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Ribeiro FC. Desenvolvimento de formulagdes probidticas para prevencdo da
candidose bucal: estudo in vitro e in vivo [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2019.

RESUMO

Os probidticos sédo considerados uma alternativa potencial para o controle da
candidose, no entanto, existe uma falta de produtos probioticos direcionados para a
cavidade bucal. Neste estudo, desenvolvemos formulacdes probidticas usando
gellan gum, um biopolimero natural usado como aditivo alimentar, e investigamos 0s
efeitos dessas formulacfes em Candida albicans. Para isso, Lactobacillus paracasei
28.4, uma cepa recentemente isolada da cavidade bucal, foi incorporada em varias
concentracfes de gellan gum (1 a 0,6%). Todas as concentracfes testadas foram
capazes de incorporar as células de L. paracasei, mantendo a viabilidade
bacteriana. As formulacfes probidticas permaneceram estaveis por 7 dias quando
armazenadas a temperatura ambiente ou a 4°C. Entretanto, o0 armazenamento a
longo prazo das formulacdes probidticas foi conseguido apenas quando L. paracasei
28.4 foi liofilizado. As formulacBes probidticas proporcionaram uma liberacdo de
células de L. paracasei por 24 horas, o que foi suficiente para inibir o crescimento de
C. albicans com efeitos dependentes das concentra¢des celulares incorporadas no
gellan gum. As formulagBes probiodticas também tiveram atividade inibitéria contra os
biofilmes de Candida, reduzindo o numero de células de Candida (p<0,0001),
diminuindo a biomassa total (p=0,0003) e prejudicando a formacdo de hifas
(p=0,0002) em relacdo ao grupo controle nédo tratado. Contudo, a formulacao
probidtica de gellan gum a 1% proporcionou uma colonizacao oral de L. paracasei
em camundongos com aproximadamente 6 log de UFC/mL apés 10 dias. Essa
formulacdo inibiu o crescimento de C. albicans (p<0,0001), impediu o
desenvolvimento de lesdes de candidose (p=0,0013) e suprimiu a inflamacao (p =
0,0006) quando comparada aos camundongos né&o tratados. Estes resultados
indicam que o gellan gum pode ser um biomaterial promissor como sistema
transportador de probiéticos para prevenir a candidose oral.

Palavras-chave: Lactobacillus paracasei. Candida albicans. Candidose oral.
Hidrogéis. Gellan gum.



Ribeiro FC. Development of probiotic formulations for prevention of oral candidiasis:
in vitro and in vivo study [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

Probiotics are considered a potential alternative for the control of candidiasis,
however there is a lack of probiotic products targeted for the oral cavity. In this study,
we developed probiotic formulations using gellan gum, a natural biopolymer used as
a food-additive, and investigated the effects of this delivery method on Candida
albicans. Lactobacillus paracasei 28.4, a strain recently isolated from the oral cavity,
was incorporated in several concentrations of gellan gum (1 to 0.6%). All tested
concentrations could incorporate L. paracasei cells while maintaining bacterial
viability. Probiotic-gellan formulations were stable for 7 days when stored at room
temperature or 4°C. Long-term storage of bacterial impregnated gellan gum could be
achieved when L. paracasei 28.4 was lyophilized. The probiotic-gellan formulations
provided a release of L. paracasei cells over 24 hours that was sufficient to inhibit the
growth of C. albicans with effects dependent on the cell concentrations incorporated
into gellan gum. The probiotic-gellan formulations also had inhibitory activity against
Candida biofilms by reducing the number of Candida cells (p < 0.0001), decreasing
the total biomass (p = 0.0003) and impairing hyphae formation (p = 0.0002) in
relation to the control group, not treated. However, only probiotic formulation of gellan
gum 1% provided an oral colonization of L. paracasei in mice with approximately 6
log of CFU/mL after 10 days. This formulation inhibited the C. albicans growth (p <
0.0001), prevented the development of candidiasis lesions (p = 0.0013), and
suppressed the inflammation (p = 0.0006) when compared to the mice not treated.
These results indicate that gellan gum is a promising biomaterial as a carrier system
of probiotics to prevent oral candidiasis.

Keywords: Lactobacillus paracasei. Candida albicans. Oral candidiasis. Hydrogels.
Gellan gum.



1 INTRODUCAO
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Candida albicans é um fungo comensal que coloniza a mucosa oral de
individuos saudaveis e pode se tornar patogénico quando o balango entre o fungo, a
mucosa e 0s mecanismos de defesa do hospedeiro séo interrompidos, levando ao
aparecimento de candidose (Thompson et al., 2010; Cassone et al., 2012; Hebecker
et al., 2014; Matsubara et al., 2016; Salvatori et al., 2016). O desenvolvimento da
candidose bucal esta associado a diferentes fatores predisponentes, incluindo o uso
de préteses totais, uso de corticosteroides inalaveis, reducao do fluxo salivar, dieta
rica em acucar, idade avancada, deficiéncias nutricionais, administracdo prolongada
de antibidticos de largo espectro, imunossupressdo associada a tratamentos
antineoplasicos, doengas hematolédgicas e sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) (Coronado-Castellote et al., 2013; Costa et al., 2013).

Candida albicans é um fungo dimérfico que apresenta as formas
morfologicas leveduriforme e micelial. A forma leveduriforme é composta por células
unicelulares de morfologia ovalada, que possuem importantes proteinas de adesdo
em sua superficie celular que se ligam aos tecidos do hospedeiro (Ding et al., 2014;
Holmes et al., 2014; Cota, Hoyer, 2015). A forma micelial € composta por hifas e
pseudo-hifas, que sdo importantes estruturas para a viruléncia de C. albicans, pois
dificultam o processo de fagocitose, aumentam a adesdo do fungo &s células
epiteliais e estdo intimamente relacionadas com a formacdo do biofime e a
penetracdo nos tecidos do hospedeiro (Bandara et al., 2014; Sun et al., 2015).
Portanto, a identificacdo e elucidagdo dos mecanismos de viruléncia das espécies
do género Candida sdo extremamente importantes uma vez que esses mecanismos
podem ser alvo para novas terapias antifingicas.

Até o0 momento, modelos in vitro e in vivo foram desenvolvidos para estudar
0Ss mecanismos de viruléncia de C. albicans. Os modelos in vitro s&o voltados
principalmente para a formacdo de biofilmes sobre corpos de prova de varios
materiais, inclusive os utilizados na confeccdo de aparelhos ortodonticos e préteses
dentarias (Junqueira et al., 2011; Costa et al., 2013; Holmes et al., 2014). A maioria
dos modelos in vivo séo realizados em animais experimentais, como ratos e

camundongos, nos quais a candidose bucal é induzida por cepas patogénicas de C.
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albicans associadas a fatores predisponentes, como imunossupressao, xerostomia
ou tratamento com antibiéticos de amplo espectro (Junqueira 2012; Costa et al.,
2013). Todos esses modelos in vitro e in vivo oferecem grande suporte para o
manejo das candidoses bucais na clinica odontologica.

A candidose bucal representa um significante problema clinico,
especialmente em individuos idosos que fazem uso de préteses totais, pacientes
HIV-positivos ou pacientes submetidos a radioterapia de cabeca e pescoco
(Coronado-Castellote et al., 2013; Garcia-Cuesta et al., 2014; Seneviratne et al.,
2016; Zhang et al., 2016). O desenvolvimento de candidose bucal parece ocorrer em
mais de 80% de individuos HIV-positivos, 37% dos pacientes em radioterapia e 15 a
71% dos individuos idosos que usam proteses totais. O uso continuo de agentes
terapéuticos para controlar as infecgbes causadas por Candida nesses pacientes,
tem contribuido significativamente para o desenvolvimento de cepas resistentes aos
antifangicos (Baccaglini et al., 2007; Thompson et al., 2010; Berberi et al., 2015;
Moges et al., 2016).

Estudos anteriores indicaram taxas significativas de resisténcia ao fluconazol
entre as cepas de C. albicans isoladas da cavidade bucal de pacientes HIV-
positivos: 12% na Etidpia (Moges et al., 2016), 14% na China (Liu et al., 2015), 25%
nos EUA (Thompson et al., 2010), 27% no Brasil (Junqueira et al., 2012) e mais de
50% na Africa do Sul e Camarbes (Abrantes et al., 2014). Além da resisténcia
antifingica, o alto custo e os efeitos colaterais também tém sido considerados como
fatores criticos para o tratamento com antifingicos azéis (Patton, 2016).

Neste contexto, cepas de bactérias probidticas tém sido estudadas como um
método alternativo para o controle da candidose bucal. Os probiéticos sdo micro-
organismos vivos com efeitos positivos sobre a salde humana quando
administrados em quantidades adequadas (cerca de 10’ a 10* unidades formadoras
de colbnias) (Gonzalez-Hernandez et al., 2012). A atividade antimicrobiana das
cepas probidticas tem sido relacionada com a producdo de moléculas
antimicrobianas e estimulacdo do sistema imune por meio da ativacdo das células
de defesa e pela producéo de citocinas (Chiang et al., 2015; Elahi et al.. 2005; Rong
et al., 2015; Haghshenas et al., 2015). Os probidticos sdo classificados pela Food

and Drug Administration (FDA) como produtos vivos bioterapéuticos, podendo ser
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utilizados em uma variedade de produtos, tais como alimentos, suplementos
alimentares e medicamentos (Gonzalez-Hernandez et al., 2012; Olle, 2013).

A maioria das preparacdes probioticas disponiveis no mercado sé&o
compostas por cepas de Lactobacillus ou Bifidobacterium isoladas a partir de
amostras de fezes humanas para facilitar a compatibilidade com a microbiota
intestinal humana (Rivera-Espinoza et al., 2010). Entre as bactérias com potencial
para serem usadas como probiéticos na cavidade bucal, Lactobacillus spp. tem
ganhado bastante atencdo devido a sua capacidade de colonizar e modular a
microbiota bucal, inibindo assim o crescimento de varios patégenos, como as
leveduras do género Candida (Matsubara et al., 2016).

O desenvolvimento de formulagBes probidticas tem sido considerado um
desafio para pesquisadores e indastrias no mundo, pois em geral, 0s suplementos
diarios que contém probidticos ndo sdo suficientemente caracterizados para
satisfazer o Center for Biologics Evaluation and Research of the FDA (CBER/FDA)
(Olle, 2013). A CBER requer vérias especificacbes para produtos probidticos,
incluindo: identificacdo da cepa probidtica por determinados ensaios especificos e
reprodutiveis (métodos genotipicos e fenotipicos); determinacdo da poténcia dos
micro-organismos vivos que € geralmente analisado pela viabilidade celular por
unidade ou dose (contagem de UFC); e execucdo de testes de pureza ou
contaminantes introduzidos durante o processo de fabricacdo (Guidance for Industry
CBER/FDA).

