. S&o de preparacdo muito mais simples, sendo
constituidos por misturas de polietilenoglicol 1500 e 4000 ou 6000, em proporg¢des que
variam entre 60:40 e 40:60. Estas bases sdo especialmente adequadas para farmacos
muito activos, nao lipdfilos, cuja dose terapéutica € baixa [16]. A massa média ronda
0s 5 g ou menos, pelo que a sua aplicacdo é muito mais comoda. S&o sensiveis a
contaminacao e por isso podem conter conservantes [16].

Os excipientes utilizados na preparacdo de Ovulos devem permitir que a forma
farmacéutica preparada se funda na vagina a 37 °C ou se dissolva no fluido vaginal.
Além disso, devem reunir um conjunto de propriedades adequadas, nomeadamente:

» ser inécuos e bem tolerados pela mucosa vaginal, a qual € bastante

sensivel e irritavel;

* serinertes perante os farmacos administrados
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e estaveis perante a ac¢ao de agentes externos;

* apresentar uma consisténcia conveniente, ndo sendo nem muito moles
nem excessivamente rigidos ou quebradicos;

» solidificar num intervalo de tempo bastante reduzido, de modo a assegurar
a homogeneidade do évulo;

e apresentar um certo poder de retraccdo ao arrefecer de modo a facilitar o
esvaziamento do molde e devem permitir a libertacédo rapida e completa da
substéancia activa na vagina, excepto quando a sua finalidade é a libertacéo

controlada do mesmo [16].

Nem todos os excipientes reinem as qualidades descritas pelo que, em
determinados casos, é necessario recorrer a adicdo de coadjuvantes especificos que

melhorem as suas propriedades [16].

Classificacéo dos excipientes

Os principais excipientes utilizados na preparacdo de 6vulos pertencem a dois
grandes grupos: lipofilos e hidrofilos.

Os excipientes lipdfilos  séo provavelmente os mais utilizados devido ao facto
de possuirem uma ac¢do emoliente que, em parte, compensa a accao irritante de
determinadas substancias activas, uma vez que formam uma pelicula hidréfoba
protectora sobre a mucosa [16]. Devem fundir a temperatura corporal [16, 70, 75-76].

Entre os excipientes lipdfilos mais utilizados encontra-se a manteiga de cacau,
os 6leos hidrogenados e os 6leos hidrogenados dispersiveis em agua [16, 75]. Estes
ultimos obtém-se por adicdo de tensioactivos de elevado valor de EHL aos 6leos
hidrogenados. Trata-se, geralmente, de tensioactivos ndo iénicos, como € o caso do
Tween®, e de ésteres de acidos gordos com polietilenoglicis (Mirj®) [16]. Os nomes
registados com o0s quais se identificam os excipientes obtidos a partir de 6leos
hidrogenados s&o, entre outros, Massa estearium®, Witepsol®, Massupol® e
Suppocire® [75]. Estas marcas comerciais apresentam diferentes tipos de bases que
se identificam mediante letras ou letras e numeros (por exemplo, Witepsol H12,
Witepsol H15, Suppocire AM, Massa estarinum B) [75]. Cada tipo apresenta as suas
caracteristicas fisicas e quimicas préprias (indices de acidez, de hidroxilo, de iodo, de
saponificacdo, temperatura de solidificagcdo e fusdo, indice de fractura) e deve-se

seleccionar o mais adequado para cada caso particular [16, 75].
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Em linhas gerais, os excipientes hidréfilos ndo apresentam problemas de
conservacgao a temperaturas elevadas, relacionados com a consisténcia, pelo que sédo
adequados para uso em climas tropicais. Contudo, apresentam o inconveniente de ter
um certo poder de irritacdo sobre a mucosa vaginal [16]. Neste caso, utilizam-se
excipientes a base de glicerina e polietilenoglicois [16, 75].

No passado, recorreu-se muito aos excipientes de glicerina-gelatina ou gelatina
glicerinada, que consistem numa mistura de glicerina,dgua e gelatina. As gelatinas
obtém-se por hidrélise parcial do colagénio animal; quando ndo sédo preparadas por
métodos especiais sdo substancias anfotéricas, incompativeis com numerosos
farmacos do tipo iénico. Para uso farmacéutico costumam utilizar-se os seguintes tipos
de gelatina especificos: gelatina tipo A, que se prepara por hidrélise acida e é de tipo
cationico, com um ponto isoeléctrico compreendido entre 7 e 9; gelatina tipo B, que se
prepara por hidrolise alcalina e €& de tipo anidnico, com um ponto isoeléctrico
compreendido entre 4 e 7 [16].

Pode eleger-se uma ou outra variedade de gelatina consoante as caracteristicas
idnicas do farmaco a incorporar [16]. A gelatina apresenta-se normalmente na forma
de folhas ou em po; esta ultima é de melhor qualidade e mais usada em farmacia. Os
excipientes de glicerina-gelatina adequados a este tipo de formulacdo contém
habitualmente 70% de glicerina e 14% de gelatina [16]. Se as formas que se vao
preparar se destinam a paises quentes o farmaco é capaz de reduzir a consisténcia do
excipiente, e pode-se aumentar a propor¢cdo de gelatina. Quando o farmaco é
incompativel com a agua, podem utilizar-se misturas de gelatina e glicerina anidras em
partes iguais ou em diferentes propor¢des [16]. Contudo, devido a sua accao irritante
sobre as mucosas, este excipiente ndo se costuma utilizar como base de 6vulos e
supositérios [16]. A preparacdo das bases de glicerina-gelatina deve ser
extemporanea ja que, com o tempo, tém tendéncia a secar e sdo, além disso, um
excelente meio de crescimento para muitos microrganismos. Por este motivo,
frequentemente s&o adicionados antimicrobianos [16].

Por seu lado, os PEG ou “macrogéis”, podem apresentar diferentes massas
moleculares que condicionam as suas propriedades fisicas. Os de massa molecular
entre 200 e 700 sao liquidos; os compreendidos entre 800 e 1500 tém consisténcia
semi-solida e os superiores, até 6000, sdo soélidos e com aspecto de cera [16].
Combinando PEG de diferentes massas moleculares podem obter-se bases com
caracteristicas diferentes, relativamente a dureza, facilidade de dissolucdo e
capacidade de cedéncia do farmaco. De um modo geral, as bases de PEG
apresentam uma temperatura de fusdo mais elevada que a temperatura corporal. Apds
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administracdo ndo fundem, mas sim dissolvem ou dispersam nos fluidos corporais, e
tendem a ceder o farmaco lentamente. Conferem elevada viscosidade ao meio, o0 que
dificulta a difusdo dos farmacos incorporados. Nao é estritamente necessario que se
conservem no frio e sdo adequados para zonas de climas quentes. Com efeito, as
bases de PEG apresentam uma boa capacidade de retraccdo ao arrefecerem, pelo
gue ndo é estritamente necessério lubrificar os moldes, podendo contudo usar-se
parafina liquida. S&o um pouco irritantes, apesar de n&do terem o efeito laxante
caracteristico da glicerina-gelatina. O poder irritante pode ser reduzido por
incorporacdo de cerca de 20% de agua na massa. As bases de PEG apresentam
alguns inconvenientes, nomeadamente o facto de poderem ser incompativeis com
determinados farmacos (por exemplo sais de bismuto, benzocaina, fendis) e reduzirem
a actividade de alguns conservantes como os ésteres do 4cido para-hidroxibenzadico e
os derivados de aménio quaternario [16]. Também apresentam interac¢cbes com
alguns plasticos, o que limita a escolha do material de acondicionamento [16]. Os
ovulos preparados podem ser frageis, especialmente quando contém agua ha sua
composicao[16]. Isto deve-se a elevada hidrossolubilidade dos PEG, que podem
originar uma solucdo sobresaturada em 4gua e a sua posterior cristalizacéo [16]. Este
efeito pode corrigir-se mediante a adicdo de agentes tensioactivos e plastificantes. Se
o farmaco estiver disperso na massa, pode cristalizar também, o que retarda a sua

cedéncia e causa maior irritacdo na mucosa [16].

Preparacédo dos ovulos

Habitualmente os o6vulos obtém-se vertendo a massa medicamentosa,
derretida pelo calor em moldes que contém alvéolos adequados, nos quais a massa
adquire uma consisténcia sélida por arrefecimento [75]. A preparacdo da massa
implica a pesagem dos constituintes, cuja mistura se quantifica de acordo com o
volume do molde (capacidade do molde). Cada unidade deve conter uma dose exacta
da substancia activa. Devem conhecer-se as densidades aparentes dos farmacos em
relacdo aos excipientes usados, o que permite calcular com exactiddo para cada 6vulo
0 peso de excipiente necessario. Se as densidades do farmaco e do excipiente sao
iguais, a quantidade de excipiente usado é equivalente a quantidade de farmaco
adicionado. Contudo, de um modo geral, as densidades sédo bastante diferentes e

fazem com que seja necessario efectuar célculos, recorrendo aos valores da
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densidade aparente ou do factor de deslocamento (excepto no caso em que o farmaco
se doseie em percentagem) [75].

O factor de deslocamento ou factor de substituicdo (f) define-se como o peso
de excipiente, em gramas, que corresponde ao volume ocupado por um grama de
farmaco [75]. Em varias farmacopeias, e em muitos textos, existem tabelas que
indicam o factor de deslocamento de determinados farmacos relativamente aos
excipientes mais comuns [75]. No caso deste dado ndo ser conhecido, estes valores
podem ser facilmente determinados. Para isso, funde-se e enche-se em excesso 0s
alvéolos dos moldes sé com excipiente. Deixa-se arrefecer a temperatura ambiente e
retira-se 0 excesso de excipiente com uma espéatula. Colocam-se os moldes numa
camara frigorifica e quando a massa tiver arrefecido por completo retiram-se os 6vulos
dos moldes e pesam-se, anotando-se 0 seu peso em gramas (m). Prepara-se outra
massa de excipiente, numa quantidade claramente insuficiente para encher os
alvéolos dos moldes e adiciona-se o farmaco requerido. A mistura, fundida é vertida
nos moldes, deixa-se arrefecer e procede-se como anteriormente, anotando o peso
em grama (B) dos 6vulos obtidos. A diferenca entre este Ultimo peso e o de farmaco
adicionado (p) corresponde ao peso de excipiente necessario para preparar 0os 6vulos
finais. O valor de m anteriormente indicado menos o valor de (B — p) corresponde ao
excesso de excipiente deslocado pelo farmaco. Dividindo este valor por p obtém-se o

factor de deslocamento, f, expresso em grama:

¢ =m-(B-p)
P

O factor de deslocamento pode calcular-se utilizando apenas um alvéolo,
contudo o procedimento acima descrito, utilizando véarios alvéolos é mais exacto, uma
vez que o erro experimental é muito menor.

Conhecendo o factor de deslocamento do farmaco, hum dado excipiente, e se
se pretende calcular o peso de excipiente necessario para preparar um determinado
namero de oOvulos, procede-se do seguinte modo: enchem-se o0os moldes com
excipiente fundido, deixa-se solidificar por completo, separa-se 0 excesso de massa,
retiram-se os 6vulos dos moldes e pesa-se; este valor € m. Por definicdo, o factor de
deslocamento, f, multiplicado pelo peso total de farmaco, p, que deve existir nos
ovulos, equivale ao peso de excipiente deslocado pelo farmaco ( f.p ). Se subtrairmos

este valor a m obtém-se o peso de excipiente necessario para a preparacao:

Peso de excipiente necessario=m — (f.p)
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Dado que o factor de deslocamento corresponde ao inverso da densidade

aparente (d4p), pode utilizar-se a seguinte equacgéo em alternativa a anterior:

Peso de excipiente necessario = m — ( p/dgp )

Ensaios dos Ovulos

De acordo com a Farmacopeia Portuguesa 9.0 (F.P. 9.0) as “preparacdes
vaginais sado preparacdes liquidas, semi-sélidas ou soélidas, destinadas a serem
administradas por via vaginal, geralmente para uma accao local. Contém uma ou
varias substancias activas num excipiente apropriado. Podem distinguir-se varias
categorias de preparacdes vaginais: 6vulos, comprimidos vaginais, capsulas vaginais,
solucBes, emulsdes e suspensdes vaginais, comprimidos para solucBes ou
suspensfes vaginais, preparacfes vaginais semi-solidas, espumas vaginais e

tampdes vaginais medicamentosos” [77].

Igualmente, de acordo com a F.P. 9.0, os 6vulos devem obedecer aos seguintes

ensaios:

a) Controlo Organoléptico

Os Ovulos devem apresentar um aspecto homogéneo na sua superficie e em
profundidade [77]. A superficie deve ser lisa e brilhante, sem fissuras. Estas devem-se
normalmente a um arrefecimento excessivamente rapido ou ao facto de se retirarem
dos moldes prematuramente ou excessivamente tarde [77]. Nao deve aparecer

qualquer tipo de cristalizacao do farmaco na superficie [77].

b) Ensaios fisicos

No que se refere aos ensaios fisicos devem controlar-se os seguintes parametros:

« Uniformidade de massa: deve executar-se o0 ensaio da F.P. 9.0 para as

formas soélidas que se apresentam em dose unitaria.
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» Controlo da dureza: a dureza deve ser adequada para permitir uma correcta
manipulacdo no momento de acondicionamento e uso. O ensaio consiste em
determinar a pressao de ruptura da forma farmacéutica a uma temperatura pre-
determinada. Na realidade, o controlo da dureza € um ensaio de fragilidade ou
resisténcia a ruptura da forma farmacéutica.

« Tempo de desagregacao: € um ensaio de fusdo ou dispersdo, de acordo com
0 excipiente utilizado na preparagédo da forma farmacéutica. Realiza-se num
banho de agua a uma temperatura constante de 36-37 °C. Submerge-se o
o6vulo no banho e submete-se a uma ligeira agitacdo. Para realizacdo deste
ensaio utiliza-se o equipamento representado na Figura 5, o qual serve
igualmente para determinar o tempo de desagregacdo de supositérios e de
outras formas solidas unidose, rectais ou vaginais. E constituido por um
cilindro, aberto dos dois lados, de vidro ou plastico transparente, com uma
espessura adequada, em cujo interior se fixam as placas metalicas na posicao
horizontal, presas ao cilindro por trés ganchos e separadas entre si por uma
distancia de 30 mm. Estas placas séo perfuradas por 38 orificios de 4 mm de
didametro dispostos de forma circular a volta do orificio central (1, 6, 12, 21
orificios em cada anel, respectivamente). Este equipamento utiliza-se para
apenas uma amostra. Para a realizacdo do ensaio, 0 equipamento acima
descrito é introduzido num banho, com de 4gua a 36 — 37 °C. O banho contém
um agitador lento e um dispositivo que permite manter o cilindro 90 mm abaixo

da superficie da agua, invertendo a sua posi¢do sem ser retirado da agua.