As formulagcBes probidticas para controle de infeccbes bucais precisam
apresentar um sistema de liberagcdo de bactérias que proporcionem tempos de
retencdo e exposicao suficiente na cavidade bucal, para que os probidticos possam
colonizar os tecidos do hospedeiro e influenciar a microbiota residente (Devine et al.,
2015; Wescombe et al., 2012). Além disso, as formulacdes precisam apresentar
formas de estocagem adequadas para manter a viabilidade celular (Wescombe et
al., 2012).

Os sistemas de carreagdo dos micro-organismos probioticos para seu sitio
de acdo ainda sédo escassos. Na literatura, estudos com biopolimeros tém sido
desenvolvidos pelas suas vantagens e propriedades fisico-quimicas. Entre eles, o
gellan gum, um heteropolissacarideo natural, estd sendo bastante utilizado na

industria alimenticia, farmacéutica e na medicina para o encapsulamento de células,
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antibioticos e microparticulas (Coutinho et al., 2010; Oliveira et al., 2010; D’Arrigo et
al., 2014; Osmatek et al., 2014; Zhu et al., 2015). Diferentes tipos de preparacdes de
gellan tém sido desenvolvidas, variando desde microparticulas e granulos maiores,
até formulacdes mais liquidas (Agnihotri et al., 2005; Mahdi et al., 2014). A utilizacao
do gellan como carreador de farmacos apresenta a vantagem da liberacdo continua
dos antibidticos por periodo de tempo prolongado (Novac et al., 2014; Posadowska
et al., 2016). Os sistemas de carreamento utilizando gellan apresentam resultados
promissores, pois esse biopolimero ndo apresenta toxicidade para o organismo e
oferece uma protecao para o farmaco encapsulado em seu interior. Por exemplo, na
administrac@o por via oral, as moléculas do farmaco ficam protegidas no interior do
gellan, evitando sua degradacéo pelo processo digestivo e, consequentemente, a
perda rapida da sua concentracdo (Miyazaki et al., 1999; Kubo et al., 2002; Zhu et
al., 2015).

Tendo em vista as caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade
e baixo custo, o gellan gum foi usado nessa pesquisa para a incorporacao de uma
cepa de Lactobacillus, buscando-se o desenvolvimento de formulacdes probibticas
adequadas para uso na cavidade bucal. Além disso, as formula¢gBes desenvolvidas

foram testadas in vitro e in vivo como agente de prevencao da candidose bucal.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O objetivo da presente pesquisa foi desenvolver uma formulacéo probiotica
utilizando L. paracasei 28.4 incorporado em gellan gum, e avaliar seus efeitos

inibitérios contra C. albicans.

2.2 Objetivos especificos

— Desenvolver formulagdes incorporando L. paracasei 28.4 em diferentes
concentracfes de hidrogéis usando gellan gum;

— Verificar a viabilidade bacteriana e o0 sistema de liberacdo das
formulagBes probidticas in vitro, testando diferentes formas de
armazenamento e estocagem;

— Investigar os efeitos antimicrobianos das formulagdes sobre C. albicans
em modelos in vitro;

— Avaliar o sistema de liberacdo das formulacbes e a colonizacdo de L.
paracasei 28.4 na cavidade bucal de camundongos saudaveis;

— Explorar os efeitos das formulagBes probidticas na candidose bucal

experimental em camundongos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho experimetal e Comité de Etica

A metodologia desse trabalho foi desenvolvida em trés partes experimentais:
1) desenvolvimento e caracterizacdo das formulaces probidticas; 2) avaliacdo dos
efeitos das formulacBes probidticas sobre C. albicans em estudo in vitro; 3)
avaliacdo dos efeitos das formulacdes probidticas sobre C. albicans na cavidade
bucal e no desenvolvimento de candidose experimental em estudo in vivo. Todos os
ensaios experimentais desse trabalho estdo apresentados no Fluxograma da Figura
1.

Esse projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT/UNESP) com o numero de
protocolo 15/2016. A manipulacdo dos animais durante todos os experimentos foi
realizada de acordo com as recomendacdes da Lei 11794, de 8 de outubro de 2008,
que rege a criacdo e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e pesquisa
cientifica das espécies classificadas como filo Chordata, subfilo Vertebrata.



Figura 1 - Desenho experimental das metodologias realizados na presente pesquisa

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.2 Cepas e condigbes de crescimento

Para realizacdo desse trabalho, foram utilizadas as seguintes cepas de
micro-organismos: cepa clinica L. paracasei 28.4 isolada da cavidade bucal de
individuo livre de carie obtida no trabalho realizado por Rossoni et al. (2018)
(Parecer do Comité de Etica 560.479); cepa padrdo C. albicans ATCC 18804; e
cepas clinicas C. albicans 60 e C. albicans 14 isoladas de lesdo de candidose
orofaringea de pacientes HIV-positivos atendidos no Instituto de Infectologia Emilio
Ribas (Junqueira et al. 2012) (Parecer do Comité de Etica 274/2009). Para ativacio
desses micro-organismos, as cepas de C. albicans foram cultivadas em meio de
cultura extrato de levedura, peptona, dextrose (YPD) por 24 h a 37°C em estufa
bacteriologica. A cepa de L. paracasei 28.4 foi cultivada em agar Lactobacilli MRS
(Himedia, Mumbai, India) por 48 h a 37°C em 5% de CO..

3.3 Preparo das suspens0fes padronizadas de C. albicans e L. paracasei 28.4

C. albicans foi cultivada a 37°C por 24 h em caldo YPD e L. paracasei foi
cultivado em caldo Lactobacilli MRS (Himedia, Mumbai, India) a 37°C por 24 h (5%
de CO,). Posteriormente, as células de cada micro-organismo foram centrifugadas
(2000 xg por 10 min), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso em 6
mL de solucdo fisiologica tamponada com fosfato (PBS). Esse procedimento foi
repetido novamente.

A contagem do namero de células de C. albicans da suspenséo foi realizada
em espectrofotdbmetro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil), com comprimento de
onda a 530 nm e densidade dptica de 0,385, obtendo-se concentracdo de 10" micro-
organismos/mL. O numero de células de L. paracasei da suspenséo foi ajustado a
concentracdo de 10® micro-organismos/mL, utilizando-se os parametros de

comprimento de onda a 600 nm e 1.400 de densidade Optica.
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3.4 Desenvolvimento e caracterizacdo das formulacfes probidticas

3.4.1 Preparo das formulagfes probidticas em gellan gum

As formulacdes probidticas foram desenvolvidas em colaboracdo com a
Profa. Anita Shukla do Laboratério de Designer de Biomateriais no Centro para
Engenharia Biomédica da Brown University (Providence, Rhode Island, USA). A
suspensao de L. pacarasei 28.4 foi preparada de acordo com a metodologia descrita
anteriormente por Coutinho et al. (2010) com algumas modificacdes. Uma cultura de
24h de L. paracasei 28.4 no caldo MRS foi centrifugada e lavada com solucdo de
PBS (tampé&o salino-fosfato, ph 7,4), seguida de padronizacdo usando um
espectrofotometro (AJX-1900, Micronal, Sdo Paulo) a 600 nm para atingir DO de
1,400, correspondendo a uma concentracdo de 10° células/mL de L. paracasei 28.4.

As formulacBes foram preparadas em diferentes concentracfes de gellan
gum (1,0, 0,9, 0,8, 0,7 e 0,6% p/v). Para isso, 0 p6 de gellan gum foi adicionado em
45 mL de agua destilada e agitado a 85-90°C até dissolucdo completa. A
temperatura foi entdo reduzida para 40°C e 2 mL de suspenséao de L. paracasei 28.4
contendo 108 células/mL foram adicionados & mistura. Finalmente, 3mL de CaCl, (1
mM) foi adicionado a mistura de gellan gum e L. paracasei para a gelificacdo. Para a
liofilizacdo, as formulagBes foram preparadas conforme descrito acima, e apds seu
preparo, elas foram liofilizadas por 24 h (Liofilizador série LS, Terroni, Sdo Carlos,

Séao Paulo).

3.4.2 Recuperacdao de L. paracasei 28.4 a partir das formulacdes de gellan gum

A quantificacdo de células viadveis de L. paracasei 28.4 a partir das
formulactes de gellan gum foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Juarez Tomés et al. (2015), com algumas modificacdes. Imediatamente apds a

incorporacdo de L. paracasei 28.4 nas diferentes concentracdes do hidrogel, uma



aliguota de 1 mL de cada formulagéo foi suspensa em 9 mL de PBS seguida por
agitacdo a temperatura ambiente. Subsequentemente, 1 mL do hidrogel-suspensao
bacteriana foi diluido em PBS e semeado em agar MRS. As placas foram incubadas
a 37°C com 5% de CO, por 48h para determinar o numero de unidades formadoras
de colénias (UFC/mL). Uma suspensado de L. paracasei 28.4 em PBS, na mesma
concentracdo (108 células / mL) e n&o incorporada em gellan gum, foi usada como

grupo controle.

3.4.3 Recuperacdo de L. paracasei 28.4 das formulacGes de gellan gum apoés

armazenamento

Apos a preparacdo, as formulacdes de gellan gum contendo L. paracasei
28.4 incorporadas, foram armazenadas a temperatura ambiente ou sob refrigeracéo
(4°C). Apos 1 dia, uma aliquota de 1 mL de cada formulagéo de gellan gum (1,0, 0,9,
0,8, 0,7 e 0,6% p/v) incorporada de bactérias foi suspensa em 9 mL de PBS seguida
por agitacdo a temperatura ambiente por 10 minutos a 75 rpm. Posteriormente, esta
suspensao foi diluida em série, semeada em agar MRS e incubada a 37°C para
determinar o nimero de UFC/mL. Este procedimento foi repetido diariamente por 7
dias e comparado com uma aliquota de L. paracasei 28.4 em PBS ndo impregnada
no hidrogel como controle.

3.4.4 Recuperacao de L. paracasei 28.4 a partir das formula¢cdes de gellan gum

ap6s armazenamento prolongado

Para a andlise da viabilidade de L. paracasei 28.4 apds armazenamento
prolongado das formulagfes probidticas, foi utilizada a concentracdo de gellan gum
1%. O material gelificado com probidtico impregnado foi armazenado em trés

condi¢cbes diferentes: formulacdo probidtica a temperatura ambiente, formulacdo
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probidtica sob refrigeracdo (4°C) e formulacdo probidtica liofilizada (Terroni LS 3000,
Sao Carlos, SP) a temperatura ambiente. Apds 1 semana, uma aliquota de 1 mL das
formulacbes teste foi ressuspensa em 9 mL de PBS, seguida por agitacdo a
temperatura ambiente por 10 minutos a 75 rpm. Depois disso, 0,1 mL de cada
suspensao foi plaqueada como descrito acima. Esse processo foi repetido uma vez

por semana durante trés meses.

3.4.5 Anédlise do sistema de liberacdo de L. paracasei 28.4 das formulacdes

probiodticas

A quantificacdo de células viaveis de L. paracasei 28.4 liberadas a partir das
formulag@es probidticas (1,0, 0,9, 0,8, 0,7 e 0,6% p/v) foi avaliada usando sacos de
biépsia (biopsy bags, malha de 0,2 mm de diametro, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA). Uma aliquota de 1 mL de cada formulagcédo foi
colocada nos sacos de biopsia para permitir que as bactérias se difundissem do
gellan gum para o liquido circundante e depois transferidas para tubos contendo 9
mL de PBS ou 9 mL de saliva artificial (Biotene Dry Mouth Oral Rinse, Middlesex ,
Reino Unido). Os tubos foram deixados em repouso por 15 minutos e ap0s esse
tempo foram homogeneizados com um vortex por 10 segundos. Os sacos de bidpsia
foram entdo transferidos para outros tubos contendo 9 mL de PBS ou saliva artificial
e deixados repousar por mais 15 minutos. Este processo foi repetido por um tempo
total de 1 h (Figura 2). Apdés a remogao do saco de bidpsia, uma aliquota de 100 pL
foi retirada de cada tubo e diluicbes em série foram realizadas e semeadas em agar

MRS e incubadas por 48 h a 37°C (CO,) para determinar o numero de UFC/mL.
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Figura 2 - Esquema do ensaio do sistema de liberacdo de L. paracasei 28.4 das

formulagdes probioticas

AYAYA"

—_
18min 15 min 18min 15 min
Formulagéo 1% Saco de bidpsia Saco de bidpsia
+ +
formulacéo 1% PBS

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.5 Avaliacdo dos efeitos das formulacbes probidticas sobre C. albicans:

estudo in vitro

3.5.1 Estudo dos efeitos antimicrobianos das formulacdes probiéticas sobre
C. albicans por meio do método de agar sobreposicéao

Foi utilizada a metodologia descrita por Son et al. (2017), com algumas
modificacdes. Em uma placa contendo MRS &gar foram pipetados 5 pL de cada
formulagdo em pontos equidistantes, e logo apés, essas placas foram incubadas por
24 h em estufa de CO, a 37°C para o crescimento dos lactobacilos. Foi preparada
uma suspensdo contendo 10° células/mL de C. albicans em PBS. Uma aliquota de
1000 pL dessa suspensao foi transferida para um tudo contendo 9 mL de &gar
Sabouraud a 55°C. Esta solucdo foi homogeneizada e vertida na superficie das
placas contendo o crescimento de 24 h de L. paracasei 28.4. As placas foram
incubadas novamente em estufa a 37°C por 24 h. Transcorrido esse periodo, 0s

halos de inibigdo foram mensurados.
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3.5.2 Estudo dos efeitos das formulagdes probidticas sobre o biofilme de C.
albicans

3.5.2.1 Formacéao dos biofilmes

Os biofilmes de C. albicans foram formados em corpos de prova
confeccionados em resina acrilica medindo 5x5x2 mm, seguindo a metodologia
descrita por Vilela et al. (2015) com algumas modificacdes. Os corpos de prova
foram colocados em placas de microtitulagdo de 24 pocos (KASVI, Curitiba, Brasil) e
recobertos com 1,5 mL de meio de cultura na proporcdo de 70% de caldo YNB
(Yeast Nitrogen Base, Difco, Detroit, USA) suplementado com glicose na
concentracdo de 100 mM, para o crescimento de C. albicans, e 30% de caldo BHiI,
para o crescimento de L. paracasei 28.4. A seguir, em cada poco foram adicionados
250 pL das formulagdes, dependendo do grupo experimental (Grupo controle de
Candida, Controle de gel, Controle suspensdo de L. pacarasei 28.4, Grupo
formulacdo). Foi adicionado um grupo apenas com a suspensdo de L. paracasei
28.4. Essa placa foi incubada por 24 h a 37°C em 5% de CO,, para a liberacdo e
crescimento dos lactobacilos das formulacoes.

Transcorrido o periodo de 24 h, as formula¢cdes foram retiradas dos pocos, o
caldo foi trocado e foram adicionados 250 pL da suspensdo de C. albicans (10’
células/mL). Foram testadas uma cepa padrdo (C. albicans ATCC 18804) e dois
isolados clinicos (C. albicans 60 e C. albicans 14). As placas foram incubadas por 24

h a 37°C para a formacé&o do biofilme de C. albicans.

3.5.2.2 Anélise dos biofilmes por determinagdo do numero de células viaveis

Apo6s a formacéao do biofilme, cada corpo de prova foi transferido para tubos

Falcon contendo 6 mL de PBS e o biofilme aderido foi desprendido, utilizando-se



homogeneizador ultra-sénico (Sonopuls HD 2200, Bandelin Eletronic, Berlin,
Alemanha) com poténcia de 50 W por 30 segundos.

A partir da solucéo obtida, foram realizadas diluicdes decimais da suspenséo
do biofilme, das quais aliquotas de 100 puL foram semeadas em placas de Petri
contendo meios de cultura seletivos: agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol
para C. albicans e agar MRS para L. paracasei. As placas de agar Sabouraud foram
incubadas a 37°C por 24 h. As placas de agar MRS foram incubadas em 5% de CO,
a 37°C por 48 h. AplGs este periodo, foi realizado a contagem e o célculo de
UFC/mL.

3.5.2.3 Analise dos biofilmes por gquantificacdo da biomassa total (ensaio de

cristal violeta)

Para a quantificacdo da biomassa, os biofilmes foram formados diretamente
no fundo das placas de 96 pocos, sem a utilizacdo de corpos de prova. Apés a
formacao do biofilme conforme descrito anteriormente, 200 yL de metanol 99,9%
(Sigma-Aldrich, Sado Paulo, Brasil) foram adicionados em cada poco para a fixacao
do biofilme. Passados 15 minutos, o metanol foi removido e a placa mantida em
temperatura ambiente overnight (aproximadamente 16 h). Ap6s o periodo de
incubagédo, 200 uL de cristal violeta (1% v/v) foi colocado em contato como os
biofilmes durante 20 minutos. Em seguida, os pocos foram lavados 2 vezes com 200
ML de PBS para liberagao do excesso de corante. Posteriormente, foi adicionado 200
ML de metanol 100% para descoloracdo do biofilme e liberacdo do sobrenadante.
Entdo, 100 yL do sobrenadante do processo de descoloracao foi transferido para
placas de 96 pocos. As placas foram colocadas em leitor de microplacas com

comprimento de onda de 570 nm para medida da absorbancia.
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3.5.2.4 Anédlise dos biofilmes por microscopia eletrénica de varredura

Os corpos de prova com os biofilmes formados foram transferidos para uma
nova placa de 24 pocos contendo 1 mL de glutaraldeido a 2,5% para fixa¢édo por 1 h.
Apés este periodo, os corpos de prova foram submersos em 1 mL de solucdo de
alcool nas concentracbes de 10, 25, 50, 75 e 90% por 20 min para cada
concentracdo e, posteriormente, em alcool a 99,5% por 1 h. As placas foram
colocadas em estufa a 37°C por 24 h para secagem completa dos corpos de prova.

Os corpos de prova foram retirados do fundo da placa com o auxilio de uma
pinca estéril, transferidos para stubs de aluminio e recobertos com ouro por 160 s a
40 mA (Denton Vacuum Desk Il). Apés a metalizacdo, os corpos de prova foram
examinados e fotografados em Microscopio Eletrénico de Varredura do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia (ICT/Unesp) (FEI, Inspect S50).

3.5.3 Estudo dos efeitos das formulacdes probidticas contendo L. paracasei
28.4 sobre a filamentacao de C. albicans

O crescimento de uma cultura de 24 h de C. albicans, em caldo YPD, foi
centrifugado para o preparo de suspensdo padronizada a 10’ células/mL. Em uma
placa de cultura de células de 24 pocos foi aliquotado 1 mL de agua destilada
suplementada com 10% de soro fetal bovino e 100 pL da suspenséo padronizada de
C. albicans. A seguir, em cada pocgo foi colocado 50 pL da formulagdo probidtica
contendo L. paracasei 28.4. Nos grupos controle, foram colocados em cada pogo 50
ML de PBS ou 50 pyL do hidrogel sem Lactobacillus, dependendo do grupo
experimental. As placas contendo os indculos foram incubadas a 37°C na presenca
de 5% de CO,. Apds 24 h, 50 uL do inéculo contido em cada pogo foram dispersos
sobre laminas de vidro com os campos previamente demarcados no verso da
lamina. O material sobre a lamina foi recoberto por laminula e as laminas
observadas em microscopio 6éptico com aumento de 400x. As imagens foram

analisadas sob o aspecto morfologico e quantitativo. Para quantificacdo das hifas
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presentes, foram analisados 10 campos microscopios em cada lamina, sendo que foi
padronizado o ponto médio de cada campo para a andlise. Em cada campo
microscopico foi atribuido um escore, de acordo com o namero de hifas presente,
atribuindo-se os seguintes escores: 0, auséncia de hifas; 1, de 1 a 3; 2, de 4 a 10; 3,
de 11 a 20; 4, mais de 20.

3.6 Avaliacdo dos efeitos das formulagfes probidticas na colonizacédo de L.
paracasei 28.4 na cavidade bucal e no desenvolvimento de candidose

experimental: estudo in vivo

3.6.1 Animais experimentais

Foram utilizados 80 camundongos (Mus musculus, albinos, Swiss) machos e
adultos, com peso variando de 30 a 60 g, provenientes do Biotério central de
Botucatu (Unesp) e mantidos no Biotério do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Unesp
- Campus de Sao José dos Campos. Os animais foram distribuidos da seguinte
forma:

-40 animais foram usados para analisar o sistema de entrega das
formulacdes probidticas na cavidade bucal de camundongos saudaveis, bem como a
capacidade de colonizacgéo oral da cepa de L. paracasei 28.4;

-40 animais foram incluidos no estudo dos efeitos das formulacdes
probioticas sobre C. albicans utilizando-se camundongos com candidose bucal
experimental.

Todos os experimentos foram realizados seguindo as diretrizes e aprovacgao
do Comité de Etica em Pesquisa Animal do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
(ICT/UNESP) (protocolo 15/2016).



3.6.2 Estudo da colonizacdo de L. paracasei 28.4 na cavidade bucal de

camundongos saudaveis

Formulacdes probidticas a 1% (n = 10) e 0,6% (n = 10) incorporadas com L.
paracasei 28.4 foram administradas aos camundongos com uma pipeta (100 pL),
uma vez ao dia, por 10 dias (Figura 3). Os grupos controle foram tratados pela
administracéo de suspenséo de L. paracasei (n = 10) ou hidrogel sem probi6tico pelo
mesmo periodo de tempo (n = 10). Apés 24 h da dltima administragcdo, as amostras
de saliva da cavidade oral foram coletadas lavando a cavidade oral dos animais com
100 pL de PBS estéril e recolhendo 80 pL da suspensao liquida. As amostras foram
colocadas em tubo contendo 920 uL de PBS para diluicbes em série. Em seguida,
aliquotas das diluicbes foram semeadas em placas de 4gar Rogosa (DifcoTM, BD,
Nova Jersey, EUA) contendo &cido acético glacial. As placas foram incubadas a
37°C por 48 h (CO;, a 5%) para contagem e calculo da UFC/mL.