[o1s )

30

[ 15|

Figura 5 - Aparelho para a desagregacéo dos suposit  6rios e dos 6vulos (dimens8es em milimetro)
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O ensaio realiza-se com trés unidades e considera-se correcto se as trés
unidades se desagregam no tempo correcto. A desagregacdo considera-se terminada
quando:

» H& uma dissolugdo completa da forma farmacéutica;
» Os produtos de desagregacao saem totalmente através dos orificios da
placa inferior ou ascendem pela placa superior;

* Quando nenhuma matéria sélida permanece entre as placas perfuradas;

c) Ensaio de controlo de novas formulacdes

Quando se prepara uma nova formulacdo, deve fazer-se um seguimento, ao
longo do tempo, dos controlos indicados, especialmente das caracteristicas fisicas da
forma farmacéutica e da libertacdo in vitro do farmaco ou farmacos incorporados [77].
Para isso, armazena-se um lote de évulos a temperatura ambiente, considerando-se
como tal 25 = 3 °C e outro lote a 4 °C [77]. Efectuam-se 0s ensaios a tempos regulares
durante um més, trés meses, seis meses, um ano e dois anos, controlando-se
variacbes do aspecto fisico (as quais ndo devem ocorrer), do ponto de fusdo e de

ruptura, estabilidade da substancia activa e caracteristicas de cedéncia [77].

Formulac6es Comerciais

No mercado internacional estdo disponiveis diferentes produtos, para
administracdo oral ou topica, que alegam actividade probidtica e, consequentemente,
accao terapéutica na regularizagdo do ecossistema vaginal [78]. Em Portugal ndo se
encontra comercializada até ao momento qualquer formulagédo referente a évulos
probiéticos. A Tabela | sumaria alguns produtos comercializados internacionalmente
na forma farmacéutica ovulos.

Uma analise detalhada a tabela permite constatar que a origem da estirpe
bacteriana utilizada € omissa, mas é referida clara e objectivamente a estirpe utilizada,
a quantidade de UFC por o6vulo, as condicbes de armazenamento, as indicacfes
terapéuticas e a posologia [79]. Ha, contudo, que ressalvar as questbes legais e
regulamentares. Embora existam orientagcdes quanto a escolha de determinadas
estirpes probidticas e a avaliacdo da sua eficacia e seguranca, ainda ndo ha um
consenso internacional de regulamentacdo, no que diz respeito aos produtos

29



farmacéuticos [79-80]. E ainda necessario muito trabalho antes de se poder dar
credibilidade as alegacdes de eficacia sobre o uso de produtos probioticos na saude
humana [79]. Torna-se, assim, urgente a uniformizacdo de procedimentos
regulamentares internacionais para as alegacfes de saude para probioticos, de modo
a garantir um adequado fabrico, manipulagéo e rotulagem [79]. Com efeito, segundo
Nader-Macias et al. [79] ha questbes fundamentais que devem ser respondidas:
» A eficacia dos probidticos depende do género, espécie e estirpe especifica. A
sua eficacia, bem como as suas propriedades, sdo mantidas ao longo de todo
0 processo de fabrico?
« E benéfica a complementacéo de LAB com péptidos, vitaminas, antioxidantes,
prebioticos, ou outras substancias?
e Qual o melhor desenho de formulacdo a ser administrado pela via oral ou
local?
« Quais sdo os regulamentos e as regras de rotulagem desses produtos? Devem
ser incluidos como medicamentos, ou como complementos, quando

administrados por via oral?
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Tabela | - Produtos probidticos disponiveis no mercado internacional para reequilibrar o ecossistema vaginal (adaptado de [79]).

Produto Dose
Comercial/ Células Viaveis, recomendada Condicoes de Excipientes Indicacdes
Fabricante Estirpe e Origem /Tempo de Armazenamento
(Pais) tratamento
. 107-10® UFC de L. Restauracio e
Vagiflor ®, . . . - -
acidophilus por grama de Refrigeragao - manutencdo da flora
Asche AG, p . Lipidos .
6vulo 1/dia (2-8°C) vaginal normal e pH
Alemanha
Restauragéo do
Lactinex® 10°- 10° UFC de L. 1/ dia durante 6 Refrigeracao '?’?gtsasr‘:ws;en?;a vagmg:e.
! Acidophilus e L. helveticus | a 12 dias gerag Dioxido de . ~ L
Omega ) . (4-8C) . infeccBes vaginais
. (bulgaricus) por 6vulo silicone .
(Argentina) Witepsol S55 por C. albicans e G.
P vaginalis
8 z .z . -
8 x 10° células viaveis de _ . D|c.)>.<|do de Restauraco e
. L. 2/ dia (manha e silicone x
Tropivag® rhamnosus Lcr35® noite) durante 7 Glicerideos proteccao do
Finadiet (Doderlein’s bacillus) por dias Refrigeragdo (4-8T) sélidos sintéticos ecossistema _vaginal
(Argentina) vulo P contra agressdes ndo
hormonais
No congelador (sem Concentrado de
e [ a0t ceas vaves ge 1| I perode | Imie) B4 meses | Alm s | Resuagzo
CandaclearTM, [ acidophilus CUL 21 e CUL . i emng ' e manutencdo da flora
. inespecifico. a temperatura | essencial de rosa .
Pharmax 60 por 6vulo bi ) lietil licol vaginal
(Canada) ambiente; 3-4 | e polietilenoglico
semanas a 32-37C
Refrigeracio: 1 Extracto de Allium
1/ dia; periodo geracao, sativum (alicina), <
; - semana a . X Manutencéo da flora
8 4 A inespecifico de 6leo essencial de .
IntrafreshTM, 10" células viaveis de temperatura vaginal normal.
- . . < tratamento ; . rosae
BioCare (UK) L. acidophilus por 6vulo ambiente; - .
polietilenoglicol
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V. Liofilizagéo

Um dos problemas que sempre preocupou o0s investigadores € a estabilidade
dos produtos biolégicos, quimicos e alimentares, os quais, ao desnhaturarem, ndo
permitem a sua conservagdo sem que as suas qualidades originais sejam alteradas.
Como factores que afectam estas substancias pode-se assinalar os microrganismos, a
agua, as enzimas, 0 oxigénio, a temperatura, entre outros. O ideal seria conservar um
produto e encontra-lo absolutamente idéntico no momento de ser utilizado, contudo tal
€ praticamente impossivel.

Entre as técnicas modernas, talvez a liofilizacdo seja a que mais vantagem
aponta nesse sentido. A liofilizacdo é um processo de dissecacdo onde 0 solvente, em
geral a agua, é primeiro congelado e posteriormente eliminado por sublimacdo em
Vacuo.

A primeira etapa do processo de liofilizagéo € a pré-congelacao [81]. O produto
€ congelado a temperaturas muito inferiores ao ponto de congelagdo, de modo a
assegurar que se encontra no estado solido [81]. A congelag&o deve ser feita abaixo
do ponto triplo da 4gua (temperatura a qual toda a agua no interior do produto se

encontra no estado solido), tal como demonstra a Figura 6:

"]

Liquig

b———

Sofid

Pressure

Vapour

e ...

Tempergture

Figura 6 - Diagrama de fases da agua (adaptado de [ 82]).

32



E desejavel que o arrefecimento seja rapido, de modo a originar pequenos
cristais de gelo nos microrganismos [82].

O segundo passo do processo de liofilizacdo € a secagem priméria. Neste
passo ocorre a remocgdo dos cristais de gelo por sublimagdo. A sublimacdo é um
processo que conduz ao do produto seco. Durante este estado a temperatura do
produto deve oscilar entre a temperatura de congelacdo e a temperatura de
evaporacdo do produto. De seguida, a temperatura aumenta consideravelmente e a
pressdo é reduzida. Contudo, o produto mantém bastantes ligacdes de agua no seu
interior [82].

O estadio final do processo de liofilizacdo é a secagem secundaria, a qual
remove as ligacdes finais de agua por dessorcéo [82].

De um modo geral, as principais vantagens da liofilizacdo séo:

« Atemperatura a que € submetido o produto esta abaixo da que pode alterar as
substancias menos estaveis;

» Devido a baixa temperatura a qual se opera, a perda de constituintes volateis é
minima;

* Uma vez que o produto é conservado no estado congelado durante todo o
processo, ndo ocorre formacdo de espuma ou borbulhas, as quais originariam
desnaturagdo das proteinas;

* O soluto permanece uniformemente disperso e distribuido, sem sofrer
concentracdo nem tendéncia de coagulacao;

« O produto liofilizado consta de uma estrutura entrelacada, apresentando-se
sélido, bastante poroso e ocupando essencialmente o mesmo espaco total que
ocupava a solucdo inicial. Como resultado destas caracteristicas a sua
solubilidade € elevada e completa.

e O produto final obtido possui uma percentagem muito baixa de humidade,
podendo chegar a ser inferior a 0,5%.

» O desenvolvimento bacteriano e as variagfes enzimaticas nao podem ocorrer
nem durante o processo de liofilizagdo nem quando o produto esta seco;

 Dado que durante todo o processo de sublimacdo se efectua um elevado
vacuo, o qual pode ser conservado uma vez liofilizado o produto, a quantidade
de oxigénio presente € nula, pelo que os compostos facilmente oxidaveis se

encontram protegidos.
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Todas estas particularidades podem resumir-se numa estabilidade 6ptima, uma
solubilidade elevada, rapida e completa, uma conservagdo ilimitada, uma boa
proteccao contra as influéncias externas nocivas e uma rapida disponibilidade de uso.

A nivel industrial, os concentrados de microrganismos probidticos devem ser
mantidos e utilizados directamente ou activados por sucessivas subculturas até se
atingir a concentracdo necessaria para inoculacdo dos fermentadores [83]. Deste
modo, obtém-se um nimero de microrganismos suficientes para incorporacdo nha
formulacéo [83].

Apesar de muitas bactérias e esporos apresentarem resisténcia ao processo de
liofilizacdo sem recurso ao uso de crioprotectores, a presenca destes aumenta
significativamente a sua taxa de sobrevivéncia [84]. A justificacdo do recurso a
crioprotectores tem por base o facto do processo de liofilizacdo envolver o
congelamento das culturas microbiolégicas, seguido da remocdo de agua a
temperaturas de congelamento e reduzida pressdo [85]. Tal como ja foi referido,
durante o processo de congelamento a agua é removida do material biolégico por
sublimagao.[85]. Em presenca do crioprotector, o dano feito na membrana celular nas
bactérias procariéticas é minimizado, uma vez que a agua € sublimada passando
directamente do estado soélido ao estado gasoso [85].

Os aditivos crioprotectores usados no processo de congelacdo de
microrganismos (como virus, bactérias, fungos, algas ou protozoarios) inclui uma
enorme variedade de compostos, mais simples ou complexos, onde apenas uma
pequena percentagem tem proporcionado resultados positivos. Dentro desta gama de
compostos encontra-se o dimetilsulfoxido, o glicerol, a albumina sérica, o leite em po,
a peptona, o extracto de fungos, a glucose, a sacarose, o metanol, a
polivinilpirrolidona, o sorbitol e o extracto de malte [83-84].

Os crioprotectores utilizados em microbiologia podem ser classificados em trés
categorias: substancias que penetram rapidamente nas células (como &lcoois
monovalentes, amidas e sulfoxidos); substéncias que penetram lentamente nas
células (como o glicerol) e substancias sem capacidade de penetracdo nas células
(como mono, oligo e polissacarideos, sorbitol, proteinas e polietilenoglicol) [84]. Os
mecanismos pelos quais exercem a sua actividade crioprotectora estdo intimamente
ligados com a natureza do composto, sendo que substéncias com capacidade de
penetracao na célula tornam a membrana mais plastica e ligam-se a agua intracelular,
prevenindo a desidratagdo excessiva e a formacdo de grandes cristais de gelo no
espacgo intracelular. Pelo contrario, os crioprotectores ndo permedveis tém a

by

capacidade de formar uma camada viscosa a superficie da célula, promovendo o
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efluxo parcial da &gua intracelular, inibindo o crescimento de cristais de gelo e
mantendo a estrutura de gelo amorfa na proximidade da célula [84]. Efectivamente,
pés de microrganismos liofilizados podem ainda incorrer em perda de viabilidade
durante o periodo de armazenamento e durante a etapa critica de rehidratacdo, uma
vez aplicada a forma farmacéutica. A incorporacdo de excipientes com actividade
protectora e prebidtica na formulagcdo é essencial para assegurar o conteudo do
produto (viabilidade e manutencdo de propriedades probidticas) ao longo do tempo,
para que a dose terapéutica esteja assegurada [93, 95, 99]. No que respeita a
definicdo da quantidade necessarias de probidtico a administrar, Reid e colaboradores
mostraram que doses superiores a 1x10° de células viaveis de lactobacillus probiéticos
administrados por via oral diariamente e 1x10° aplicadas na vagina sdo necessarias
para restaurar e manter a flora urogenital normal [34, 37]. Deste modo, ao estudo de
viabilidade e estabilidade das suspensfes ou pos (liofilizados) de microrganismos a
serem incorporados em formulacBes de probidticos, segue-se a avaliacdo dos
mesmos parametros na formulacdo final. O desenvolvimento de formulacbes
probiéticas para obtencdo de efeito a nivel vaginal pode conduzir-se, como
anteriormente referido, tendo em vista a administracdo oral ou a aplicacdo tépica. No
primeiro caso, levantam-se questfes relacionadas com a resisténcia da forma
farmacéutica (e estirpes) as condicbes extremas do trato gastrintestinal,
nomeadamente no que se refere ao pH estomacal e & agressividade dos sais biliares.
Assim se assegura que o produto atinge o ambiente intestinal onde deve ocorrer
desagregacéo e libertagcdo dos microrganismos. No caso da aplicacao topica vaginal o
desenho de formulagdes caracterizadas por elevado tempo de permanéncia no epitélio
associa-se simultaneamente a uma elevada aceitabilidade, com consequente
optimizacdo da adeséo a terapéutica, e a um aumento da eficacia terapéutica.

Os resultados apresentados no trabalho desenvolvido por Mastromarino et al.
demonstraram que a liofilizagdo reduz a capacidade de adeséo ao epitélio vaginal e,
portanto, a capacidade de colonizacdo de algumas estirpes probioticas, pelo que este
factor deve ser tido em consideracdo na preparacdo de formulacbes com probidticos
[71]. A este respeito, a compreensdo do papel das interac¢cBes electrostéticas na
ligacdo dos lactobacillus as células epiteliais para a sadde humana € igualmente de
grande importancia. A adicdo, a formulacdo farmacéutica, de compostos capazes de
reduzir consideravelmente a carga negativa a superficie, pode melhorar a capacidade

de colonizacao do epitélio vaginal [71].
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.  Materiais

Matérias-primas e reagentes

Para a execucao experimental do trabalho conducente a esta tese de mestrado

foram utilizados as seguintes matérias-primas e reagentes:

A estirpe Lactobacillus Acidophilus foi obtida da American Type Culture
Collection (ATCC), Estados Unidos

O PEG 400 (Lote 091768), o PEG 4000 (Lote 093318) e a Glicerina (Lote

090381) foram adquiridos a Acofarma, Portugal.
O Witepsol H12 (Lote 499 540) foi cedido pela Sasol, Alemanha.