As amostras de saliva também foram utilizadas para identificacdo molecular
de L. paracasei 28.4 através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O DNA
cromossdmico foi extraido utilizando kit PureLink® Genomic DNA (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A amplificacéo do
seguimento intergénico das subunidades rRNA entre 16S e 23S foi realizada como
descrito por Song et al. (2000). A identificacdo das amostras foi feita em duas
etapas: primeiramente foi realizada a PCR G, que diferencia as espécies de
Lactobacillus por grupos (Figura 4), e depois, foi realizada uma PCR especifica para
a identificacdo de L. paracasei. Para esse experimento foi utilizada a espécie L.
rhamnosus 9595 como controle positivo da reacdo da PCR. As sequéncias dos

primers utilizados no presente trabalho estéo descritas no Quadro 1.



Figura 3 - Inoculag&o das formulagdes na cavidade bucal dos camundongos

S/

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4 - Arvore filogenética de 17 cepas de referéncia de Lactobacillus baseadas
na sequéncia 16S-23S rRNA
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Fonte: Song et al. (2000).



Quadro 1 - Sequéncia dos primers utilizados no trabalho

Primer Sequénciab' - 3' Referéncia
Song et al.
16 GCTGGATCACCTCCTTTC 2000)
Song et al.
23-10C| CCTTTCCCTCACGGTACTG | ~{28 5
Ldel-7 | ACAGATGGATGGAGAGCAGA | S0ng et al.
(2000)
LU-1P | ATTGTAGAGCGACCGAGAAG | S°nd et al.
PCR G (2000)
Song et al.
LU-3P | AAACCGAGAACACCGCGTT | 21380
Song et al.
LU-5 | CTAGCGGGTGCGACTTTGTT | *T8
Song et al.
. Rhall | GCGATGCGAATTTCTATTATT | “(38 5
especifica || or-4 | GGCCAGCTATGTATTCACTGA So(ggoe(t))a"

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.6.3 Estudo dos efeitos da formulacédo de L. paracasei na candidose bucal em

camundongos

Os 40 animais destinados ao estudo da candidose bucal foram divididos em
4 grupos: formulacéo probidtica a 1% (n = 10); Suspenséo de L. paracasei 28.4 (n =
10); gellan gum sem L. paracasei (n = 10); ou apenas solucao de PBS (n = 10). Para
a inducéo da candidose bucal experimental foi utilizada a metodologia descrita por
Rossoni et al. (2015) com algumas modificagcbes. Os animais foram
imunossuprimidos pela administracdo de duas inje¢cdes subcutaneas de
prednisolona (Depo-Medrol, Laboratérios Pfizer Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) na
dose de 100 mg/Kg de massa corpdérea em dias alternados com a inoculacédo da
suspensao de C. albicans 60. A inoculacdo da cepa de C. albicans foi realizada da
seguinte maneira: os animais foram sedados, um swab previamente embebido em
uma suspenséo padronizada de C. albicans a 10® células/mL foi esfregado no dorso

da lingua do animal durante 1 minuto. A administracdo da formulacdo de L.
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paracasei 28.4 foi realizada conforme descrita anteriormente e de acordo com 0s

experimentos indicados no Quadro 2.

Quadro 2 - Desenho do experimento de candidose bucal experimental

Dias Etapas

1-10 Inoculacdo da formulacdo de L. paracasei 28.4

11 1° Imunossupressao

12 Inoculacdo de C. albicans 60

13 2° Imunossupressao

14 Inoculacdo de C. albicans 60

15 Recuperacgéo de C. albicans e L. paracasei 28.4
Eutanéasia: analise macroscépica e histologica

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.6.3.1 Recuperacéo de C. albicans 60 e L. paracasei 28.4 da cavidade bucal

A recuperacdo dos micro-organismos foi realizada conforme descrito no item
3.6.2, para recuperacao de C. albicans as aliquotas de saliva foram plaqueadas em
placas contendo agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, e agar Rogosa para o

crescimento de L. paracasei 28.4.



3.6.3.2 Andlise macroscoépica da candidose no dorso nalingua

Apoés a eutanasia dos animais por dose excessiva de anestésico, as lesdes
caracteristicas de candidose no dorso da lingua dos camundongos foram analisadas
e escores de 0-4 foram atribuidos de acordo com a extensdo das lesdes: 0)
auséncia de lesbdes; 1) placas brancas em menos de 20% da superficie da lingua; 2)
placas brancas cobrindo de 21- 90% da superficie; 3) placas brancas em mais de
91%; 4) lesbes espessas com pseudomembrana em mais de 91% (Takakura et al.,
2003). As linguas retiradas foram observadas com o auxilio de lupa estereoscépica

(Zeiss, Gottingen, Alemanha), com aumento de 6,5; 8; 10 e 12,5 vezes.

3.6.3.3 Andlise microscopica da candidose no dorso nalingua

Para a andlise histolégica das lesdes, as linguas foram fixadas em formol a
10% por 24 h. Apoés inclusdo em parafina, foram obtidos cortes de 5 ym de
espessura que foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido
Periodico de Schiff (PAS). A presenca de candidose foi pesquisada, com auxilio de
microscopio optico (Olympus, CX41, Toquio, Japdo) com aumento de 400 x, e a
descricdo dos cortes histolégicos foi realizada de acordo com a presenca de
leveduras e hifas, localizacdo e extensdo das lesdes e alteracdes dos tecidos
envolvidos. A presenca de leveduras e hifas foi quantificada de acordo com a
metodologia de Junqueira et al. (2005), atribuindo-se os seguintes escores para 21
campos histoldgicos: 0) auséncia de leveduras e hifas; 1) de 1 a 5; 2) de 6 a 15; 3)
de 16 a 50; 4) mais de 50 leveduras e/ou hifas. Foi realizada a avaliagdo da
intensidade das lesfes teciduais e atribuicdo de escores a resposta inflamatéria no
tecido conjuntivo de acordo com Junqueira et al. (2009). Foram observadas as
seguintes alteragdes teciduais no dorso da lingua de cada camundongo: hiperplasia
epitelial, desorganizacdo da camada basal, exocitose, espongiose, perda das
papilas filiformes, hiperqueratose e formacgéo de microabscessos intraepiteliais. Para
o infiltrado inflamatério, foram atribuidos os seguintes escores: 0) auséncia de
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células inflamatorias; 1) infiltrado inflamatério leve; 2) infiltrado inflamatorio

moderado; e, 3) infiltrado inflamatério intenso.

3.6.4 Anélise estatistica

Primeiramente, foi aplicado o teste de normalidade nos resultados obtidos. A
seqguir, foi utilizado o teste ANOVA com pos-teste de Tukey para a analise da
viabilidade de L. paracasei 28.4 e andlise do halo de inibicdo pelo método de agar
sobreposicdo. Para a analise dos escores da filamentacdo e dos ensaios
histolégicos foram realizados o teste de Kuskal-Wallis com poés teste de Dunn. Para
os demais ensaios foi utilizado o teste t de Student. As analises estatisticas foram

realizadas pelo programa GraphPad Prism 7.0, com nivel de significAncia de 5%.
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4 RESULTADO

4.1 Desenvolvimento e caracterizacao das formulacfes probidticas

4.1.1 Andlise da viabilidade de L. paracasei 28.4 nas formulacdes probidticas

em diferentes tempos e temperaturas de armazenamento

Inicialmente, estudamos a capacidade de carreamento do gellan gum e
liberacdo de células de L. paracasei 28.4. Para isso, as formulacdes foram
preparadas pela adicdo de 10° células/mL de L. paracasei 28.4 em diferentes
concentracdes de gellan gum (1,0, 0,9, 0,8, 0,7 e 0,6% p/v). Imediatamente apds o
preparo das formulacGes probidticas, foi recuperado aproximadamente 7 log
(UFC/mL) de L. paracasei 28.4 de todas as formulacBes probibticas e 8 log
(UFC/mL) de L. paracasei do grupo controle (suspensdo de L. paracasei nao
incorporado em gellan gum). Portanto, a recuperacdo de L. paracasei das
formulacdes foi de 1 log a menos do que o grupo controle, indicando que o gellan
gum, nas concentracdes testadas, ndo foi letal para as células bacterianas e permitiu

sua liberacao, retendo apenas uma pequena por¢ao das de L. paracasei (Figura 5).



Figura 5 - Média e desvio-padrédo de células de L. paracasei 28.4 (UFC/mL),
recuperadas imediatamente ap0s o preparo das formulagcdes em gellan gum (1, 0,9,
0,8, 0,75 e 0,6 p/v). Grupo controle: suspensao de L. paracasei 28.4 n&o incorporada
em formulacdes. ANOVA e teste de Tukey: Letras diferentes representam diferenca

estatisticamente significante

1x10°- A
X10° p== g B B B B
1x107 4 e — S

1x10°6+
1x105-

1x104+

1x103

UFC/mL de L. paracasei 28.4

Controle 1% 09% 08% 075%  0,6%
Concentracdes do gellan gum

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.2 Recuperacdo de L. paracasei 28.4 das formulacdes probidticas apoés

armazenamento

Para verificar a capacidade dessas formulacdes em manter a viabilidade de L.
paracasei 28.4, a quantidade de células viaveis recuperadas das formulagdes foi
determinada diariamente durante um periodo de 7 dias. Foi recuperado
aproximadamente 6 log (UFC) de L. paracasei das formulagbes de gellan gum por
todos os periodos de tempo, comprovando a manutencdo da viabilidade celular.
Neste ensaio as formulacdes probidticas foram armazenadas a temperatura
ambiente ou a 4°C para avaliar a influéncia da temperatura durante os periodos de

armazenamento. Verificamos que apés 7 dias de armazenamento, as formulacdes
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probidticas mantiveram a viabilidade de L. paracasei 28.4, independentemente das

concentracdes de gellan gum ou das temperaturas de armazenamento (Figura 6).

Figura 6 - Média e desvio-padrdo de células de L. paracasei 28.4 (UFC/mL),
recuperadas apds armazenamento por 1 a 7 dias em temperatura ambiente e a 4°C.
O teste t de Student foi utilizado para a comparacdo dos grupos experimentais

(temperatura ambiente x 4°C) para cada dia do experimento
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.3 Recuperacdo de L. paracasei 28.4 a partir das formulagdes probidticas

apds armazenamento prolongado

Para monitorar a viabilidade celular por um longo periodo de tempo, usamos a
formulagdo probidtica a 1%, comparando trés condigbes diferentes de
armazenamento: ndo liofilizado a temperatura ambiente, ndo liofilizado a 4°C e
liofiizado a temperatura ambiente. A formulacdo néo liofilizada a temperatura
ambiente mostrou uma curva de morte crescente das células de lactobacilos, com
perda total de viabilidade apd6s 11 semanas. A formulacdo ndo liofilizada
armazenada a 4°C também mostrou uma diminuicdo da viabilidade de Lactobacillus
ao longo do tempo, no entanto, no final do experimento (14 semanas),
aproximadamente 4 log de células de L. paracasei ainda estavam viaveis. Quando a
formulacdo probidtica foi liofilizada, as células de L. paracasei 28.4 mantiveram a
viabilidade durante o periodo de 14 semanas (Figura 7). Estes resultados indicaram
que a liofilizacdo teve um papel importante na manutencdo da viabilidade celular

durante o armazenamento a Iongo prazo.

Figura 7 - Contagem da UFC/mL de L. paracasei 28.4 da formulacdo de 1%
liofilizada e néo liofilizada armazenada em temperatura ambiente e a 4°C por um

periodo de 3 meses

-o- N3&o liofilizado (Temperatura ambiente)
1x108+ -& Na3o liofilizado (4°C)
1x1074 W“'—"-—t -+ Liofilizado (Temperatura Ambiente)
1x108+
1x105
1x104+
1x102+
1x102+
1x10"+
1x10°

12345678 91011121314

UFC/mL de L. paracasei 28.4

Semanas

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.4 Andlise do sistema de liberacdo de L. paracasei 28.4 a partir das
formulagdes probidticas

Noés também avaliamos o sistema de entrega das formulacdes probidticas em
duas solugdes diferentes: PBS e saliva artificial. Os resultados demonstraram que
todas as formulacdes probidticas (1 a 0,6%) foram capazes de liberar as células de
L. paracasei 28.4 quando colocadas em ambas as solu¢cdes por 60 minutos.
Entretanto, a exposi¢do a saliva artificial proporcionou uma taxa de liberacdo mais
alta em comparacdo ao PBS (Figura 8), sugerindo que a saliva artificial pode ter
interagido com o gellan gum e facilitado a liberacdo de L. paracasei 28.4.
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Figura 8 - Média e Desvio-padrdao de células de L. paracasei 28.4 (UFC/mL)
liberadas das formula¢des quando na presenca de PBS ou saliva artificial. O teste t
de Student foi utilizado para comparar os grupos PBS e saliva artificial nos diferentes

tempos
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Avaliacdo dos efeitos das formulagfes probidticas sobre C. albicans:

estudo in vitro

4.2.1 Efeitos antimicrobianos das formulagcdes probidticas sobre C. albicans
por meio do método de agar sobreposicao

Como todas as formulacbes probidticas (1 a 0,6%) foram capazes de
incorporar células de L. paracasei, mantendo sua viabilidade e fornecendo um
sistema de liberacdo adequado, selecionamos as formulacdes de 1% (consisténcia
mais gelatinosa) e 0,6% (consisténcia mais liquida) para estudar suas atividades

antifangicas (Figura 9).



Figura 9 - Diferentes consisténcias das formula¢des probioticas de L. paracasei 28.4

em gellan gum

Legenda: A: Formulacdo 0,6% (consisténcia mais liquida); B: Formulagdo 1% (consisténcia mais
gelatinosa).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Inicialmente, investigamos se as formulag¢des probiodticas seriam capazes de
inibir o crescimento de C. albicans (ATCC 18804) usando o método de agar
sobreposicdo. Para isso, testamos a atividade antifungica das formulagbes
probidticas (1 e 0,6%) contendo diferentes concentracées de L. paracasei 28.4 (10°
a 10° células/mL) sobre C. albicans (Figura 10). Ambas as formulacées probiéticas
levaram a inibicdo no crescimento de C. albicans com efeitos dependentes das
concentracbes de L. paracasei 28.4. As formulagBes probidticas com maiores
concentracbes de células de L. paracasei 28.4 demonstraram maiores zonas de

inibicdo. A atividade antifungica dependente da concentracdo de L. paracasei,
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também, foi observada no grupo controle composto apenas por suspensao de L.
paracasei (Tabela 2). Estes resultados indicaram que as células de L. paracasei
liberadas das formulacdes probibticas para o meio de cultura mantiveram sua

atividade antifingica contra C. albicans.

Tabela 2 - Média e desvio-padrdo (DP) dos halos de inibicdo de crescimento de C.
albicans. ANOVA e teste de Tukey: letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significantes entre 0s grupos

(continua)

Valores de halo de inibicao

(cm)

Suspensdo 10° Suspensdo 10° Suspensdo 10’ Suspens&o 10°

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

2 1,8 2,5 1,5

2 2 2 2

1,7 1,6 2,5 1

2 2 3 2,5
1,9 1,8 2 1
1,9 1,7 3,5 1,5

Média + DP 1,9 +0,12" 1,8 +0,16" 1,3 +0,58° 1+0,16°
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(concluséo)

Valores de halo de inibicdo

(mm)

Formulagdo 1%

10° cels/mL 10% cels/mL 10" cels/mL 10° cels/mL
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
7 6 5 4
8 7 5 5
7,5 7 5 6
7 8 6 5
6 7 6,5 5
6,5 6,5 6 5
Média + DP 7+0,71" 6,9 £ 0,66" 5,6 +0,66° 5+ 0,63°
Valores de halo de inibicao
(mm)
Formulacéo 0,6%
10° cels/mL 10%cels/mL 10’ cels/mL 10° cels/mL
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
6 6,5 4 4
7 7 4 4
6,5 6 4.5 3,5
7 6 4 3,5
55 6,5 4,5 3
6 5 3,5 4
Média + DP 6,3 £0,61" 6,2+0,68"  4,1+0,38° 3,7+0,41°

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 10 - Placa de Petri montada pelo método de agar sobreposi¢cao, mostrando a

formacéo do halo de inibicdo do crescimento de C. albicans ao redor de L. paracasei

Legenda: CA: Crescimento de C. albicans; LP: Crescimento de L. paracasei 28.4; H: Halo de inibicao.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.2 Efeitos das formulacdes probidticas sobre o biofilme de C. albicans:
contagem de células viaveis, cristal violeta e microscopia eletrénica de

varredura

A formulac&o probidticas contendo 0,6 ou 1% de gellan gum e 10° células/mL
de L. paracasei 28.4 foram testadas em biofiimes de C. albicans. Além de C.
albicans ATCC 18804, dois isolados clinicos (C. albicans 60 e 14) foram adicionados
nesse ensaio. Por meio da contagem de células viavéis, verificamos que ambas as
formulagBes probidticas foram capazes de inibir a formacdo de biofilme para todos
os isolados de C. albicans. Observou-se uma redugao estatisticamente significante
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de C. albicans nos grupos tratados L. paracasei 28.4 e com as formulacbes
probioticas de 0,6 ou 1%, quando comparados ao grupo controle contendo C.
albicans (sem tratamento probidtico) (Figura 11). O namero de L. paracasei também
foi quantificado, mostrando valores entre 10° e 10’ células/mL, confirmando que as
células de L. paracasei foram liberadas do gellan gum durante o ensaio de formacao
de biofilme (Figura 12). As andlises dos biofilmes foram complementadas com o
ensaio de cristal viotela, no qual também foi encontrado uma reducao nos biofilmes
de C. albicans pré-tratados com formulagbes probidticas em relacdo ao grupo
controle ndo tratado (Figura 13 e 14). Curiosamente, a reducdo de células de C.
albicans (UFC/mL) e a biomassa total (absorbéncia) alcancada pela cepa L.
paracasei 28.4 nao foram prejudicadas pela sua incorporacdo nas formulagées em
gellan gum, comparadas a suspensdo de L. paracasei 28.4. Portanto, as
formulacdes probidticas a 1 e 0,6% p/v de gellan gum proporcionaram um sistema
de entrega de L. paracasei 28.4 suficiente para inibir a formacéo de biofilme de C.

albicans.
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Figura 11 - Médias e desvio-padrdo do numero de UFC/mL de C. albicans apos a
formacdo do biofiilme em contato com L. paracasei 28.4 em suspensdo ou
incorporado nas formulacdes de 1% e 0.6%. Teste t de Student foi utilizado para

comparar o grupo controle com cada grupo experimental
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 12 - Médias e desvio-padrdao do numero de UFC/mL de L. paracasei 28.4

recuperados apos a formacéo dos biofilmes de C. albicans tratados pela suspensao

ou formulacdes probidticas. Teste t de Student foi utilizado para comparar o0 grupo

controle com cada grupo experimental.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13 - Biofilmes de C. albicans apo6s 24 h de formacgéo no fundo de placa de 96

poGos

Controle (C. albicans)

Lt

o

#

}i

I/

Suspensido de L. paracasei

Legenda: A. Biofilmes antes da coloragdo pelo cristal violeta; B. Biofilmes apds a coloragédo pelo
cristal violeta.
Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 14 - Médias e Desvio-padrdo dos valores de densidade Optica obtidos na

analise da biomassa dos biofilmes. Teste t de Student foi utilizado para comparar o

grupo controle com cada grupo experimental
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para verificar as caracteristicas estruturais dos biofilmes, foi realizada a
andlise de microscopia eletrénica de varredura dos biofilmes formados na superficie
da resina acrilica. Como esperado, o grupo formado apenas por C. albicans (ndo
tratado) mostrou um biofilme maduro com a presenca de numerosas quantidades de
leveduras e hifas (Figura 15A). Foi testado também um grupo composto apenas por
suspensao de L. paracasei (sem C. albicans), no qual as células de Lactobacillus
demonstraram capacidade de formar biofilmes compostos por grande numero de
células aderidas a superficie da resina (Figura 15B). Quando os biofiimes de C.
albicans foram pré-tratados com suspensdao de L. paracasei 28.4, encontramos
apenas algumas células de C. albicans aderidas a resina sem formacédo de hifas
(Figura 15C). Quando os efeitos da formulacdo probidtica na superficie da resina
foram testados sem os biofilmes de C. albicans, verificamos a presenca de células
de L. paracasei, indicando que essas células foram liberadas do gellan gum e se
acumularam na superficie da resina (Figura 15D). Também foram observadas
células de Lactobacillus nos biofilmes de C. albicans pré-tratados com formulagfes
probioticas (1 e 0,6%), porém nesses grupos, a caracteristica mais significativa foi a
reducdo de leveduras e hifas aderidas a resina em relacdo ao grupo de biofilme de

C. albicans néo foi tratado com o probidtico (Figuras 15E e 15F).
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Figura 15 - Microscopia eletrbnica de varredura dos biofilmes formados in vitro,

sobre discos de resina acrilica medindo 5x5x2 mm

Legenda: A) biofilmes formados apenas por C. albicans (ATCC 18804); B) Biofilmes formados por
apenas suspensdo de L. paracasei 28.4; C) Biofiimes de C. albicans pré-tratados com suspenséo L.
paracasei 28.4; D) Biofilmes formados apenas pela formulacdo probiética a 1%; E) Biofiimes de C.
albicans pré-tratados com formulacdo probiética a 1%; F) Biofilmes de C. albicans pré-tratados com
formulagdo probidtica a 0,6%. E possivel observar a presenca de células de L. paracasei (V),
leveduras (%) e hifas (—) de C. albicans.