O cloreto de s6dio (Lote K35518404601), dihidrogenofosfato de potassio ( Lote
A850773 735) e o hidrogenofosfato de sédio dodecahidratado (Lote A408379 320
A408379 320) foram adquiridos & Merck KGaA, Alemanha.

A Fungizona® - Anfotericina B (Lote 823522), a Penicilina- Estreptomicina (Lote
823960), o Soro de Bovino Fetal (SBF) inactivado pelo calor (Lote 07F54985 e
07F4104K), Tripsina 0,25% com EDTA (Lote 838590), Meio de McCoy's 5A (Lote
755054), meio de Keratinocyte-SFM  (Lote 745977) o Factor de crescimento
epidérmico humano de recombinag¢éo (rhEGF) (Lote 738281), o extracto de pituitaria
bovina (Lote 738023) e o0 meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle com GlutaMAX™
| (Lote 828392) foram adquiridos a Invitrogen Corporation, E.U.A.

O Triton® X-100 (Lote 035K0166) foi obtido na Sigma-Aldrich, Estados Unidos.

O Acido Lactico ( Lote 2010900035), a Ureia ( Lote 21360) e o Acido Acético

Glacial ( Lote ) foram adquiridos a firma José M. Vaz Pereira, SA., Portugal.

A Glucose Anidra (Lote 0403090) e o Hidréxido de Potassio (Lote 0505796)

foram obtidos da RoigFarma SA., Espanha.

Uma vez que o0s excipientes utilizados como base de formulagdo foram o
Witepsol H12 e os PEG 400 e 4000, torna-se pertinente a andlise das suas

caracteristicas:
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Witepsol

De um modo geral, os excipientes lipossolliveis devem fundir a temperatura
inferior a 37°C, de preferéncia menor que 36,5°C [75]. Em termos praticos interessa
que os excipientes gordos fundam completamente num periodo de tempo igual ou

inferior a 10 minutos, quando aquecidos a 37°C [75].

Os excipientes Witepsol sdo constituidos por glicerideos semi-sintéticos, por
vezes modificados, e apresentam-se em 4 tipos fundamentais — H, W, S e E — cada

um deles com varios subtipos [75].

As massas do tipo H s&do caracterizadas por um teor reduzido em mono e
diésteres (baixo indice de hidroxilo), sendo duras e pouco elasticas e apresentando
um intervalo de fusdo muito curto, com solidificagéo rapida [75] [86]. Dentro do tipo H
distinguem-se os subtipos H12, H15 e H 19. O Witepsol H12 recomenda-se para a
preparacdo de supositérios com substancias que lhe elevem o ponto de fusdo e
consisténcia (elevada percentagem de poés incorporados, por exemplo). Dado que o
seu ponto de fusédo é muito baixo (32—33,5°C), é também adequado para a preparacdo
de supositorios contendo substancias termossensiveis [75] [86]. O Witepsol H15 é um
excipiente de uso universal, servindo para a preparacdo da quase totalidade dos
supositérios [75] [86]. Entre as suas vantagens figura o facto de apresentar um ponto
de solidificacdo extremamente préximo do ponto de fusdo limpido, o que evita a
sedimentacdo dos farmacos suspensos, quando a mistura é vertida nos moldes [75].
Nas circunstancias referidas é dispensavel o arrefecimento para solidificacdo, podendo
aquela operacdo considerar-se mesmo indesejavel, originando supositérios com
fendas e quebradicos [75]. O Witepsol H19 é um intermédio que contém 0-48-G, um
éster de &cido gordo hidroxilado [75]. Quando os supositérios preparados com
Witepsol H19 fundem no recto, o 0-48-G actua sobre a mucosa, recobrindo-a de uma
pelicula que a protege da irritagdo provocada por alguns farmacos, como anti-
histaminicos. Este excipiente é ainda desejavel para supositérios que se destinem ao
tratamento de estados ulcerativos ou inflamatérios da mucosa rectal, como acontece

no caso de hemorroides e fissuras anais [75].

Os intermédios da série de Witepsol W contém proporcdes mais elevadas de
mono e diglicéridos, sendo por isso bons absorventes de 4gua ou de solugbes
aquosas e apresentando certo poder emulgente [75]. O seu indice de hidroxilo &

elevado (cerca de 30 a 50), sendo igualmente largo o intervalo entre a fuséo e a
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solidificacao. Aconselham-se para a preparacdo automatica de supositorios ou sempre
gue contenham farmacos volateis [75]. O Witepsol W25 emprega-se, sobretudo, em
férmulas magistrais, podendo os moldes ser arrefecidos moderadamente [75]. O
Witepsol W31 é utilizado no fabrico industrial, podendo as massas ser vertidas nos
moldes no estado cremoso, e sofrerem um arrefecimento artificial bastante rapido [75].
Quando h& necessidade de absorgéo de grandes quantidades de &gua ou de solugdes
aquosas pelo excipiente, pode-se recorrer ao Witepsol W35 ou W45 (indices de
hidroxilo 40-50), que permitem o trabalho automatizado e podem arrefecer a

temperaturas muito mais baixas [75].

Os excipientes que correspondem a série S destinam-se ao fabrico industrial
de supositorios que contenham substancias de elevada densidade [75]. Entre as suas
caracteristicas figura um indice de hidroxilo anormalmente elevado (50-75). Tal
elevacédo do poder absorvente de dgua conseguiu-se a custa da introducao de radicais
polioxietilénicos, o que permite uma facil difusdo sobre as mucosas onde seja aplicado
(rectal, vaginal e uretral) [75, 87]. O Witepsol S52 tem um ponto de fusdo muito baixo
(32-33,5°C), podendo usar-se nos casos indicados para o H12 [87]. Nao deve ser
arrefecido a temperaturas baixas (pode originar fendas). O Witepsol S55 emprega-se
para preparar supositorios que contenham compostos de elevada densidade ou que
sejam prescritos em concentracdo elevada (caso das sulfamidas) [75]. Finalmente, o
Witepsol S58 é um excipiente semelhante aos anteriores, mas tal como o H19 contém

uma substancia protectora das mucosas.

A série Witepsol E é caracterizada por os seus intermédios apresentarem um
ponto de fusdo elevado, servindo, por isso, de preferéncia para a preparacdo de
supositérios cujos farmacos ocasionem depressdo daquela constante, ou que se
destinem a ser utilizados em paises quentes [75]. O Witepsol E75 tem na sua
composicdo uma pequena quantidade de cera (ponto de fuséo: 37-39°C), usando-se
nas circunstancias acima referidas e em misturas com Witepsol H, W e S [75]. O
Witepsol E76, mais hidrofilo do que o anterior, aconselha-se em preparacfes com
canfora e 6leos essenciais. O Witepsol E79 possui propriedades inerentes ao grupo E,
contendo um elemento protector das mucosas [75]. Por udltimo, o Witepsol E85
aconselha-se em misturas com os excipientes das séries H, W e S, ja que o0 seu ponto

de fusdo é anormalmente elevado (42-44°C) [75].
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Polietilenoglicol

O Polietilenoglicol (PEG), também designado polioxietilenoglicol ou oxido de
polietileno (POE), € um polimero sintético que se encontra disponivel numa variedade
de massas moleculares [88]. S&o igualmente conhecidos pelo seu nome comercial de
Carbowax® ou Macrogol® [75]. Os materiais com massa molecular inferior a 100.000
sdo usualmente designados de PEG, enquanto os compostos que apresentam massa
molecular superior sdo classificados de POE [88]. Estes polimeros sdo anfifilicos e
soluveis em agua, bem como numa ampla variedade de solventes organicos (tolueno,
etanol, acetona, cloroférmio) [88]. Os PEG de baixa massa molecular (MM<1000) s&o
liquidos viscosos e incolores, enquanto os que apresentam elevada massa molecular
(MM> 1000) séo solidos, cerosos, brancos e com pontos de ebulicdo proporcionais a

sua massa molecular, até um limite de 67°C [88].

Os PEG foram considerados compostos ndo toxicos e encontram-se aprovados
pela FDA como excipientes ou como veiculos de diferentes formulacdes
farmacéuticas, alimentares e cosméticas. S&o amplamente utilizados numa variedade
de formulacdes farmacéuticas, incluindo preparagfes para uso parentérico, cutaneo,
oftalmico, oral e rectal. Sdo igualmente utilizados em matrizes poliméricas
biodegradaveis usadas em sistemas de libertagdo controlada [88-89]. Estes
compostos penetram facilmente na pele, sendo solliveis em agua e, como tal,
facilmente removidos da pele. Sao (teis como bases de pomadas [88]. Os PEG
sblidos sdo, geralmente, empregados em pomadas, sendo a consisténcia destas
corrigida através da adicdo de PEG liquidos [89-90Q].

As misturas de PEG podem ser igualmente utilizadas como base de
supositérios [90], apresentando muitas vantagens sobre as gorduras: o ponto de fusdo
do supositério pode ser elevado, de modo a suportar a exposicdo a climas mais
guentes; a libertagdo da substancia activa ndo é dependente do ponto de fusdo; a
estabilidade fisica apdés armazenamento € consideravelmente superior e 0s
supositérios sdo facilmente misciveis com os fluidos rectais. Contudo, os PEG
apresentam algumas desvantagens: sado substancias quimicamente mais reactivas do
gue as gorduras; € necessario um processamento mais cuidadoso de modo a evitar a
fractura dos supositorios; a taxa de libertacdo de farmacos solUveis em agua diminui
com o aumento da massa molecular do PEG e tendem a ser mais irritantes para as

mucosas [90].
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As solugbes aquosas de PEG podem ser usadas tanto como agentes
suspensores como para ajustar a viscosidade e a consisténcia dos outros veiculos da
suspensdo [75]. Quando usados em conjunto com outros emulsionantes, podem
actuar como estabilizantes das emulsdes. Os PEG liquidos sdo usados como
solventes misciveis com a &gua. No entanto, podem causar endurecimento das

capsulas de gelatina, por exemplo, pela absorgéo preferencial de humidade.

Equipamento

+ Balanca semi-analitica Adventurer OHAUS ARC 120, China
+ Balanca analitica Mettler Toledo AG 204, E.U.A

+ Centrifuga Eppendorf 5804, Alemanha

+  Texturdmetro Stable Micro Systems TA-XT2i, Reino Unido
+ [Estufa Heraeus, Heracell 150, Alemanha

+ Estufa Astell, Reino Unido

+ Agitador magnético Heidolph, Alemanha

+ Potenciometro Mettler Toledo 320, Estados Unidos

+ Banho termostatado BM 3 Falc Instruments, Italia

+ Liofilizador Telstar Cryodos-80, Espanha

+ Camara de fluxo Laminar Herasafe KSP, Alemanha

+ Leitor de Placas Bio-Tek PowerWave X 340 w KC4, E.U.A.
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II. Métodos

1. Ensaio de citotoxicidade dos excipientes utiliza dos

A utilizagcéo de testes in vitro, por meio de ensaios de viabilidade celular, constitui o
primeiro passo para a avaliacdo da compatibilidade biolégica de uma substancia e
pode fornecer elementos importantes para a andlise da biocompatibilidade dos
diferentes materiais. Para ser aprovado no teste de citotoxicidade in vitro, um produto
ndo deve ocasionar a morte das células nem afectar as suas funcfes celulares. Assim
sendo, com 0 uso de técnicas de cultura de células, os testes podem detectar a
ocorréncia de lise celular, de inibicdo do crescimento celular e de outros efeitos que
possam ser desencadeados nas mesmas. A avaliacdo da citotoxicidade €, deste
modo, essencial na fase inicial de desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas,
uma vez que permite determinar, a priori, a concentracdo a ser utilizada bem como
fornecer informac¢des quanto aos danos celulares. A citotoxicidade €, normalmente
verificada pelos testes de viabilidade celular. A prova do composto de tetrazoélio 3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximethoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-(2H-tetrazolio) (MTS) é uma
das mais utilizadas como indicadora colorimétrica da viabilidade celular, avaliando-se
a funcao mitocondrial da célula [91].

Neste sentido, de modo a avaliar a citotoxicidade dos excipientes a usar usados
como base de formulacéo, foram efectuados ensaios de citotoxicidade para o Witepsol
H12, PEG 400 e PEG 4000. Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas
diferentes linhas celulares: células epiteliais vaginais humanas (VK2/E6E7), células do
colo do utero (HeLa) e células do endométrio humano (HEC-1-A). O modo de
preparacdo das diferentes linhas celulares bem como o0s protocolos seguidos

descrevem-se de seguida.

Para o ensaio de citotoxicidade dos excipientes usados, aliquotas de 0,1mL das
diferentes linhas celulares, na concentragéo de 2 x10° células/mL, foram depositadas
em microplacas de 96 pocos e incubadas por 24h, com posterior troca do meio por
outro contendo diluicdes de 0,001 yuM; 0,01 uM; 0,1 uM; 1uyM; 10 uM e 100 uM de
cada um dos excipientes: polietilenoglicol 400 (PEG 400), polietilenoglicol 4000 (PEG
4000), Witepsol H12 (WIT H12). Apds 24 h de incubacdo, o meio foi desprezado e
acrescentaram-se 200 yL de MTS a uma concentracdo de 5 mg/mL. As microplacas
foram incubadas por 4 h/37°C. A andlise espectrofotométrica foi realizada num leitor
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de placas a 490 e 630 nm. A leitura a 490 nm permite obter um branco e deste modo
retirar interferentes da leitura a 630 nm. A partir dos valores das densidades Opticas
determinou-se a concentracdo de excipiente capaz de reduzir em 50% as células
vidveis. Para o calculo do valor de concentracdo citotoxica de 50% recorreu-se ao
software JIMP® (v. 9.0.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

a) Linhas celulares, células primarias de isolament 0 e condicdes de
cultura

Células epiteliais vaginais humanas VK2/E6E7 (ATCC, Manassas, VA, EUA) foram
cultivadas em meio livre de soro de queratinécitos (K-SFM) suplementado com 50
mg/mL de extrato de hipdfise bovina, 0.1 ng/ml de factor de crescimento epidérmico
humano recombinante, penicilina 100 U/mL, 100 mg/mL de estreptomicina, e cloreto

de calcio (concentracao final de 0,4 mM), e utilizado em passagens 49-62.

Células do endométrio humano HEC-1-A (ATCC, Manassas, VA, EUA) foram
mantidas em meio 5A McCoy modificado, 10% de Soro Bovino Fetal , penicilina 100
U/mL e 100 mg/mL de estreptomicina, 0.25 pg/mL de anfotericina B, e usado em

passagens 4-6.