Aumento: 2000X.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.3 Efeitos das formulacdes probidticas contendo L. paracasei 28.4 sobre a
filamentacdo de C. albicans

Além de confirmar a inibicdo do biofilme pelas formula¢des probibticas nas
células de C. albicans e na biomassa total, as imagens de MEV indicaram uma
atividade inibitoria de L. paracasei 28.4 na filamentacéo de C. albicans. Entéo, para
explorar esses dados, investigamos os efeitos das formulacbes probidticas na
formacdo de hifas por diferentes isolados de C. albicans, usando um ensaio
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especifico para induzir formacdo de hifas em soro fetal bovino. Os resultados
demonstraram que as formulag6es probioticas a 1 e 0,6% reduziram a formacédo de
hifas para todos os isolados de C. albicans estudados. Quando as duas formulagbes
foram comparadas, nédo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
(Figuras 16 e 17).
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Figura 16 - Média dos escores obtidos nas contagens de hifas de C. albicans que

ficaram em contato com: solucao fisiologica (Controle), gellan 1% sem probidtico,

gellan 0,6% sem probidtico (gel 0,6%), suspensdo de L. paracasei, formulacao

probidtica 1% e formulagdo probiodtica 0,6%.

Kuskal-Wallis: letras diferentes

correspondem a diferenca significante entre os grupos
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 17 - Microscopia Optica da filamentagdo de C. albicans quando em contato
com: solucdo fisioloégica (Controle), gellan 1% sem probidtico, gellan 0,6% sem
probiético, suspensdo de L. paracasei, formulacdo probidtica 1% e formulacao
probidtica 0,6%

Legenda: &~ = Hifas de C. albicans.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Em resumo, os resultados obtidos nos ensaios in vitro mostraram que as
formulacbes probidticas a 1 e 0,6% forneceram um sistema de entrega de L.
paracasei 28.4 capaz de inibir o crescimento, a formacdo de biofime e a

filamentacgdo de C. albicans.
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4.3 Efeitos das formulagcdes probidticas na colonizacdo de L. paracasei 28.4
na cavidade bucal e no desenvolvimento de candidose experimental: estudo

in vivo

4.3.1 Colonizacdo de L. paracasei 28.4 na cavidade bucal de camundongos

saudaveis

Antes de estudar os efeitos das formulagdes probidticas na candidose bucal,
foi analisado a capacidade das formulacGes probidticas em liberar L. paracasei e
promover sua colonizacdo na cavidade bucal de camundongos saudaveis. A
formulacéo probidtica a 1% foi capaz de fornecer colonizacdo oral em camundongos,
atingindo a mesma viabilidade celular encontrada nos camundongos inoculados com
a suspensao fresca de L. paracasei (7 log de UFC/mL) (Figura 18). No entanto, ndo
foi possivel recuperar as células de Lactobacillus da cavidade oral quando os
animais foram tratados com a formulagédo probiética a 0,6%, demonstrando que a
concentracdo de gellan gum foi um fator crucial para o sistema de entrega de

Lactobacillus na cavidade oral dos camundongos.



Figura 18 - Médias e desvio-padrdo de UFC/mL obtidas das amostras de saliva
recuperadas apos administracdo da formulacdo 1% ou suspenséo de L. paracasei
28.4 (controle) em camundongos saudaveis. O teste t de Student foi utilizado para

comparacao entre 0s grupos

& 1107+ _
N Il Controle (L. paracasei)
% 1x10°- =" 1 Formulacdo 1%

QO

S 1x10°-

) p = 0.5570

<

° 1x104+

°

E 1x10°

%)

L

=)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.2 Identificagcdo molecular de L. pacarasei por PCR das amostras de saliva

Apbs a coleta e amplificacdo das amostras, foi realizado gel de agarose para
a visualizacdo e comparacao do material amplificado com o grupo controle, cepa de
L. paracasei 28.4 que néo foi inoculada na cavidade bucal dos camundongos.
Utilizando o primer G, foi possivel verificar que todas as amostras recuperadas da
cavidade bucal dos camundongos eram pertencentes ao Grupo Il (Figura 19). A
seguir, o material extraido foi amplificado utilizando primers especificos para L.
paracasei, e através da analise do material amplificado foi possivel comprovar, que a
espécie de Lactobacillus recuperada da cavidade bucal apos a administracdo da
formulagéo de 1% era a espécie de L. paracasei. Para essa amplificagéo foi utilizado

uma cepa padréao de L. rhamnosus 9595 como controle da reacéo (Figura 20).
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Figura 19 - Gel de agarose apds amplificacdo utilizando o primer G, que diferencia

as espécies de Lactobacillus por grupos

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb
100 pb

Legenda: 1. Marcador de peso molecular 100 pb ; 2. L. paracasei 28.4 (controle); 3 - 4. Amostras da
suspenséo recuperada da cavidade bucal dos camundongos; 5 - 6. Amostras da formulagdo 1%
recuperada da cavidade bucal dos camundongos.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 20 - Confirmacdo do grupo L. paracasei recuperada da cavidade oral de
camundongos saudaveis. Eletroforese em gel de agarose (1,5% em TAE) de
produtos amplificados por PCR. PCR multiplex para identificacdo dos grupos L.
paracasei e L. rhamnosus com fragmentos de 312 pb e 113 pb, respectivamente

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Legenda: 1. Marcador de peso molecular 100 pb; 2. L. paracasei 28.4 (LP) (312 pb); 3. Suspenséo de
L. paracasei (LPS) (312 pb); 4. Formulacdo probiética de 1% (LPF) (312 pb); 5. L. rhamnosus (LR)
(113 pb); 6. Controle negativo (NEG).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.3 Recuperagéo de C. albicans e L. paracasei 28.4 da cavidade bucal dos

camundongos

Com base nos resultados dos dados obtidos no estudo in vitro e na
colonizagdo da cavidade oral de camundongos saudaveis, utilizamos a formulagcéo
probidtica a 1% para o estudo da candidose oral em camundongos. Os animais pré-
tratados com formulagéo probiética ou suspensao de L. paracasei 28.4 tiveram uma
reducdo de aproximadamente 3 log (UFC/mL) no numero de células de C. albicans
guando comparados ao grupo controle (camundongos infectados por C. albicans
nao tratados com probiodtico). Para verificar se o gellan gum poderia interferir na
candidose oral, um grupo de camundongos infectados com C. albicans recebeu o
gellan gum sem L. paracasei. Este grupo ndo apresentou reducdo no numero de
células de Candida recuperadas, confirmando que o gellan gum foi incapaz de
reduzir ou estimular o crescimento de Candida (Figura 21A). Também foi
determinado o numero de L. paracasei 28.4 recuperados da cavidade oral,
verificando se que as células de L. paracasei foram capazes de colonizar a cavidade

oral de camundongos até o final do experimento (15 dias) (Figura 21B).
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Figura 21 - Recuperacdo de C. albicans e L. paracasei da cavidade oral de
camundongos infectados com C. albicans. Médias e desvio padrdo de UFC/mL

obtidos de amostras de saliva coletadas no ultimo dia do experimento (15 dias)

A A A B B
¢ 1x108-
% Il Controle (C. albicans)
g 1x105 B Gel 1%
q? 1x10° 1 Suspenséo
O ] Formulacao 1%
— -
O 1x10°- aE T
E l
- 2] p < 0.0001
) 1x10
LL
2 1x10'-

Il Controle (L. paracasei)
[ Formulagao 1%

i

p = 0.6059

UFC/mL de L. paracasei 28.4

Legenda: A) contagem de UFC/mL de C. albicans recuperada da cavidade oral de camundongos
tratados com PBS (grupo controle), gellan gum de 1% n&o incorporada com L. paracasei (grupo
gellan gum), suspensao de L. paracasei 28.4 e formulagdo probittica de 1% (ANOVA e teste de
Tukey). B) Contagem de UFC/mL de L. paracasei 28.4 recuperada dos camundongos tratados com
suspensao de L. paracasei 28.4 ou formulacgao probiética de 1% (teste t de Student).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.4 Andlise macroscépica da candidose no dorso da lingua dos

camundongos

Em relacdo ao desenvolvimento de candidose oral, verificamos que o grupo
controle (camundongos infectados por C. albicans e néo tratados com probioticos)
apresentou lesdes caracteristicas de candidose pseudomembranosa no dorso da
lingua (Figura 22). Interessantemente, os grupos tratados com a formulacéo
probidtica ou suspensédo fresca de L. paracasei 28.4 apresentaram uma reducao
significativa nas lesBes de candidose em comparacdo ao grupo controle. Apés a
eutanasia, as linguas foram submetidas a analise microscopica, na qual o grupo
controle apresentou grande numero de leveduras e hifas localizadas na camada
queratinizada, além de varias lesdes epiteliais e intenso infiltrado inflamatoério. Essas
lesbes incluiram a presenca de perda de papila, descamacéo, acantélise, hiperplasia
tecidual, espongiose e microabcessos intra-epiteliais. Em contraste, os animais
tratados com formulacbes probidtica ou suspensao fresca de L. paracasei
apresentaram menos leveduras/hifas, lesbes epiteliais ou infiltrado inflamatério, em

comparacao ao grupo controle (Figuras 23 - 26).
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Figura 22 - Lesdes de candidose bucal no dorso da lingua dos camundongos

infectados por C. albicans e néo tratados (grupo controle)

Candidose oral eritematosa

Legenda: Lesdo eritematosa no dorso da lingua dos camundongos (3). Presenca de placas brancas
causadas pela infecgdo por C. albicans ( f ).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 23 - Analise macroscoépica do dorso da lingua de camundongos infectados
com C. albicans

Controle (C. albicans) Gel 1% Suspenséo Formulagdo 1%
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p=0.0017
0 e v

Leganda: A) Aspectos da lingua do dorso de camundongos tratados com PBS (grupo Controle),
gellan gum a 1% n&o incorporado a L. paracasei (grupo Gel 1%), suspenséo de L. paracasei 28.4 e
formulagdo probidtica de 1%. Nos grupos ndo tratados com L. paracasei, € possivel observar a
presenca de manchas brancas de candidiase (—); B) Escores obtidos na quantificagdo de lesdes
macroscépicas de camundongos tratados com PBS (grupo Controle), gellan gum a 1% n&o
incorporado a L. paracasei (grupo Gel 1%), suspensédo de L. paracasei 28.4 e formulagdo probittica
de 1% (Kuskal-Wallis e ap6s o teste de Dunn, letras diferentes correspondem a significancia
estatistica entre os grupos).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 24 - Analise microscopica do dorso da lingua de camundongos infectados

com C. albicans
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Legenda: Escores e mediana obtidos a partir da contagem de leveduras e hifas (A), lesGes epiteliais
(B) e infiltrado inflamatério (C) do dorso da lingua de camundongos tratados com PBS (grupo
controle), gellan gum a 1% n&o incorporado a L. paracasei (grupo Gel 1%), suspensdo de L.
paracasei 28.4 e formulagdo probiotica de 1% (Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn: letras diferentes
correspondem a diferenga estatisticamente significante entre os grupos).

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 25 - Andlise microscépica da lingua do dorso de camundongos. Imagens de

cortes histolégicos corados por acido periddico-Schiff (PAS)

Legenda: A. camundongos néo infectados por C. albicans; B. camundongos infectados por C.
albicans e tratados com PBS; C. camundongos infectados por C. albicans e tratados com gellan gum
a 1% néo incorporada com L. paracasei; D. infectados por C. albicans e tratados com suspenséo de
L. paracasei 28.4; E. camundongos infectados por C. albicans e tratados com formulagéo probiética
de 1%. Hifas e leveduras podem ser observadas na camada epitélio-queratinizada (—).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 26 - Andlise microscopica da lingua do dorso de camundongos. Imagens de
cortes histoldgicos corados por hematoxilina-eosina (H&E)

Legenda: A. camundongos nao infectados por C. albicans; B. camundongos infectados por C.
albicans e tratados com PBS; C. camundongos infectados por C. albicans e tratados com gellan gum
a 1% néo incorporada com L. paracasei; D. infectados por C. albicans e tratados com suspenséo de
L. paracasei 28.4; E. camundongos infectados por C. albicans e tratados com formulacdo probi6tica
de 1%. Podem ser observados microabcessos intraepiteliais e infiltrado inflamat6rio no tecido
conjuntivo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultados do estudo in vivo demonstraram que a formulacdo probiotica
contendo 1% de gellan gum foi capaz de fornecer uma liberacdo local de L.
paracasei na cavidade oral, resultando em colonizacdo dessa cepa probidtica e
reducdo da colonizacdo de C. albicans, que consequentemente levou a diminui¢éo
das lesdes de candidose bucal.



5 DISCUSSAO

Neste estudo, utilizamos o gellan gum como sistema de carreamento de L.
paracasei 28.4 para a cavidade bucal, com o objetivo de inibir o crescimento de C.
albicans e, consequentemente, o desenvolvimento de candidose. Primeiro,
realizamos uma série de experimentos para criar uma composicao de gellan gum
capaz de incorporar as células de L. paracasei 28.4, manter a viabilidade bacteriana
e proporcionar um adequado sistema de liberacdo. Assim, verificamos que
formulacbes contendo concentracbes de gellan gum variando de 0,6 a 1% (p/v)
foram capazes de incorporar L. paracasei 28.4, além de manter a viabilidade celular
por 7 dias quando armazenadas a temperatura ambiente ou a 4°C. No entanto,
periodos prolongados de armazenamento exigiram a liofilizagcdo das formulacdes
probidticas. Interessantemente, as formulacdes probibticas exibiram maior liberacao
de L. paracasei na saliva artificial do que em PBS. A seguir, verificamos que as
células de L. paracasei liberadas foram capazes de inibir o crescimento, a formacéao
de biofilme e a filamentacdo de C. albicans, demonstrando que o processo de
encapsulamento e liberacdo ndo alterou o fen6tipo antifungico da cepa 28.4. Por fim,
o estudo in vivo em camundongos confirmou a capacidade das formulacdes
probiéticas em promover a coloniza¢do oral por L. paracasei e impedir o crescimento
de C. albicans e lesbes de candidose.

Até o presente momento, este € o primeiro estudo que utilizou gellan gum
para incorporar células de Lactobacillus para o controle de infec¢des orais. Embora
0s probidticos tenham sido incorporados em uma gama de produtos (alginato,
quitosana, proteinas de soro de leite, ftalato de acetato de celulose) (Gbassi,
Vandamme, 2012), o gellan gum foi escolhido por ser um polissacarideo natural ndo
toxico, aprovado pela US Food and Drug Administration (FDA) como aditivo
alimentar com grande potencial para ser empregado pelas industrias farmacéuticas
no encapsulamento de antibiéticos e células (Coutinho et al., 2010; D’ Arrigo at al.,
2014; Zhu et al., 2015). Além disso, o gellan fornece hidrogéis fisicamente
reticulados que sao mecanicamente robustos em comparacdo com outros

polissacarideos usados em formulagcbes farmacéuticas. Essa estabilidade
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aprimorada pode ser atribuida ao mecanismo de gelificacdo dupla, que depende
tanto das interacdes idnicas quanto da agregacao helicoidal (Shukla, Shukla, 2018).

Para este trabalho, aproveitamos as propriedades antifiUngicas recentemente
identificadas de L. paracasei 28.4, um isolado adquirido da cavidade oral (Rossoni et
al., 2018). O uso desta cepa probiodtica representa uma vantagem desse estudo,
tendo em vista que a maior parte das cepas usadas em produtos comerciais foram
isoladas do intestino humano ou animal (Pradeep at al., 2014). Em nossos estudos
anteriores, mostramos que a cepa L. paracasei 28.4 teve atividade inibitéria no
crescimento de C. albicans, resultando em diminuicdo dos genes de viruléncia
(ALS3, HWP1, EFG1l e CPH1), impedindo o desenvolvimento de biofilme e
retardando a formacédo de hifas (Rossoni et al., 2018). Os efeitos antifungicos da
cepa L. paracasei 28.4 também foram confirmados em modelos animais (Rossoni et
al., 2018; Rossoni et al., 2017; Santos et al., 2019; de Barros et al., 2018). Rossoni
et al. (2017) demonstraram que L. paracasei 28.4 foi capaz de prolongar a
sobrevivéncia de larvas de G. mellonella infectadas com uma dose letal de C.
albicans. Esse efeito foi correlacionado com a capacidade de L. paracasei 28.4 em
estimular o sistema imunologico de G. mellonella pelo recrutamento de hemacitos
circulantes e producdo de niveis elevados de peptideos antifungicos. Barros et al.
(2018) também encontraram um efeito protetor de L. paracasei 28.4 contra
candidose in vivo usando o modelo Caenorhabditis elegans, no qual a sobrevivéncia
prolongada foi acompanhada pela inibicdo da filamentacdo de C. albicans. Santos et
al. (2019) observaram que os efeitos protetores de L. paracasei 28.4 contra C.
albicans se estenderam a espécies ndo albicans, incluindo Candida glabrata,
Candida krusei e Candida tropicalis.

Neste estudo, inicialmente, investigamos se o gellan gum poderia incorporar
as células de L. paracasei 28.4 e se essa incorporagdo poderia ser influenciada
pelas concentracdes do hidrogel. Sabe-se que a retencéo fisica de células na matriz
do hidrogel depende da tecnologia de encapsulamento utilizada, incluindo selecéo
de biomateriais (Gbassi, Vandamme, 2012), parametros de processo (Sipailiene,
Petraityte, 2018) e biocompatibilidade do polimero com a cepa de bactérias
(Jimenez-Pranteda et al., 2012). Os resultados obtidos mostraram que as
formulacdes de gellan gum conseguiram incorporar L. paracasei 28,4 em todas as

concentracdes de gellan testadas, variando desde formas mais liquidas (0,6%) até
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formas mais solidas (1%). Essa caracteristica pode ser altamente vantajosa na
utilizacao de gellan gum como um sistema carreador de probiéticos, uma vez que as
formulacbes podem ser manipuladas de acordo com as necessidades especificas na
cavidade bucal. Imediatamente apds a incorporacdo de L. paracasei 28.4 em
formulacbes de gellan gum, foi possivel recuperar aproximadamente 7 log de
UFC/mL em comparacdo com as ceélulas livres presentes na suspensdo de L.
paracasei (8 log UFC/mL), indicando que o processo de encapsulamento reduziu a
viabilidade celular em apenas 1 log. Em geral, o processo de encapsulamento tem
sido associado a uma diminuicdo da viabilidade celular de cepas probioticas
(Santivarangkna et al., 2008; Falco et al., 2017). Falco et al. (2017) estudaram a
incorporacao de Lactobacillus acidophilus LA5 ao hidrogel de quitosana dextrano
sulfato e encontraram uma reducdo em torno de 2-3 log na quantidade de células
viaveis apos 3 horas.

Varios fatores externos podem afetar a capacidade de sobrevivéncia de cepas
probidticas durante o armazenamento: tempo, temperatura e teor de umidade. Por
esse motivo, neste estudo, armazenamos as formulacdes probiéticas em duas
temperaturas diferentes: temperatura ambiente e 4°C (Sipailiene, Petraityte, 2018).
Todas as formulacdes de gellan gum mostraram nimeros semelhantes de células
viaveis para ambas as temperaturas por até 6 dias. Apés 7 dias, o numero de
células recuperadas da formulacdo de gellan gum a 0,7% foi maior para
armazenamento a 4°C em comparacao com a temperatura ambiente. No entanto, o
impacto das temperaturas de armazenamento na viabilidade celular tornou-se mais
evidente quando as formulagBes probidticas foram armazenadas por um longo
periodo de tempo. O armazenamento de formulagcfes probidticas a temperatura
ambiente preservou a Vviabilidade celular por 11 semanas, engquanto o
armazenamento a 4°C manteve a viabilidade celular por 14 semanas, embora tenha
sido observada uma diminui¢do gradual nas células viaveis (4 log de UFC / mL).

Outra maneira de preservar as células probidticas é reduzir o conteuado de
agua disponivel por meio de liofilizagdo (Broeckx et al.,, 2017). Portanto, neste
estudo também testamos a formulagéo probidtica a 1% liofilizada para avaliar a
capacidade de armazenamento a longo prazo a temperatura ambiente. L. paracasei
28.4 manteve a viabilidade até o final do periodo de estudo. O numero de células
recuperadas apos 14 semanas nao foi significativamente diferente das células
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recuperadas apos 1 semana (7 log). Resultados semelhantes foram encontrados por
Gonzalez-Ferrero et al. (2018) que verificaram que Lactobacillus plantarum CECT
220 e Lactobacillus casei CECT 475 incorporados em microparticulas de proteina de
soja mantiveram-se viaveis por um periodo de 150 dias a 25°C em formulacdes
liofilizadas. Li et al. (2016) também avaliaram a viabilidade celular de formulacdes
probidticas em condic¢des liofilizadas para armazenamento a temperatura ambiente
por 4 semanas. Esses autores encapsularam Lactobacillus rhamnosus GG em
esferas de hidrogel preparadas com pectina, glicose e cloreto de calcio, verificando
que essas formulacdes preservaram a viabilidade celular no mesmo nivel da
suspensao fresca de L. rhamnosus. Esses achados indicam que a liofilizacdo de
formulacbes probibticas pode aumentar a estabilidade e o prazo de validade do
produto farmacéutico (Broeckx et al.,, 2017). Além disso, um ambiente estavel
fornecido por materiais biocompativeis oferece protecdo as células probidticas
durante a reidratacédo (Gbassi, Vandamme, 2012).