Células do colo do utero HeLa (ATCC, Manassas, VA, EUA) foram cultivadas em
DMEM com Glutamax ™-1 suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal, penicilina
100 U/mL, 100 mg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B, e utilizadas

em passagens 40-42.

Protocolo das Células Epiteliais Vaginais VK2/EGE7

Meio de Crescimento Completo

O meio de crescimento é designado por Keratinocyte-Serum Free Medium (K-
SFM). A este meio € adicionado 0,1 ng/mL de factor recombinante humano de
crescimento epitelial (hrEGF), 0,05 mg/mL de extrato de pituitaria bovina (BPE) e
cloreto de calcio 44,1 mg/L (concentracdo final de 0,4 mM). Podem ainda adicionar-se

antibioticos de modo a evitar contaminacgodes.
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Preparacdo do Meio de Crescimento

Para preparar o meio de cultura adiciona-se 0,05 pg de hrEGF e 25 mg de BPE
(concentracao final: 0,1 ng/mL hrEGF e 50 ug/mL BPE) a 500 mL de K-SFM. De
seguida adicionam-se 5 mL de penicilina (10.000 U/mL) e estreptomicina (10.000
png/mL) (concentragéo final: 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina). No final
adiciona,-se 775 uL de 0,2 M de solugdo de cloreto de célcio estéril (concentracdo
final: 0,4 mM).

Meio Crioprotector

1:1 DMEM e Meio Ham’s F12 (85%); Soro Bovino Fetal (10%); e DMSO (5%).

Procedimento de descongelacdo celular

O procedimento consiste, inicialmente, em descongelar o vial com agitacdo suave
em banho de agua a 37° C. Descontaminam-se de seguida as superficies com etanol
a 70°C. O conteudo do vial é transferido para um tubo de centrifuga com 9,0 mL de
meio de cultura, centrifugando-se a 1300 rpm durante 10 minutos. Ressuspende-se 0
pellet em 10 mL de meio e transfere-se para frascos T75. Coloca-se a incubar a 37°C

em atmosfera com 5% de CO..

Procedimento de Subcultura

O primeiro passo do procedimento consiste em remover o meio de cultura e
adicionar 3 mL de solugcdo de 0,25% (w/v) Tripsina-0,53 mM EDTA. Coloca-se a
incubar a 37°C em atmosfera com 5% de CO, durante cerca de 15 minutos. De
seguida neutraliza-se a Tripsina adicionando 8 mL de DMEM contendo 10% de soro
bovino fetal e centrifuga-se 10 minutos a 1300 rpm. Ressuspende-se o pellet com 4
mL de meio e adiciona-se 1 mL de suspenséao celular a 9 mL de meio em frasco T75.
Coloca-se a incubar a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. O procedimento deve ser

repetido a cada 2-3 dias.
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Protocolo das Células do Endométrio HEC-1-A

Meio de Crescimento Completo

Usa-se 0 meio de crescimento McCoy's 5A, adicionado de 10% de SBF.

Preparacao do Meio de Crescimento

Inicia-se o procedimento removendo 50 mL F de meio de McCoy's 5A de um
frasco de 500 mL e adicionando 50 mL de SBF (concentracao final: 10% SBF).De
seguida, adiciona-se 5 mL de penicilina (10.000 U/mL) e estreptomicina (10.000

pug/mL) (concentracéo final: 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina);

Meio Crioprotector

Meio de Crescimento Completo (95%) e DMSO (5%).

Procedimento de descongelacdo celular

O procedimento consiste inicialmente no descongelamento do vial com
agitagcdo suave em banho de 4gua a 37° C. Descontaminam-se de seguida as
superficies com etanol a 70°C. O contetudo do vial é transferido para um tubo de
centrifuga com 9.0 mL de meio de cultura, centrifugando-se a 1300 rpm durante 10
minutos. Ressuspende-se o pellet em 10 mL de meio e transfere-se para frascos T75.

Coloca-se a incubar a 37°C em atmosfera com 5% de CO..

Procedimento de Subcultura

O primeiro passo do procedimento consiste em remover o meio de cultura e
adicionar 3 mL de solugcdo de 0.25% (w/v) Tripsina-0.53 mM EDTA. Coloca-se a
incubar a 37°C em atmosfera com 5% CO, durante cerca de 15 minutos. De seguida

neutraliza-se a Tripsina adicionando 8 mL de DMEM contendo 10% de soro bovino
45



fetal e centrifuga-se 10 minutos a 1300 rpm. Ressuspende-se o pellet com 4 mL de
meio e adiciona-se 1 mL de suspenséo celular a 9 mL de meio em frasco T75. Coloca-
se a incubar a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. O procedimento deve ser repetido

a cada 2-3 dias.

Protocolo das Células Cervicais HelLa

Meio de Crescimento Completo

O meio de crescimento € constituido por DMEM com GlutaMAX™-I, sendo

deste modo designado como DMEM, ao qual é adicionado 10 % de SBF.

Preparacao do Meio de Crescimento

Inicia-se o procedimento removendo 50 mL F de meio de McCoy's 5A de um
frasco de 500 ml e adicionando 50 ml de SBF (concentracdo final: 10% SBF).De
seguida adiciona-se 5 ml de penicilina (10,000 U/ml) e estreptomicina (10,000 pg/ml)

(concentracéo final: 100 U/ml penicilina e 100 ug/ml estreptomicina);

Meio Crioprotector

Meio de Crescimento Completo (95%) e DMSO (5%)).

Procedimento de descongelacdo celular

O procedimento consiste inicialmente no descongelamento do vial com
agitacdo suave em banho de &gua a 37° C. Descontamina-se de seguida as
superficies com etanol a 70°C. O contetudo do vial é transferido para um tubo de
centrifuga com 9.0 ml de meio de cultura, centrifugando-se a 1300 rpm durante 10
minutos. Ressuspende-se o pellet em 10 mL de meio e transfere-se para frascos T75.

Coloca-se a incubar a 37°C em atmosfera com 5% CO..

Procedimento de Subcultura

O primeiro passo do procedimento consiste em remover o meio de cultura e
adicionar 3 mL de solugcdo de 0.25% (w/v) Tripsina-0.53 mM EDTA. Coloca-se a
incubar a 37°C em atmosfera com 5% de CO, durante cerca de 15 minutos. De

seguida, neutraliza-se a Tripsina adicionando 8 mL de DMEM contendo 10% de soro
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bovino fetal e centrifuga-se 10 minutos a 1300 rpm. Ressuspende-se o pellet com 4
mL de meio e adiciona-se 1 mL de suspensao celular a 9 mL de meio em frasco T75.
Coloca-se a incubar a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. O procedimento deve ser

repetido a cada 2-3 dias.

b) Ensaio MTS para as linhas celulares utilizadas

As trés linhas celulares utilizadas foram tratadas com concentragcdes crescentes
dos diferentes excipientes utilizados na formulacdo: 1 x 10° g/mL; 1 x 10°g/mL; 1 x 10*
g/mL; 1 x 10% g/mL; 0,01 g/mL; 0,1 g/mL e 1 g/mL durante 24 horas. Foi realizado de
seguida o ensaio de MTS para determinar a viabilidade celular face a exposicdo a
estes excipientes. O procedimento utilizado neste ensaio pode ser resumido do

seguinte modo:

Preparacao da placa de 96 pocos

No inicio remove-se e descarta-se 0 meio de cultura sobrenadante do frasco que
contém as células confluentes. De seguida, lavam-se as células com 10 mL de PBS
pH 7,4. Adicionam-se 3 mL de solucdo de 0,25% (w/v) Trypsin-0,53 mM EDTA e
coloca-se a incubar a 37°C em atmosfera com 5% de CO, cerca de 15 minutos.
Neutraliza-se a Tripsina adicionando cerca de 8 mL de meio de cultura e centrifuga-se
as células a 1300 rpm durante 10 minutos. Descarta-se 0 sobrenadante e
ressuspende-se o pellet com 4 mL de meio de cultura. De seguida, determina-se a
concentracdo celular através da contagem em camara Neubauer. Deve diluir-se a
suspensao total de células com meio de cultura de modo a obter uma concentracdo
final de 25 000 células/mL. Adicionam-se entdo 200 pL de suspensédo celular a cada
um dos pogos da placa e deixa-se incubar a 37°C em atmosfera com 5% de CO, cerca
de 24 horas.

Ensaio MTS

Numa primeira etapa este ensaio consiste em remover e descartar o0 meio de
cultura, lavando de seguida as células com 200 pL de PBS pH 7,4. Adicionam-se 200
uL de cada dispersdo dos diferentes excipientes em meio de cultura e incuba-se 24 h
a 37°C em atmosfera com 5% de CO, (deve ser sempre incluido um controlo positivo -
meio de cultura e células - um controlo negativo -Triton X-100 1% - e um controlo de
branco -meio de cultura sem células). Remove-se, de seguida, e descarta-se 0 meio

de cultura dos frascos. Lavam-se as células com 200 mL de solucdo PBS pH 7,4. O
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passo seguinte consiste em adicionar 120 pL de reagente MTS e deixar a incubar a

placa durante 4 horas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO,. Apls este tempo mede-

se a absorvancia a 490 nm.

A Tabela Il esquematiza a forma de preparagao placas de 96 pocos para 0 ensaio

MTS:

Tabela Il - Desenho esquemético da preparacéo da placa de 96 pogos para 0 ensaio MTS.

PEG 400 PEG 4000 WIT H12
- 5 " - - " " 5 - Triton X- | Triton X- | Triton X-
1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10
100 (1%) | 100 (1%) | 100 (1%)
5 5 5 5 5 5 5 5 = Triton X- | Triton X- | Triton X-
1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10
100 (1%) | 100 (1%) | 100 (1%)
Meio de Meio de Meio de
cultura cultura cultura
1Xx10* | 1x10* | 1x10* | 1x10* | 1x10* 1X10* | 1x10™ 1X10™ 1X10™
com com com
células células células
Meio de Meio de Meio de
3 3 3 3 3 3 3 3 3 cultura cultura cultura
1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10 1X10
com com com
células células células
1X10? | 1x10% | 1X10% 1X10? | 1x1072 1X10? | 1X10? 1X10? 1X10?
0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Meio de Meio de Meio de
Cultura Cultura Cultura
10 10 10 10 10 10 10 10 10
(Sem (Sem (Sem
células) células) células)
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2. Preparacéo dos ovulos : Pré-Formulacdo e Formula  ¢éo

A etapa de pré-formulacéo consistiu na selec¢éo dos excipientes que iriam ser
utilizados como base de formulacdo. Com efeito, foram feitos 6vulos com diferentes
excipientes e percentagens de composicdo de modo a comparar com Ovulos ja
existentes no mercado e assim seleccionar o excipiente, ou mistura de excipientes, e a
percentagem dos mesmos que proporcionariam uma textura mais semelhante aos
ovulos comercializados. Deste modo, os Ovulos comerciais seleccionados como base
de comparacgéo foram os 6vulos de Nelex ®. Estes 6vulos, de acordo com o indice
Nacional Terapéutico, sdo constituidos por um regenerador tecidular com efeito
bactericida, fungicida e tricomonicida, que respeita a flora fisioldgica, sendo deste
modo indicados para a erosao cervical, colpite e cervicite, leucorreia cervical e vaginal
e para estimulacdo da neoformacao tissular apds electrocoagulacdo. A auséncia de
Ovulos constituidos por probidticos no mercado nacional levou a seleccdo deste
medicamento como referéncia no ensaio de textura.

Foram assim formulados seis tipos diferentes de évulos de modo a comparar
com a formulagc&o comercial. Com efeito, de acordo com a percentagem de excipiente,
foram desenvolvidos 6vulos com diferentes excipientes e propor¢des de excipientes,

de acordo com a Tabela lll.

Tabela Il - Composicao (%) das diferentes férmulas desenvolvidas no estudo de pré-formulacéo.

Formula] Composicao (%)
A 100 % Witepsol H12
5 30% PEG 4000

70% PEG 400
c 25% PEG 4000
75% PEG 400
D 50% Witepsol H12
50% Parafina Liquida
E 70% Witepsol H12
30% Parafina Liguida
F 100 % PEG 4000

Apos seleccao de uma base lipofila e de uma base hidroéfila como excipientes a
utilizar, procedeu-se ao estudo do processo de liofilizagdo. Para isso, utilizou-se uma

cultura de L. acidophilus ATCC. As bactérias foram congeladas a -80 °C em tubos
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crioprotectores. No momento da sementeira, a cultura dos tubos crioprotectores foi
adicionada a 250 mL de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) Broth (Oxoid).

O processo de lavagem das células consistiu na sua centrifugacdo das células

durante 5 minutos a 6000 rpm, 4 °C. Apdés centrifugacédo, o pellet resultante foi lavado

duas vezes com NaCl 0,9 %, durante 5 minutos, a 6000 rpm, a 4°C, sendo

ressuspendido a 50% em meio crioprotector (sacarose, 10% (w/v), previamente

esterilizado a 115 °C durante 20 minutos). Foram posteriormente produzidos lotes

contendo aproximadamente 1 x 10° bactérias viaveis por 6vulo, tal como descrito em

estudos anteriores [71, 73].

Procedeu-se assim ao desenvolvimento de quatro formulacdes diferentes de

Ovulos contendo L. acidophilus. A composicdo destas formulacdes encontra-se

apresentada na Tabela IV.

Tabela IV - Composicdo das diferentes formulag@es utilizadas

Constituintes Quantidades (%; m/m) Funcbes

o Polietilenoglicol 400 24,62 Excipiente
3
o Polietilenoglicol 4000 73,87 Excipiente
o

Liofilizado L. Acidophilus 1,51 Substancia Activa
o Polietilenoglicol 400 24,24 Excipiente
o
3
O Polietilenoglicol 4000 72,73 Excipiente
o

Liofilizado L. Acidophilus 3,03 Substancia Activa
g
S Witepsol H12 98,37 Excipiente
=
= Liofilizado L. Acidophilus 1,63 Substancia Activa
g
= Witepsol H12 96,74 Excipiente
—
=
= Liofilizado L. Acidophilus 3,26 Substancia Activa
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Os 6vulos foram preparados pelo método convencional e pelo método de
enchimento, tal como descrito a seguir. As substancias utilizadas como bases para a
formulacdo dos évulos foram o Witepsol H12 e a mistura de PEG 400 e PEG 4000 na
proporcéo de 25% e 75%, respectivamente.

Os métodos de preparagdo dos dois tipos de 6vulos encontram-se

esquematizados na Figura 7, podendo ser descritos do seguinte modo:

Método Convencional

Fundir as bases utilizadas numa capsula em banho de dgua a cerca de 75-80 °C.
Adicionar as bases fundidas, a temperatura de cerca de 40-45 °C, o liofilizado de L.
acidophilus, com uma agitacdo suave até que a massa figue homogénea. Verter a
mistura para os moldes a uma temperatura préxima da temperatura de solidificacdo da
respectiva base utilizada. De seguida, refrigerar até que a massa solidifique e retirar os

6vulos dos moldes.

Método de Enchimento

Fundir as bases utilizadas numa capsula em banho de 4gua a cerca de 75-80 °C.
Verter a mistura para os moldes a uma temperatura proxima da temperatura de
solidificacdo da respectiva base utilizada, colocando uma vareta que permita formar o
orificio central no interior do 6vulo antes de a massa solidificar. Refrigerar até que a
massa solidifique. Retirar a vareta do interior dos évulos e encher o orificio interno dos
ovulos com a massa de liofilizado de L. acidophilus. Cobrir o orificio com a massa de
base fundida, a uma temperatura de cerca de 40-45 °C. Refrigerar até que a massa

solidifique e retirar os 6vulos dos moldes.

Método Convencional Método de Enchimento
Figura 7 - Esquematizacdo dos diferentes tipos de mé todos de obtencdo de o6vulos: método

convencional e método de enchimento
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O objectivo deste estudo era, deste modo, preparar 6vulos com 1x10® UFC L.
acidophilus. Dada a sua pouca resisténcia a temperatura foram formulados évulos
contendo 50 e 100 mg de liofilizado, de modo a comparar qual a quantidade ideal a
veicular por 6vulo, de modo a obter uma viabilidade celular de 1x10® UFC / 6vulo.

A viabilidade de L. acidophilus nos 6vulos foi avaliada apés 1, 2, e 3 meses, de

modo a comparar a sua estabilidade a 22 °C e a 4 °C.

3. Caracteristicas Organolépticas

De acordo com a F.P. 9.0, os 6vulos devem apresentar um aspecto
homogéneo a superficie e em profundidade. A superficie deve ser lisa e brilhante, sem
fissuras, as quais se devem normalmente a um arrefecimento excessivamente rapido
ou ao facto de se retirarem dos moldes prematuramente ou excessivamente tarde.

N&o deve aparecer qualquer tipo de cristalizacdo da substancia activa na superficie.

4. Calculo do Factor de Deslocamento

Procedeu-se tal como se descreveu no capitulo IV — Ovulos, subcapitulo

“Preparacéo dos évulos”.

5. Uniformidade de Massa

A variabilidade de enchimento aquando da preparacdo laboratorial torna
impossivel que a totalidade dos évulos apresente massas rigorosamente iguais e sao
por isso permitidas variagdes, limites especificados nas farmacopeias.

A F.P. 9.0 apresenta a monografia: “Uniformidade de Massa das Preparacdes
apresentadas em Formas Farmacéuticas Unitarias”. O ensaio consiste em pesar
individualmente 20 dvulos retirados ao acaso de um mesmo lote e determinar a sua
massa média. Ndo mais do que 2 dos 20 évulos poderdo diferir da massa média
encontrada em percentagem superior a indicada na Tabela V abaixo indicada e em

nenhum dos casos a diferenca podera exceder o dobro dessa percentagem.
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Tabela V - Desvios limite, em percentagem da massa média, para o ensaio de uniformidade de massa em
6vulos (FP 9.0).

Desvios limite
Forma farmacéutica Massa média em percentagem
da massa média

Supositorios e 6vulos | sem distincao de massa 5

6. Ensaio de Desagregacao

O ensaio de desagregacdo é um ensaio de fusdo ou disperséo, de acordo com o
excipiente utilizado na preparacdo da forma farmacéutica. Realiza-se num banho de
agua a uma temperatura constante de 36—-37 °C. Submerge-se o 6vulo no banho e
submete-se a uma ligeira agitacdo. Para realizacdo deste ensaio utiliza-se o
equipamento representado nas Figuras 5 e 8, o qual serve igualmente para determinar
o tempo de desagregacado de supositérios e de outras formas sélidas unidose, rectais

ou vaginais.

Figura 8 — Equipamento para estudo da desagregacdo d  0s supositdrios e ovulos.
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7. Avaliacédo da Textura

As propriedades texturométricas foram determinadas através de um
texturometro Stable Micro Systems, modelo TA-XT2i. As amostras testadas foram
previamente acondicionadas em suportes de plastico da forma do 6vulo. Procedeu-se
ao ensaio propriamente dito em modo de compressao e a temperatura ambiente
(aproximadamente 20°C).

O ensaio consistiu na penetracdo de uma sonda cilindrica na amostra, a
velocidade de 3 mm.s?, até uma profundidade de 2,0 mm. Em seguida, a sonda
recuou até a posicdo inicial acima da superficie da plataforma do texturometro (90
mm). O ensaio foi executado seis vezes para cada tipo de évulos testado. A partir dos

perfis de textura obtidos foi calculada a forca positiva maxima.

Figura 9 — Texturometro TA-XT2 i utilizado nos ensaios de texturometria.
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8. Estudos de Libertacéo

Os ensaios de libertacdo servem para conhecer a taxa com que o farmaco se
liberta no meio liquido (geralmente aquoso) e a quantidade total de substancia activa
dissolvida. E assim possivel saber se existe alguma interac¢do excipiente/substancia
activa que afecte a taxa de dissolugcdo e, portanto, possa influenciar a
biodisponibilidade. Para que haja absorcdo € fundamental que a substancia activa
esteja no estado molecular, ou seja, dissolvido quando alcancar a regido de absorcao.
Desta forma, facilmente se compreende a importancia do estudo da
libertacdo/dissolucdo. Trata-se de um ensaio muito utilizado como auxiliar no
desenvolvimento galénico, na identificacdo de variaveis criticas a producdo, na
escolha entre diferentes formulacbes e na optimizacdo de uma determinada formula.
Um processo de libertacdo/dissolucdo inadequado obriga a redesenhar a composi¢cao
da formulacdo para assegurar a dissolucdo da substancia activa nhum tempo pré-
determinado e segundo um objectivo especifico. Actualmente, qualquer trabalho de
formulacdo e desenvolvimento de formas sélidas é acompanhado por ensaios de
libertagao/dissolugao.

Os ensaios de libertacdo realizados no decurso deste trabalho n&o tiveram
como objectivo simular as condi¢des verificadas in vivo. Como se trata de estudos de
formulacdo, adoptaram-se condicbes de ensaio que permitissem comparar as
diferentes formulag¢des desenvolvidas. Os ensaios foram realizados numa amostra de
6 Ovulos de cada formulagcdo. Para o ensaio recorreu-se a um aparelho de dissolugdo
SOTAX AT7 e utilizou-se o0 método do cesto. Em cada vaso foi colocado um volume
de liquido de dissolucdo de 500 ml, nomeadamente de Fluido Vaginal Simulado (FVS),
a uma temperatura de 37,0+0,5°C. A velocidade de agitac&o foi de 100 rpm. Ao tempo
de recolha 5, 10, 20, 30, 45 e 60 minutos foi retirada uma aliquota de 1,0 mL, com
reposicdo do mesmo volume de FVS.

Para a realizacdo dos ensaios de libertacdo das duas formulacGes de 6vulos
contendo L. acidophilus foi preparado um fluido vaginal simulado (FVS). O FVS é
baseado na composicdo proposta por Owen e Katz [92]. A constituicdo do referido

fluido vaginal simulado modificado esta resumida na Tabela VI:
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Tabela VI - Composicao do FVS utilizado nos ensaios de dissolugéo.

Componentes Quantidade (g)

Cloreto de sédio 3,51
Hidréxido de potassio 1,40
Hidroxido de céalcio 0,22
Acido lactico 2,00
Acido acético glacial 1,00
Glicerina 0,16
Ureia 0,40
Glucose 5,00
Acido cloridrico q.b.p.pH4,2+0,1
Agua purificada g.b.p. 1L

A composicdo do FVS é baseada numa extensa revisdo da literatura disponivel
acerca da constituicdo das secrecdes da vagina humana [92]. A escolha dos diferentes
constituintes teve como objectivo principal realcar propriedades que afectam a sua
interaccdo com contraceptivos topicos, bem como produtos profilacticos ou
terapéuticos [92]. Dentro destas propriedades, o pH e a osmolaridade apresentam um
papel dominante nos processos fisico-quimicos que influenciam a libertacdo e
distribuicdo dos compostos em estudo [92]. Com efeito, € importante utilizar um FVS
com propriedades fisicas e quimicas que mimetizem o fluido vaginal nativo [92]. Este
deve ser constituido pelos diferentes constituintes vaginais, nomeadamente pelas
secrecOes das glandulas de Bartholin e Skenes, células epiteliais exfoliativas, residuos
de urina e fluidos do trato reprodutor superior como muco cervical e fluidos
endometriais e tubulares [92] A determinacédo da quantidade e composicéo do fluido
vaginal é extremamente dificil, devido a pouca quantidade disponivel para recolha e
pela possibilidade de diluicAo da amostra pelo muco cervical, material menstrual, urina

e residuos de sémen [92]. Além disso, é dificil a determina¢do da acidez do fluido
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vaginal devido a sua facil contaminagdo com o muco cervical, cujo pH é neutro (pH
aproximado de 8,0) e pelo sémen (pH aproximado de 7,5). O objectivo do FVS
utilizado € mimetizar o fluido vaginal de uma mulher saudavel, ndo gravida e no
periodo pré-menopausa.

Diferentes estudos sugerem que a producao diaria de fluido vaginal € de cerca
de 6g/dia (considerando a densidade do fluido vaginal igual a da agua), com cerca de
0,5-0,75 g constantemente presentes na vagina [92]. Por exemplo, Owen e Katz,
estudaram a actividade contraceptiva de diferentes formula¢gdes de geles recorrendo a
um volume de 0,75 mL de FVS [92]. De acordo com 0s mesmos autores, o FVS deve
ter um pH aproximado de 4,2, uma vez que se trata de um valor normal para o fluido
vaginal em mulheres saudaveis, ndo menstruadas e no periodo pré-menopausa.

Os valores de concentracdo de ibes utilizados por estes autores tiveram por
base estudos previamente feitos por outros autores, recorrendo a diferentes técnicas.
O fluido vaginal apresenta ainda na sua constituicdo proteinas, hidratos de carbono e
compostos organicos de baixa massa molecular. Outros compostos presentes em
concentracdes significativas sao o 4cido lactico, o acido acético, o glicerol, a ureia e a
glicose [92]. O glicerol é o responsavel pela qualidade de lubrificacdo das secrecdes
vaginais. O glicogénio encontra-se presente em elevadas quantidades no epitélio
vaginal e é quebrado por processos enzimaticos. A glucose resultante € depois
metabolizada a &cido lactico, responsavel pela acidez do fluido vaginal.

O fluido vaginal é, essencialmente, acido devido ao metabolismo anaerdbio do
glicogénio vaginal a produtos 4cidos, predominantemente acido lactico e &cido acético
[48]. Deste modo, no FVS desenvolvido por Owen e Katz [92] a presenca dos
diferentes éacidos organicos € modelada através da inclusdo destes dois &cidos
presentes em maiores quantidades, o acido lactico e o &cido acético, enquanto o teor
proteico € mimetizado recorrendo apenas a uma proteina, a albumina. No FVS
utilizado para a realizacdo dos estudos de libertagdo ndo se recorreu a albumina, uma
vez que a proteina em causa era um elemento dispendioso e que ndo permitiria em
simultdneo a observacao do tempo e das caracteristicas de dissolucado/ desagregacao
das diferentes formulac@es de 6vulos em estudo.

Com efeito, utilizou-se um equipamento de dissolucdo, com cesto de
dissolucéo rotativo a 100 + 1 rpm a temperatura de 37+0.5 °C (Figura 9). Como meio
de dissolucao foram utilizados 500 mL de FVS, de acordo com o que foi previamente

mencionado.
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Figura 10 — Equipamento de dissolucdo modelo  SOTAX AT7 utilizado nos ensaios de libertacéo.

Cada 6vulo foi colocado num cesto no interior do vaso contendo o fluido
vaginal. A intervalos apropriados (5, 10, 20, 30, 45 e 60 min.), foi retirado 1.0 mL de
amostra e foi adicionado igual volume a solucdo de FVS a temperatura adequada, de
modo a que o volume fosse constante. A quantidade de L. acidophilus foi determinada
pelo método de contagem em placa, usando meio de MRS agar, e incubada a 37 °C
durante 48 horas.

9. Ensaio de Estabilidade

Pode definir-se estabilidade de uma preparacdo farmacéutica como o grau de
resisténcia da mesma as alteracdes quimicas e fisicas. A eficacia de uma preparacéo
farmacéutica ou cosmética deve permanecer constante (ou alterar-se apenas dentro
dos limites legais), até a data de expiragdo da validade. Quando se prepara uma nova
formulacdo devem ser efectuados os controlos indicados, especialmente das
caracteristicas fisicas da forma farmacéutica e da libertacdo in vitro da substancia
activa ou farmacos incorporados. Para isso, armazena-se um lote de 6vulos a
temperatura ambiente, considerando-se como tal 20 + 3 °C e outro lote a 4 °C. O
armazenamento a diferentes temperaturas permite saber a temperatura a que 0s
6vulos mantém as suas caracteristicas mais eficazmente, bem como os lactobacillus

mantém maior viabilidade.
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Efectuam-se os ensaios ao fim de um més, dois meses e trés meses,
procedendo a avaliagdo das alteragbes das caracteristicas organolépticas, textura,

desagregacéo e estabilidade dos probioticos e caracteristicas de cedéncia.

10. Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi efectuada com o auxilio do programa
informéatico SPSS® 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). A avaliagdo de eventuais
diferencas estatisticas entre os valores médios dos diferentes 6vulos, obtidos para
cada um dos parametros, foi realizada através da analise univariada da variancia
(One-Way ANOVA), sendo as médias de cada grupo comparadas de acordo com o
teste Post-hoc de Tukey (Tukey's honestly significant difference test). Valores de p

<0,05 indicam uma diferenca significativa dos valores médios dos diferentes évulos.
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Resultados
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1. Pré - Formulacdo e Formulacéo

Foram estudadas seis formulacdes iniciais para determinar as duas melhores,
lipofila ou hidrdéfila, para veicular L. acidophilus. As formula¢des foram comparadas
com uma formulac&o comercial, Nelex®, de modo a avaliar as que apresentariam uma
consisténcia mais semelhante a formulacdo comercial, bem como uma forca de
penetracdo que ndo fosse consideravelmente baixa ou muito elevada.

Deste modo, foram formulados seis tipos diferentes de 6vulos. A avaliacdo da

forca de penetracdo encontra-se representada na Figura 10.
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Figura 13 - Valores médios da forca de penetragdo da s formulagBes avaliadas - Formula A: 100%
PEG 4000; Férmula B: 30% PEG 4000 + 70% PEG 400; Formula C: 25% PEG 4000 + 75% PEG
400;Férmula D: 100% Witepsol H 12; Férmula E: 50% Wi tepsol H12 + 50% Parafina; Formula F: 70%
Witepsol H12 + 30 % Parafina

Os resultados permitem verificar que a Formula C e D sdo as que mais se
aproximavam da dureza da férmula comercial, havendo diferencas significativas entre

esta e as outras formulas propostas.