De acordo com Gbassi e Vandamme (2012), quando os probidticos séo
encapsulados, € essencial garantir que as células sejam liberadas em meios que
simulam fluidos biolégicos. Neste estudo, avaliamos a liberacéo de L. paracasei 28.4
das formulacGes de gellan gum em dois meios diferentes, PBS e saliva artificial.
Verificamos que o sistema de entrega de células de L. paracasei fornecido pelas
formulacbes probidticas na saliva artificial foi mais eficiente do que em PBS.
Possivelmente, esses efeitos ocorreram pela interacdo das enzimas salivares
presentes na saliva artificial com o gellan, uma vez que a saliva utilizada neste
estudo continha glicose oxidase, lactoperoxidase e lisozima. Entre elas, a lisozima é
uma enzima antibacteriana importante que lisa a parede celular das bactérias e
libera N-acetil-D-glucosamina. Alguns estudos demonstraram que os hidrogéis de
polissacarideos também podem sofrer hidrélise enzimatica na presenca de lisozima.
Essa enzima quebra as ligacOes estruturais de diferentes tipos de hidrogéis (Xu et
al., 2018). A atividade enzimatica da lisozima nas formulagbes de gellan gum foi
estudada por Xu et al. (2018) que encontraram uma taxa de degradacdo altamente
dependente da concentracao de lisozima. Além disso, quando analisamos o sistema
de entrega das formulacdes probidticas na saliva artificial, verificamos a liberagcéo de
aproximadamente 10° células/mL de L. paracasei 28.4 no contato inicial com a saliva

artificial, seguido por um declinio no niumero de células liberadas por hora. Esta
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libertacdo imediata esta tipicamente associada a uma liberacdo rapida de moléculas
associadas a superficie (neste caso L. paracasei 28.4) da formulacdo de hidrogel.
No entanto, essas formulacdes probioticas também apresentam uma liberacéo
continua do probiético, uma vez que a estrutura do gellan gum é bem estavel,
necessitando de tempo para ser degradada, liberando seu conteldo de maneira
gradual (Carmona-Moran et al., 2016; Abbas, Marihal, 2014; Shukla, 2018) .

Tem sido relatado na literatura que, durante o processo de encapsulamento,
as células probidticas podem sofrer danos em sua estrutura e funcdo (Nivoliez et al.,
2012; Gbassi, Vandamme, 2012; Sipailiene et al., 2018). Assim, realizamos varios
testes in vitro para verificar se L. paracasei 28.4 mantinha sua atividade antifingica
apos incorporacao em formulacdes de gellan gum. Os resultados mostraram que C.
albicans foi inibida por L. paracasei 28.4 no teste de agar sobreposicdo. Esses
dados confirmaram que L. paracasei 28.4 manteve sua atividade antifingica durante
0 processo de encapsulamento. Entretanto, as medidas de inibicdo do halo foram
maiores nos grupos de suspensao de L. paracasei (1 a 1,9 cm) em relacdo aos
grupos de formulac@es probioticas (3 a 7 mm). Este resultado pode estar associado
a uma limitacdo do método de difusdo em agar, uma vez que o gellan pode ter
atuado como uma barreira a difusdo das células de L. paracasei ho meio de cultura.

Além disso, foi verificado que L. paracasei 28.4 incorporado no gellan gum,
também, manteve a atividade antifingica sobre biofilmes de C. albicans, levando a
uma diminuicdo no numero de células viaveis, biomassa total e filamentacéao.
Embora varios autores tenham demonstrado os efeitos inibitérios dos probiodticos nos
biofiimes de Candida, poucos estudos foram realizados com células de Lactobacillus
incorporadas ao gellan gum. Ujaoney et al. (2017) avaliaram o efeito in vitro de
suplementos probioticos disponiveis comercialmente em biofilmes de C. albicans
formados na superficie de adesivos para proteses totais. Foram utilizadas quatro
formulagBes probidticas: Accuflora® (mistura de Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus
salivarius, Streptococcus thermophilus), Align® (Bifidobacterium infantis 35624,
Culturelle® (Lactobacillus GG) e Sustenex® (Bacillus coagulans BC30). Somente os
grupos tratados com os probidticos apresentaram reducédo na formacéo do biofilme
de C. albicans, sendo estes mais finos e irregulares, quando comparados com o

grupo controle.

71



Para avaliar a capacidade das formulagBes probidticas em proporcionar a
colonizacédo oral por L. paracasei 28.4, foram administradas formulacfes probioticas
de 1% e 0,6% para camundongos saudaveis. Somente a formulacdo probiotica a 1%
foi capaz de estabelecer colonizagdo oral de L. paracasei 28.4. Estes resultados
indicam que, embora as concentragcdes de gellan gum nas formulagbes nao
interfram com suas propriedades de incorporacdo, manutengdo da viabilidade
celular ou liberacdo de L. paracasei 28.4, a concentracédo de gellan gum foi um fator
determinante para a colonizacéo oral em camundongos. Estes resultados podem ser
explicados pelo tempo de retencdo da formulagéo probiotica na cavidade bucal, que
€ determinado diretamente pela concentracdo de gellan gum. A concentracdo mais
liquida de hidrogel (0,6%) levou a uma rapida degluticdo, o que pode ter prejudicado
a liberacdo de L. paracasei pela formulacdo probiética. Enquanto a concentracao
mais sélida (1%) permaneceu na cavidade oral por mais tempo, permitindo maior
liberacé@o da bactéria.

Posteriormente, a formulacdo probidtica a 1% foi utilizada para estudar a
candidose bucal. O pré-tratamento com a formulacao probidtica ou suspenséo fresca
de L. paracasei foi capaz de reduzir 3 log UFC/mL de C. albicans em comparacao ao
grupo nao tratado. Matsubara et al. (2012) também avaliaram os efeitos de
Lactobacillus na colonizacdo oral de C. albicans em camundongos, no entanto,
apenas suspensdes frescas de Lactobacillus foram testadas. Os autores
encontraram uma reducédo de aproximadamente 2 log UFC/mL de C. albicans na
mucosa oral de animais tratados com suspensdes de L. acidophilus NCFM e L.
rhamnosus Lr-32. Além da contagem de C. albicans, também analisamos a
quantidade de L. paracasei 28.4 na cavidade bucal dos camundongos tratados.
Esses resultados confirmaram que a reducao da colonizacdo por Candida alcancada
pela formulag&o probidtica ocorreu pela presenca fisica de L. paracasei na cavidade
bucal, o que pode ter inibido o crescimento de C. albicans pela competi¢do por sitios
de ligagdo, pela producdo de substancias antimicrobianas e por estimulacdo do
sistema imunoldgico.

Notavelmente, o efeito inibitorio da formulagdo probidtica a 1% no
crescimento de C. albicans foi capaz de proteger os camundongos das infec¢des por
Candida. Maekawa et al. (2016) também encontraram efeito profilatico do

Lactobacillus pentosus S-PT84 contra infeccbes por Candida no trato
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gastrointestinal. A ingestdo de uma nova suspensao dessa cepa resultou em
diminuicdo da adeséo de C. albicans a mucosa estomacal, supresséo da inflamacao
causada pela infiltracdo de neutrofilos, e reduziu a formacdo de placas
esbranquicadas diminuindo o numero das lesGes estomacais.

Em resumo, os resultados deste estudo demonstraram que o gellan gum pode
ser um biomaterial interessante para uso como carreador de L. paracasei 28.4 na
cavidade bucal, levando a uma reducdo significativa nas lesdes e infeccoes
induzidas por C. albicans. As propriedades do gellan gum em encapsular as células
de Lactobacillus, manter a viabilidade celular durante o armazenamento e fornecer
um sistema de entrega na cavidade oral suficiente para interagir com patégenos
orais devem ser consideradas em estudos clinicos futuros com pacientes com

fatores predisponentes para candidose bucal.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo podemos concluir que:

a) Gellan gum foi um biomaterial capaz de incorporar as células de L.
paracasei 28.4 e manter sua viabilidade celular;

b) Gellan gum manteve as células de L. paracasei 28.4 viaveis por 7 dias em
temperatura ambiente e a 4°C. Entretanto, foi necesséria a liofilizacdo da
formulacéo probidtica para o armazenamento em periodos prolongados;

c) As formulacdes probitticas foram capazes de liberar as células de L.
paracasei 28.4 tanto na presenca de PBS como em saliva artifical, porém
o sistema de liberacdo foi mais eficaz na saliva artificial;

d) L. paracasei 28.4 manteve suas propriedades antifiungicas apos
incorporagdo no gellan gum, que foi confirmado pela inibicdo do
crescimento, formacdo de biofiime e reducdo da filamentacdo de C.
albicans;

e) A formulacdo probiética foi capaz de promover a liberacdo e colonizacao
de L. paracasei 28.4 na cavidade bucal de camundongos saudaveis;

f) A formulacao probidtica conseguiu proteger os camundongos da infecgéo
por C. albicans, reduzindo as lesdes clinicas e danos teciduais da

candidose bucal no dorso da lingua.
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ANEXO A -- Certificado do Comité de Etica

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes “JULIO DE MESQUITA FILHO™
Campus de S30 José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecncioga
CERTIFICADO

CEUA - Comissdo de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICAMOS, gue o protocolo registrado sob o n® 15/2018,
intituiado - "Desenvolvimento de formulagdes probidticas para a prevencio da candidose
bucal " sob a responsabilidade de FELIPE DE CAMARGO RIBEIRO , tendo como orientadora a
Profa Dra. JULIANA CAMPOS JUNQUEIRA e que envolve a utilizagdo de animais pertencenies
80 filo Chordata subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa clentifics, encontra-se
de acordo com 0s preceitos da Lei n® 11.794, de B de outubro de 2008, do Decreto n® 8 899 de 15
de juino de 2009 e com as Nomas ediadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentag&o Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA — ICT — CAMPUS DE SAD JOSE DOS CAMPOS-UNESP), em reunido de
10/02/2017

P | (  )Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorirzaglio 10/02/2017 a 2001012019
Espéce/iinhagemiraca Camundongo/heterogénico Wistar
N° ca Animais 1 680
[
Pesafidade ‘ 30-45 grs / 60 dias
Sexo | MACHO
!
Origam ‘ Biotério Central — Campus de Botucatu-UNESP

S&0 José dos Campos, 10 de fevereiro de 2017

Profa Dra. PAULA CAROLINA KOMORI! DE CARVALHO
Coordenadora
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