A Tabela VIl sumaria os Valores médios e os desvios padrdo da forca de

penetragdo dos diferentes tipos de 6vulos pré-formulados.
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Tabela VIl - Valores médios e desvios padréo da for¢a de penetracdo (N) dos diferentes tipos de 6vulos

pré-formulados.

Férmula A | Formula B FéormulaC |FérmulaD | Férmula E | Férmula F Nesex®

Média 50,22 8,20 10,38 26,92 2,66 7,02 28,44

DP 2,89 0,30 0,96 2,20 0,13 0,35

A avaliacdo dos valores médios de dureza permitiu a seleccdo da Formula C e
da Féormula D como as férmulas base a utilizar para a incorporacédo do liofilizado. A
escolha destas duas férmulas teve por base o facto de se tratarem de bases hidréfilas

e lipofilas, respectivamente, com a dureza mais aproximada dos 6vulos comerciais.

2. Ensaio de Citotoxicidade dos Excipientes Selecci  onados

ApoOs seleccdo das duas formulagBes a utilizar, procedeu-se ao estudo da
citotoxicidade dos excipientes que as constituiam. Os resultados obtidos com o ensaio
de MTS podem ser resumidos nas Figuras 11, 12 e 13, de acordo com as diferentes

linhas celulares utilizadas.
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Figura 11 - Ensaio de Citotoxicidade (MTS) para verif icacdo da viabilidade das células do
Endométrio HEC-1-A quando incubadas com os excipiente s PEG 400, PEG 4000 e Witepsol H12.
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Figura 12 - Ensaio de Citotoxicidade (MTS) para verif icacdo da viabilidade das células Epiteliais
Vaginais VK2/EGE7 quando incubadas com os excipientes PEG 400, PEG 4000 e Witepsol H12.
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Figura 13 - Ensaio de Citotoxicidade (MTS) para verif icacdo da viabilidade das células cervicais
Hela quando incubadas com os excipientes PEG 400, PEG 4000 e Witepsol H12.
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O calculo da Concentracdo Citotoxica 50 (CC50) foi efectuado através do
softaware JMP® (v. 9.0.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), permitindo concluir os

seguintes valores:

Tabela VIII - Valores de CC50 (em % m/v) para o PEG 400, PEG 4000 e Witepsol H12 obtidos através do
ensaio MTS nas diferentes linhas celulares utilizadas (NQ, nao quantificavel).

CC50 (%)
Média Desvio padrao CV%
PEG PEG PEG PEG PEG PEG
Média 400 4000 Witepsol 400 4000 Witepsol 400 4000 Witepsol
VK2/E6E7 3,5 >10 >10 19 NQ NQ 54,7 NQ NQ
HEC-1-A 51 >10 >10 1,7 NQ NQ 33,1 NQ NQ
Hela 1,9 > 10 > 10 0,1 NQ NQ 7,6 NQ NQ

A analise dos dados resultantes do ensaio de MTS para avaliacdo da
citotoxicidade dos compostos utilizados como excipientes no desenvolvimento deste
trabalho permitiu, de um modo geral, concluir acerca da sua baixa toxicidade. Com
efeito, a CC50 do PEG 4000 bem como do Witepsol H12 em todas as linhas celulares
€ superior a 100 000 ug/ mL, enquanto a do PEG 400 varia de linha celular para linha
celular, sendo de 35 000 pug/ mL nas células VK2/E6E7, de 51 000 pg/ mL nas células
HEC-1-A e de 19 000 pug/ mL nas células HelLa, sendo por isso significativamente

inferior em relacdo aos dois primeiros excipientes (p<0,05).

Estes resultados estdo concordantes com o que Gali et al.[93] verificaram para
0 PEG 400 num trabalho desenvolvido recentemente. Neste estudo, a seguranca de
excipientes pertencentes a diferentes classes (como cosolventes, tensioactivos ou
ciclodextrinas) foi avaliada recorrendo a ensaios de citotoxicidade usando trés linhas
celulares distintas - HEC-1A, CaSki e SiHa - e explantes cervicais [93]. Os autores
concluiram que o PEG 400 em concentracbes na ordem de 20% se apresentava
toxico, diminuindo a viabilidade e/ou alterando a morfologia celular [93]. Por outro lado,
um estudo realizado por Chiba et al., tentou provar a baixa toxicidade do PEG 400,
cujo CC50 foi de 10 000 mg/mL [94].
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Pode-se assim concluir que o PEG 400 apresenta um perfil de composto com
baixa toxicidade quando utilizado em concentra¢des normais.

Com efeito, o PEG 4000 e o WIT H12 ndo apresentaram efeitos tdxicos nas
trés linhas celulares utilizadas, quando utilizados na concentracdo de 10%. Pelo
contrério, o PEG 400 apresenta uma CC50 de 3,5, 5,1 e 1,9, respectivamente, para as
células VK2/E6E7, HEC-1-A e Hela.

3. Caracteristicas organolépticas dos 6vulos prepar  ados

As caracteristicas organolépticas de uma formulacdo farmacéutica determinam
muitas vezes a sua aceitagdo por parte do consumidor final. A caracterizacdo
organoléptica das formula¢gBes desenvolvidas encontra-se sumariada na Tabela IX. Na
base da classificacdo encontra-se 0 aspecto apresentado pelas diferentes formulacdes
bem como a cor, textura, uniformidade, superficie e presenca/auséncia de fissuras.

Nas Figuras 14 a 19 sdo apresentadas imagens dos diferentes 6vulos formulados:

Figura 14 - Ovulo sem probiéticos.
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Figura 15 - Ovulo obtido pelo método de fus&o com L. acidophilus 50 mg.

Figura 16 - Ovulo obtido pelo método de fus&o com L. acidophilus 100 mg.

Figura 17 - Ovulo obtido pelo método de enchimento com L. acidophilus 50 mg.



Figura 18 - Ovulo obtido pelo método de enchimento com L. acidophilus 100 mg.

Figura 19 - Interior dos 6vulos obtidos pelo método de enchimento.

Os resultados obtidos foram usados como ponto de comparagédo ao longo do
ensaio de estabilidade.
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Tabela IX - Caracteristicas organolépticas das diferentes formula¢des desenvolvidas.

Ovulos Sem Probiéticos

Método Convencional

Método de Enchimento

PEG WIT PEG 50 mg PEG 100 mg WIT 50 mg WIT 100 mg PEG 50 mg PEG 100 mg WIT 50 mg WIT 100 mg
. . . Homogéneo . Homogéneo | Homogéneo . Homogéneo Homogéneo
Homogéneo na Homogéneo na | Homogéneo na . Homogéneo na . . Homogéneo na . .
gy gy oy na superficie e - na superficie | na superficie e .y na superficie e na superficie e
Aspecto superficie e em superficie e em | superficie e em superficie e em superficie e em
rofundidade profundidade profundidade em profundidade eem em profundidade em em
P profundidade profundidade | profundidade profundidade  profundidade
. . . . . : . . Lisae . : Lisae Lisae
Superficie L (0] L Brilhant L (0] L (0] L Brilhant . L (0] L (0] . .
uperfici isa e Opaca isa e Brilhante isa e Opaca isa e Opaca Lisa e Brilhante Brilhante isa e Opaca isa e Opaca Brilhante Brilhante
Textura Suave Suave Suave Suave Suave Suave Suave Suave Suave Suave
Cor Branco Branco Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo Branco Branco Branco Branco
Fissuras Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
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4. Determinacdo do Factor de Deslocamento

A determinagdo do factor de deslocamento para a substancia utilizada como

substancia activa (L. acidophilus) permite concluir pela necessidade de consideracéo

do mesmo no calculo da massa de excipiente a utilizar em cada 6vulo.

Tabela X - Calculo do factor de deslocamento das duas formula¢des base utilizadas. m - massa do évulo

sem substancia activa; B - massa 6vulo com substancia activa; B-p — substancia activa adicionada; FC -

Factor Deslocamento

m (massa ,B (massa B-p (SA Factor -
. ovulo com - Média
ovulo sem SA) SA) adicionado) Deslocamento
_ 2,55 2,70 0,12 2,58 0,94
§ 2,52 2,73 0,15 2,58 0,92 0.92
Z 2,56 2,78 0,20 2,58 0,91 ’
= 2,51 2,72 0,15 2,58 0,92
3,20 3,19 0,06 3,12 1,01
©) 3,18 3,28 0,16 3,12 0,97
w 0,97
o 3,19 3,19 0,07 3,12 1,00
3,06 3,39 0,26 3,12 0,90

Com efeito, o valor obtido foi de 0,92 e 0,97, respectivamente, no caso dos
excipientes Witepsol H12 ou a mistura de PEG 400 e PEG 4000. Deste modo, de

acordo com Nogueira Prista et al. [75] sendo um valor diferente da unidade, deve ser

considerado para o calculo da massa de excipiente a utilizar.

5. Uniformidade de Massa

Para a avaliacdo da uniformidade de massa procedeu-se segundo a

monografia da F.P. 9.0, anteriormente descrita.
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Método Convencional

Ovulos constituidos por Witepsol

Os resultados do ensaio de uniformidade de massa estao representados na Figura
20 e Tabela Xl. A analise dos resultados para os 6vulos constituidos por Witepsol,
obtidos pelo método convencional (50 e 100 mg) permitiu concluir que estes se

mantiveram dentro dos limites estipulados na FP 9.0.
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Figura 20 — Ensaios de uniformidade de massa dos 6v  ulos com Witepsol ( 50 e 100 mg) — método

convencional.

Tabela XI - Ensaios de uniformidade de massa dos 6vulos com Witepsol ( 50 e 100 mg)

Férmula Média (mg) Méaximo Minimo DP CV (%)
WIT 50 mg 2,56 2,67 2,48 0,06 2,45
WIT 100 mg 2,58 2,64 2,53 0,03 1,31
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Ovulos constituidos por PEG

A andlise dos resultados obtidos no ensaio de uniformidade de massa para os
Ovulos constituidos por PEG (50 e 100 mg) através do método convencional
demonstraram que se mantiveram dentro dos limites estipulados na FP 9.0 (variacdo

de massa de £ 5% do valor médio) — Figura 21 E Tabela XII.
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Figura 21 - Ensaios de uniformidade de massa dos 6v  ulos com PEG ( 50 e 100 mg) - método

convencional.

Tabela Xl - Ensaios de uniformidade de massa dos Ovulos com PEG (50 e 100 mg) — método

convencional

Formula Média (mg) Maximo Minimo DP CV (%)
PEG 50 mg 3,12 3,20 3,05 0,05 1,59
PEG 100 mg 3,14 3,28 3,02 0,06 2,07
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Método de Enchimento

Ovulos constituidos por Witepsol

A analise dos resultados obtidos no ensaio de uniformidade de massa para 0s

ovulos constituidos por Witepsol H12 (50 e 100 mg), através do método de enchimento

demonstraram que estes se mantiveram dentro dos limites estipulados na FP 9.0

(variacdo de massa de + 5% do valor médio).

2,6

2,2

Figura 22 — Ensaios de uniformidade de massa dos évu

enchimento.
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Ovulos
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los com WIT ( 50 e 100 mg) - método de

Tabela XllI- Ensaios de uniformidade de massa dos évulos com WIT ( 50 e 100 mg) — método de

enchimento
Formula Média (mg) Maximo Minimo DP CV (%)
WIT 50 mg 2,39 2,41 2,35 0,02 0,67
WIT 100 mg 2,43 2,45 2,42 0,01 0,27
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Ovulos constituidos por PEG

Relativamente ao método de enchimento, a andlise dos resultados obtidos

neste ensaio demonstrou que para a massa dos évulos constituidos por PEG (50 e

100 mg) foram ultrapassados os limites estipulados na Farmacopeia Portuguesa 9.0

(variacdo de massa de + 5% do valor médio). No entanto, ndo mais do que 2 dos 20

Ovulos apresentavam massas que diferiam do valor médio (Tabela XIV), tal como

refere a monografia da F.P 9.0.
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Tabela XIV - Ensaios de uniformidade de massa dos 6vulos com PEG (50 e 100 mg) — método de

enchimento
Formula Média (mg) Maximo Minimo DP CV (%)
PEG 50 mg 2,96 3,1593 2,8153 0,10 0,03
PEG 100 mg 2,95 3,0210 2,9356 0,08 0,03

De acordo com os resultados podemos considerar satisfatorio este ensaio.

6. Avaliacdo da Textura

A textura corresponde as caracteristicas fisicas percepcionadas pelo tacto, que
estdo relacionadas com a deformacdo provocada por uma forca e que sdao medidas
em termos de forca, distancia e tempo.

No desenvolvimento de preparacdes para aplicagdo cutanea é necessario ter
em consideragdo certos atributos que contribuem para a aceitacdo do produto e
melhoria da sua eficacia. Esses atributos incluem as propriedades mecanicas como a
adesividade e a espalmabilidade. No caso dos produtos farmacéuticos e cosmeéticos,
na analise da textura €, geralmente, realizado o teste de penetracdo, em que a sonda
penetra a amostra a uma determinada velocidade e a uma distancia pré-definida,
retornando depois para uma posicdo a uma distancia pré-determinada. Na Figura 24
estd representado um grafico tipo, forca versus tempo, cuja forca maxima (Fmax)
corresponde a firmeza e a area negativa (A) corresponde a adesividade do produto

analisado, operando nas seguintes condi¢oes:

0,030

-
et T Fmax

0,020

0,010

0,000

5 10 15 24 0 35
Time (sec)

Force (kg)

0,010

-0,020

-0.030
74



Valores de Penetragao (N)

Figura 24 - Representacdo grafica da forca  versus tempo, cuja forca maxima (Fméx) corresponde &

firmeza e a area negativa corresponde a adesividade do produto analisado (figura adaptada de

[95]).

No ensaio realizado foram usadas como condicbes o modo “return to start”,
com recurso a sonda cilindrica de 2 mm (P 2.0) e uma distancia de penetracéo de 2
mm. A velocidade teste foi de 3 mm/s, com uma trigger force de 0,049 N.

Com efeito, a Figura 25 representa graficamente a for¢ca necessaria para
penetrar 2 mm em cada évulo, de acordo com o método de preparacdo e a base de

excipiente utilizada. Na Tabela XIV estdo resumidos os valores.
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Figura 25 - Valores médios da forca de penetracdo da s formulagbes avaliadas — WIT C. 50 mg:
Witepsol método classico 50 mg; WIT C. 100 mg: Wite  psol método classico 100 mg; PEG C. 50 mg:
Polietilenoglicol método classico 50 mg; PEG C. 10 mg: Polietilenoglicol método classico 100 mg;
WIT E. 50 mg: Witepsol método enchimento 50 mg; WIT  E. 100 mg: Witepsol método enchimento
100 mg; PEG E. 50 mg: Polietilenoglicol método enchimen to 50 mg; PEG E. 100 mg:

Polietilenoglicol método enchimento 100 mg;

Os resultados permitiram verificar que os o6vulos de Witepsol obtidos pelo
método convencional ou pelo método de enchimento, ndo apresentavam diferencas
estatisticamente significativas, o mesmo sucedendo no caso dos o6vulos de PEG

obtidos pelo método convencional ou pelo método de enchimento. Contudo, quando
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comparados os évulos de Witepsol H12 e de PEG, existem diferengas estatisticamente

significativas nos valores de for¢a de penetragdo entre as formulas propostas (p<0,05).

A Tabela XV resume os valores obtidos para os diferentes évulos.

Tabela XV - Valores médios e desvios padrdo da forca de penetracdo (N) dos diferentes tipos de 6vulos

preparados.

Método Convencional Método de Enchimento
WIT 50 WIT 100 PEG 100 PEG 50 WIT 50 WIT 100 PEG 100 PEG 50
mg mg mg mg mg mg mg mg
Média 26,33 27,79 13,23 13,15 28,00 25,29 13,52 13,36
DP 1,81 2,94 1,27 1,60 1,64 1,42 2,48 1,25

Quanto maior for o valor associado a for¢ca de penetracdo menor serd a porosidade
gue o Ovulo vai apresentar e, consequentemente, mais dificuldade ter4 o liquido de
dissolucdo em penetrar na matriz e mais lenta sera a libertagdo da substancia activa.
Os o6vulos cujo excipiente é o Witepsol H12 apresentam uma maior consisténcia e,
portanto, a partida, o liquido de dissolucéo tera maior dificuldade em penetrar a matriz.
Isto verifica-se quer para os Ovulos cuja metodologia de preparacdo foi o método
convencional quer para os 6vulos preparados pelo método de enchimento.

Kale et al. [70] desenvolveram e analisaram trés formulacdes diferentes de 6vulos
contendo L. sporogenes. Os 6vulos foram preparados PELO método classico, sendo
desenvolvidos évulos cuja base de excipiente era a manteiga de cacau (Formulacéo I),
gelatina glicerinada (Formulacéo Il) e PEG 1000 (Formulacao IIl) [70]. As formula¢cBes
foram caracterizadas sob o ponto de vista das suas propriedades fisicas, bem como
da viabilidade bacteriana. No que se refere as caracteristicas fisicas a Formulagéo Il,
cuja base era gelatina glicerinada foi a mais satisfatéria [70]. No ensaio de penetragéo,
a forca de penetracdo para a Formulagdes Il e Il variou entre, respectivamente, 1,3 —
1,4 kg/em? e 1,9 — 2,1 kg/cm? [70]. A formulagdo com manteiga de cacau (Formulag&o
I) ndo pode ser avaliada sob o ponto de vista da for¢ca de penetracdo, uma vez que o
seu ponto de fusdo é de cerca de 32°C [70]. Com efeito, os 6vulos cuja base é o PEG
1000 demonstraram ser mais resistentes a penetracao do que os 6vulos cuja base é a
gelatina glicerinada, uma vez que o PEG é isento de agua e mantém-se solido a
temperatura de 37-40°C [70]. Estes resultados encontram-se, assim ,em concordancia
com os obtidos nos ensaios efectuados. De facto, os évulos cuja base foi uma mistura
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de PEG apresentaram valores no ensaio de penetragéo na ordem dos 13 N (de acordo
com a Tabela XIV), enquanto os évulos a base de Witepsol, eram substancialmente
mais resistentes a penetracdo, com valores que oscilaram entre 25-28 N. Por outro
lado, a andlise dos resultados permite verificar que ndo ha uma diferencga significativa
entre os ovulos formulados pelo método classico e os 6vulos em que foi utilizado o
método de enchimento. Este dado permite concluir que a massa de liofilizado se
encontra deste modo bem colocada no interior do 6évulo, quando formulado pelo
método de enchimento, ndo estando assim a superficie, nem se verificando uma zona

oca no interior.

7. Ensaio de Desagregacao

De acordo com a F.P 9.0 os évulos satisfazem ao ensaio de desagregacgéo dos
supositérios e dos évulos [77].

O tempo de desagregacéo das diferentes formulagdes encontra-se na Tabela
XVI:

Tabela XVI - Tempo de desagregacdo, em minutos, das diferentes formulacdes

Ovulos
sem Método Convencional Método de Enchimento
Probi6ticos
PEG WIT PEG50 WIT50 PEG100 WIT100 | PEG50 WIT50 PEG 100 WIT 100
mg mg mg mg mg mg mg mg
Média 20,77 6,72| 19,40 6,74 19,60 6,58 16,22 6,74 20,79 6,97
Desvio
Padrio 0,43 0,46 0,80 0,54 0,72 0,88 0,19 0,38 0,32 0,36
Maximo 21,26 7,27 | 20,34 7,35 20,20 7,10 16,45 7,15 21,15 7,35
Minimo 20,31 6,18 | 18,45 6,01 18,27 5,18 16,02 6,32 20,42 6,45

Os resultados permitiram verificar que os o6vulos de Witepsol obtidos pelo
método convencional ou pelo método de enchimento, ndo apresentavam diferencas
significativas entre si no que diz respeito ao tempo de desagregacao, sucede 0 mesmo

no caso dos oOvulos de PEG obtidos por ambos os métodos. Contudo, quando
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comparados os dois grupos de o6vulos, Witepsol H12 e de PEG, verificam-se

diferencas significativas entre as formulas propostas (p<0,05).

De acordo com o descrito na F.P. 9.0 todas as formulacdes obedecem aos
requisitos minimos. Com efeito, apds 60 minutos, todos os évulos se devem encontrar
desagregados [77]. Este ensaio demonstra, deste modo, que as formulagbes estdo de

acordo com a F.P. 9.0.

Com efeito, Kaewnopparat et al. formularam e avaliaram as caracteristicas de
Ovulos contendo L. paracasei HL32 no momento de fabrico, bem como ao longo de
trés meses. Os excipientes usados como base de formulacdo foram o Witepsol H15 e
uma mistura de PEG, nomeadamente PEG 400 e PEG 4000, na propor¢cdo de 1:1.
Para esta formulacdo utilizaram dois tipos de metodologias diferentes: através de um
método convencional de fuséo e através de um método de enchimento. Os resultados
obtidos no ensaio de desagregacao permitiram verificar que o tempo de desagregacéao
para os 6vulos fabricados pelo método convencional para os 6Gvulos constituidos por
Witepsol H15 e pela mistura de PEG foi, respectivamente, de 13,4+1,0 e 15,3+1,1
minutos. No que concerne aos 6vulos cuja preparacgéo foi realizada através do método
de enchimento, o tempo de desagregacdo foi de 13,7 + 11 e 17,4 + 1,3,
respectivamente para os évulos formulados com Witepsol H15 e mistura de PEG.

Deste modo, podemos concluir que para os Ovulos desenvolvidos neste
trabalho, o tempo de desagregacdo é superior no caso das formulagbes cujo
excipiente € a mistura de PEG, comparativamente com as formulacdes cujo excipiente
€ 0 Witepsol H12. N&o ha diferencas significativas no tempo de desagregacao entre 0os
Ovulos sem probidticos e os 6vulos com L. acidophilus em diferentes quantidades (50
e 100 mg). Um maior tempo de desagregacao implica uma libertacdo mais lenta das
bactérias e, portanto, uma menor competicdo entre elas, permitindo um crescimento

mais estavel e continuo.

8. Ensaio de Libertacdo in vitro

O estudo dos perfis de libertacdo dos diferentes tipos de o6vulos formulados
permitem inferir acerca da viabilidade de L. acidophilus ao longo do tempo. O ensaio
de libertag&o in vitro serve, deste modo, para conhecer a taxa com que 0s probiéticos
veiculados se libertam no FVS, bem como a quantidade total de substancia activa

disponivel. E assim possivel inferir se existe alguma interac¢éo entre os componentes

78



da formulagdo que afecte a taxa de dissolucdo/desagregacdo e, portanto, possa
influenciar a biodisponibilidade dos probiéticos. Trata-se de um ensaio de extrema
importancia no desenvolvimento galénico, bem como na identificacdo de varidveis
criticas a producdo, na escolha entre diferentes formulagcées e na optimizagdo de uma
determinada férmula. Um processo de libertacdo inadequado obriga a redesenhar a
composicdo da formulac@o para assegurar a dissolucio/desagregacédo da substancia
activa num tempo pré-determinado e segundo um objectivo especifico. Na realidade,
actualmente, qualquer trabalho de formulacdo e desenvolvimento de formas sdlidas &

acompanhado por ensaios de libertacdo/dissolucao.

Os perfis de libertacdo de L. acidophilus dos diferentes tipos de Ovulos

formulados ao longo deste trabalho encontram-se representados na Figura 26.
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Figura 26 - Perfis de libertagdo de L. acidophilus ao longo do tempo nos diferentes tipos de évulos

preparados (tempo zero).

As Figuras 27 e 28 representam, de modo mais especifico, os perfis de
libertacdo dos Ovulos formulados pelo método convencional e pelo método de

enchimento, respectivamente.
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Figura 27 - Perfis de libertagdo de L. acidophilus ao longo do tempo nos diferentes tipos de évulos

preparados pelo método classico.
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Figura 28 - Perfis de libertacdo de L. acidophilus ao longo do tempo nos diferentes tipos de 6vulos

preparados através do método de enchimento

De um modo geral, as principais linhas conclusivas a retirar da andlise dos
resultados séo o facto de o perfil de libertacdo ser similar nos évulos cuja base é uma
mistura de PEG (base hidréfila) e nos ovulos cuja base é o Witepsol H12 (base
lipdfila). Estes resultados encontram-se em desacordo com os resultados obtidos por
Kaewnopparat et al., os quais concluiram que os évulos obtidos através do método de
enchimento, e cuja base era uma mistura de PEG, apresentavam um perfil de
libertacdo consideravelmente mais satisfatorio, apresentando uma taxa de viabilidade
celular de 1,2x108 UFC/évulo [68].

O método de enchimento utilizado neste trabalho foi desenvolvido por
Watanaber et al. [96], tendo apresentado resultados consideravelmente mais
satisfatérios do que o método convencional. De facto, os évulos obtidos através do
método de enchimento apresentam uma libertacdo consideravelmente superior na

maioria dos 6vulos, sendo no caso maximo de cerca de 1 x 108 UFC/ml, aos 60
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minutos. Com efeito, de acordo com Kaewsrichan et al. a justificagdo para o método
de enchimento ser consideravelmente mais promissor tem na base o facto de as
bactérias ndo serem sujeitas a um stresse de temperatura durante a formulacdo dos
ovulos, ao contrario do que sucede no método classico, em que muitas vezes séo

expostas a temperaturas superiores a sua temperatura Optima de crescimento,

levando a uma diminui¢cdo da viabilidade celular [19].

Além disso, para que se consiga um perfil de libertacdo, apdés 60 minutos,
nesta ordem de grandeza, em trés dos quatro casos o teor de liofilizado veiculado
através do oOvulo foi de 100 mg. Este facto pode dever-se ao elevado numero de
bactérias que morrem durante o periodo de manufactura dos Ovulos devido a
exposicao a temperaturas superiores a sua temperatura Optima de crescimento, bem
como a erosdes mecanicas sofridas durante a sua manipulacdo, o que diminui a taxa
de viabilidade [19].

Uma analise detalhada das Figuras 26,27 e 28 permite igualmente constatar
gue o perfil de libertagéo de L. acidophilus é consideravelmente mais lento e inferior no
caso dos oOvulos de Witepsol H12 cuja base lipdfila é formulada através do método
cldssico, do que os 6vulos obtidos através do método de enchimento. Apesar do
Witepsol H12 fundir rapidamente a 37°C, o perfil de libertagdo dos évulos contendo
este excipiente € mais lento do que o dos évulos cujo excipiente € hidrdéfilo. Este facto
pode resultar do L. acidophilus se encontrar no interior do évulo (no caso do método
de enchimento), ao contrario do que sucede no método convencional, em que o

probidtico se encontra de imediato em contacto com o FVS.

O perfil de libertacdo mais acelerado que se verifica nos 6vulos cuja base é
uma mistura de PEG pode ter por base o facto da bactéria probiética apresentar uma
baixa afinidade para este excipiente. Pode ainda ser devido a sua solubilidade, uma
vez que se trata de uma substancia extremamente hidréfila, o que conduz a sua
libertacdo dos probibticos através de mecanismos de difusdo bem como de erosao
[97]. Estudos desenvolvidos anteriormente, nos quais se formularam supositérios
constituidos por PEG 4000 e por Witepsol W45, mostraram que a velocidade de
dissolucdo do PEG 4000 é consideravelmente mais rapida do que a velocidade de
desagregacdo do Witepsol W45, o que estd de acordo com os resultados obtidos
neste trabalho [97]. Este facto deve-se as diferentes taxas de solubilidade destes

compostos.
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De acordo com trabalhos recentes na area dos probidticos vaginais, a
concentracdo necessaria para o tratamento de infeccdes vaginais é de 1x10° a 1x10"°
UFC/g [98-99]. Com efeito, ao longo deste trabalho foram obtidos 6vulos com 1x10°
UFC, pelo que a administracéo vaginal de um 6vulo duas vezes ao dia, ao levantar e

ao deitar, seria suficiente para o0 tratamento de infeccbes vaginais.
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9. Ensaios de Estabilidade

Ao longo deste trabalho foram realizados ensaios de estabilidade nos 6vulos
formulados pelo método convencional ao final do primeiro, segundo e terceiro més de
armazenamento a 4° C e a 20° C. Os ensaios consistiram na avaliacdo das
caracteristicas organolépticas, ensaios de textura, ensaios de desagregacao e ensaios
de libertacdo. Importa ressalvar que o0s ensaios de estabilidade apenas foram
efectuados neste tipo de 6vulos devido a questbes econdmicas e de logistica, sendo
contudo um aspecto negativo a ressalvar a auséncia de ensaios similares nos 6vulos
obtidos pelo método de enchimento. H& contudo que mencionar que a partida, devido
as caracteristicas fisicas dos 6vulos obtidos através do método de enchimento, estes
se encontram menos sujeitos a processos de degradacdo, uma vez que 0s probidticos

incorporados ndo estdo expostos ao meio exterior.

Os resultados obtidos encontram-se sumariados nas tabelas apresentadas a

seqguir.

a) Caracteristicas Organolépticas

Os resultados da avaliagdo das caracteristicas organolépticas no final do primeiro,

segundo e terceiro més de armazenamento encontram-se na Tabela XVII.
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Caracteristicas Organolépticas

4°C 20°C
Tempo /Formulagédo Cheiro Cor Brilho  Superficie Cheiro Co r Brilho Superficie
Witepsol H12 50 mg
0 dias Ausente Amarelo  Presente Lisa Ausente Amarelo Presente Lisa
Esbranquicada e
30 dias Ausente Amarelo  Presente Lisa Ligeiramente acido Amarelo Ausente com ligeiras
fissuras
) Amarelada; Esbranquicada e
60 dias Ligeiramente acido Amarelo  Presente Lisa Acido pontuagdes Ausente com ligeiras
brancas fissuras
Esbranquicada e
90 dias Ligeiramente acido Amarelo  Presente Lisa Rango Esbranquicado  Ausente com ligeiras
fissuras
Witepsol H12 100 mg
0 dias Ausente Amarelo  Presente Lisa Ausente Amarelo Presente Lisa
30 dias Ligeiramente &cido Amarelo  Presente Lisa Ligeiramente &cido Amarelo Ausente Lisa
Amarelada; Esbranquicada e
60 dias Ligeiramente &cido Amarelo  Presente Lisa Acido pontuagdes Ausente com ligeiras
brancas fissuras
Esbranquicada e
90 dias Ligeiramente acido Amarelo  Presente Lisa Rango Esbranquicado  Ausente com ligeiras
fissuras
Mistura PEG 50 mg
0 dias Ausente Branco Presente Lisa Ausente Branco Presente Lisa
30 dias Ausente Branco Presente Lisa Ausente Branco Mais Intenso Lisa
60 dias Ausente Branco Presente Lisa Ausente Branco Mais Intenso Lisa
90 dias Ausente Branco Presente Lisa Ausente Branco Muito Intenso Lisa
Mistura PEG 100 mg
0 dias Ausente Branco Presente Lisa Ausente Branco Presente Lisa
30 dias Ausente Branco Presente Lisa Ausente Branco Mais Intenso Lisa
60 dias Ausente Branco Presente Lisa Ausente Branco Mais Intenso Lisa
90 dias Ausente Branco Presente Lisa Ausente Branco Muito Intenso Lisa

Tabela XVII - Caracteristicas Organolépticas dos évulos armazenados a 4°C e a 20°C ao fim do primeiro, segundo e terceiro més.
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A analise dos resultados obtidos permite verificar que ao final do primeiro més ndo
ocorreu qualquer alteracdo das caracteristicas organolépticas dos 6vulos formulados,
quer a 4°C quer a 20°C, no que diz respeito ao cheiro, cor e superficie,

comparativamente com as caracteristicas dos 6vulos com 0 dias de armazenamento.

No final do segundo més de armazenamento verificou-se uma alteracdo do odor
nos oOvulos de Witepsol H12 armazenados a 20° C, apresentando um cheiro mais
intenso a ranco. Ao mesmo tempo, a uniformidade de cor comegou a desaparecer,
tornando-se menos amarelados e com pontuag@es brancas. Os 6vulos armazenados a
4°C mantiveram as suas caracteristicas de uniformidade, quando comparados com o

ensaio no tempo 0.

No final dos 90 dias de armazenamento os Ovulos a base de Witepsol tinham
alteracdes mais intensas das caracteristicas organolépticas quando armazenados a
20°C do que a 4°C.

No caso dos 6vulos a base de PEG as diferencas organolépticas em relacdo ao
tempo 0 ocorrem apenas nos 6vulos armazenados a 20°C, observando-se a partir dos

30 dias de armazenamento um brilho mais intenso.

Os resultados permitiram verificar que existem diferencas significativas entre o
teor de lactobacillus libertado no final do primeiro, segundo e terceiro més, bem como

entre os diferentes tipos de évulos formulados.

b) Ensaio de Desagregacéao

Os tempos de desagregacdo obtidos para os diferentes tempos de

armazenamento encontram-se resumidos na Tabela XVIII.

Tabela XVIII - Tempos de Desagregacdo (min) dos diferentes tipos de Ovulos obtidos pelo método

classico ao final do primeiro, segundo e terceiro més de armazenamento a 4° e 20° C.

Temperatura 4° C Temperatura 20° C
Peg 50 Peg 100 Wit50 Wit100 |Peg50 Peg 100 Wit50 Wit 100
0 dias 19,50 19,60 6,74 6,58 19,50 19,60 6,74 6,58
30 dias 19,99 17,61 6,37 7,52 21,02 19,20 7,12 6,74
60 dias 21,28 19,23 9,94 9,23 22,05 21,61 7,03 6,98
90 dias 18,66 20,19 8,66 7,83 16,64 19,58 6,58 7,17
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Com efeito, a analise dos tempos de desagregacdo permite constatar que estes se
encontram de acordo com a F.P. 9.0. Nao ha altera¢gBes significativas dos tempos de
desagregacdo das diferentes amostras, verificando-se apenas como aspecto
fundamental que para os Ovulos de Witepsol armazenados a 4°C o tempo de
desagregacdo aumenta gradualmente, sendo, contudo, este aumento nao significativo.
Relativamente aos 6vulos armazenados a 20°C o tempo de desagregacdo mantém-se

praticamente constante.

c) Avaliacdo da Textura

A avaliacdo da textura ao longo do ensaio de estabilidade permitiu constatar que

ndo houve alteragdes significativas. A Tabela XIX mostra os resultados obtidos.

Tabela XIX - Valores da for¢a de penetracéo (N) das formula¢des avaliadas ao final do primeiro, segundo

e terceiro més de armazenamento a 4°C e 20°C.

Temperatura 4° C Temperatura 20° C

Peg50 Peg 100 Wit50 Wit 100 |Peg50 Peg100 Wit50 Wit 100

0 dias 13,13 13,23 26,33 27,79 13,13 13,23 26,33 27,79
30dias 27,39 23,47 16,97 18,25 18,98 18,51 11,88 11,12
60 dias 21,17 22,46 15,70 14,98 20,60 19,09 11,42 14,07
90 dias 23,59 20,30 14,81 12,50 21,21 20,40 14,90 12,57

A andlise dos resultados obtidos permite concluir que existe uma alteragédo
significativa dos valores da forca de penetracdo do tempo zero para o final do primeiro
més, mantendo-se contudo constantes quando comparados o primeiro, segundo e

terceiro més.

Relativamente aos évulos cujo excipiente é uma mistura de PEG uma perda de

agua consideravel que conduziu a um aumento da dureza dos évulos.
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No caso dos Ovulos de Witepsol ocorreu diminuicdo dos valores da forca de

penetracdo, provavelmente devido ao aumento da temperatura a que foram

efectuadas as determinagoes.

d) Ensaio de libertacao in vitro

A avaliacdo da taxa de viabilidade de L. acidophilus ao fim de 60 minutos nos

ovulos obtidos pelo método classico com diferentes excipientes encontra-se resumida

na Tabela XX.

Tabela XX — Viabilidade de L. acidophilus nos 6vulos de Witepsol H12 e mistura de PEG obtidos através

do método classico, ao fim do primeiro, segundo e terceiro més de armazenamento.

UFC
magenamento 4 20°C

Witepsol H12 50 mg

0 dias 6,6 + 0,35 x 10’ 6,6 + 0,35 x 10’

30 dias 3,0+ 0,25 x 10° 4,2+0,33x 10°

60 dias 1,1+0,13 x 10° 3,5+0,27 x 10*

90 dias 1,5+0,12 x 10° 2,2 +0,26 x 10*
Witepsol H12 100 mg

0 dias 1,7+0,12 x 10’ 1,7+0,12 x 10’

30 dias 8,1+0,18 x 10° 53+0,4x10°

60 dias 1,2 +0,15 x 10° 4,3+0,52 x 10*

90 dias 2,3+0,23 x 10° 2,7 +0,42 x 10*
Mistura PEG 50 mg

0 dias 1,0+0,13 x 108 1,0+0,13 x 108

30 dias 1,3+0,6 x 10° 3,3+1,65 x 10*

60 dias 2,5+0,39 x 10° 53+1,61x10°

90 dias 2,1+0,25 x 10* 2,2+0,27 x 10°
Mistura PEG 100 mg

0 dias 1,6 + 0,16 x 10° 1,6 + 0,16 x 10°

30 dias 1,2 +0,26 x 10’ 8,3+ 1,60 x 10*

60 dias 3,3+0,23 x 10° 8,9+1,62x10°

90 dias 1,2 +0,25 x 10° 2,7+0,42 x 10°

Estes resultados permitem constatar que a medida que o tempo passa ha uma

perda progressiva da viabilidade celular, conduzindo a uma diminuicdo do nimero de
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UFC por 6vulo. Esta diminuicdo é mais acentuada nos 6vulos armazenados a 20°C do
gue nos 6vulos armazenados a 4°C. H4 igualmente uma perda mais significativa nos
ovulos que utilizam como base um excipiente hidréfilo. Com efeito, ao final do primeiro
més o0s Ovulos ja ndo apresentam uma concentracdo minima de UFC que lhes permita

serem veiculados como substancias probiéticas no auxilio do tratamento de ITU.

Estes resultados estdo concordantes com o0s resultados descritos por
Kaewnopparat et al., os quais concluiram que havia uma diminui¢do, ao longo do
tempo, da viabilidade celular de cerca de 3 log nos 6vulos formulados pelo método
convencional com uma mistura de PEG e Witepsol H15 [68]. Esta diminuicdo pode ser
devida ao calor durante a preparacgédo [68]. H& contudo, tal como observado ao longo
deste trabalho, uma diminuicdo mais acentuada nos 6vulos armazenados a 20°C do
gue nos oOvulos armazenados a 4°C. Esta observagdo pode dever-se ao facto de uma

temperatura de 4°C colocar os L. acidophilus num estado de laténcia mais acentuado.

Por outro lado, esta acentuada diminuicdo do numero de UFC a 20°C quando
comparadas com as UFC refrigeradas a 4°C, pode dever-se também ao impacto do
potencial redox no armazenamento dos probiéticos [100]. No decorrer da experiencia
ndo ha motivo que nos levem a pensar que a composicao da atmosfera foi diferente na
estufa e no frigorifico. Contudo, € do conhecimento comum, que a presenca de
oxigénio (potencial redox positivo) nos produtos com probiéticos pode conduzir a uma
diminuicdo da viabilidade celular. Tal como todas as reacc¢des quimicas, a oxidacdo
depende da temperatura (lei de Arrhenius). Consequentemente, a elevada
mortabilidade dos lactobacillus quando armazenados a 20°C pode dever-se
simplesmente ao aumento do fendmeno de oxidacdo. Estes resultados permitem
concluir que existe uma maior estabilidade dos Ovulos armazenados a 4°C, uma
pratica comum quando estdo presentes microorganismos probiéticos. Contudo, uma
solucéo para este problema poderia ser o armazenamento em condi¢cdes de atmosfera

modificada, originando muito provavelmente uma maior estabilidade [100].

Quando comparados os 6évulos de Witepsol com diferentes contelldos de massa
de liofilizado é possivel verificar que ndo ha uma viabilidade consideravelmente
superior nos 6vulos com maior teor de liofilizado. De facto, em ambos os 6vulos ha um
decréscimo de 2 log desde o tempo 0 até aos 90 dias. Pelo contrario, no caso dos
Ovulos de PEG esse decréscimo atinge os 4 log, quando armazenados a 20°C, e os 5
log quando armazenados a 20°C. Na realidade estas diferencas podem ocorrer devido

a fendbmenos de temperatura que levam a que as bactérias probioticas ndo sobrevivam
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de igual modo como no Witepsol H12, um excipiente mais lipéfilo e que retém menos

agua na sua composicao.
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Conclusao
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O desenvolvimento deste trabalho permitiu avaliar as diferentes caracteristicas
fisicas e de quantidade de L. acidophilus em évulos formulados com diferentes
excipientes, no momento da preparagdo e ao longo do tempo de armazenamento.
Com efeito, foi desenvolvido um estudo de pré-formulacéo que conduziu a selec¢do de
dois excipientes, um hidrofilo (mistura de PEG 400 e PEG 4000, na proporgdo de
75:25) e um lipofilo (Witepsol H12) como base de formulagdo de 6vulos contendo L.
acidophilus. Foram utilizadas duas técnicas de preparacdo dos Ovulos: o método
classico e o método de enchimento. Os évulos foram formulados com 50 mg e 100 mg
de L. acidophilus. Realizaram-se igualmente estudos de estabilidade ao longo do
primeiro, segundo e terceiro més de armazenamento a 4°C e a 20°C, que permitiram
aferir acerca da base de excipiente mais adequada para manter uma maior viabilidade

celular.

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho permitiram concluir que os
Ovulos obtidos pelo método de enchimento permitem obter resultados mais
promissores do que os 6vulos obtidos pelo método convencional, permitindo alcancar
uma taxa de libertacdo in vitro de cerca de 1,0 x 10° UFC. Na realidade, este resultado
€ consideravelmente mais satisfatdrio quando a massa de liofilizado utilizado é de 100
mg, uma vez que existe uma maior percentagem de bactérias por 6vulo que irdo
resistir as variacbes de temperatura e alteracdes mecéanicas durante o processo de
producdo, permitindo deste modo uma maior viabilidade celular. Nao ha contudo
alteracdes muito significativas ao longo do tempo entre os 6vulos cujo excipiente € a

mistura de PEG ou os 6vulos formulados a base de Witepsol H12.

De igual modo, procedeu-se a uma andlise das caracteristicas fisicas
especificadas na F.P. 9.0, bem como das caracteristicas organolépticas e de textura.
Estes ensaios permitiram concluir que os resultados se encontram de acordo com a
F.P. 9.0. A avaliacdo das caracteristicas de textura demonstraram que, no tempo zero,
as duas formulacdes eram as que mais se assemelhavam em dureza ao Nelex®,

medicamento na forma de évulos comercializado em Portugal.

Os ensaios ao longo do tempo nos o6vulos formulados apenas pelo método
classico demonstraram que, a partir do segundo més, ocorreram alteracdes das
caracteristicas organolépticas dos dvulos de base lipéfila. Ha igualmente uma
alteracdo significativa da forca de penetracdo a partir do primeiro més. Os tempos de

desagregacdo mantém-se de acordo com os critérios da F.P. 9.0. Relativamente a
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viabilidade celular ocorreu uma diminui¢&o significativa do nimero de UFC ao longo do
tempo de armazenamento, sendo mais pronunciada nos Ovulos armazenados a

temperatura de 20°C e cuja base era PEG

Deste modo, os évulos formulados com base de Witepsol H12 e com um teor

de 100 mg apresentam-se como 0S mais promissores na veiculacdo de lactobacillus,.

As perspectivas futuras deste trabalho passam pelo ensaio de estabilidade de
Ovulos obtidos pelo método de enchimento, bem como pela inser¢cdo de adjuvantes
que ajudem na manutencdo da viabilidade celular bem como das caracteristicas

organolépticas e de textura ao longo do tempo de armazenamento.
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