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RESUMO

Os microrganismos probidticos associados a produtos alimenticios ja sé&o
amplamente utilizados para a manutencdo da saude e redugdo do risco de certas
doencas. Nesse contexto, diversos estudos mostram que cepas probibticas
especificas tém grande potencial de manutencdo e melhora da saude oral,
apresentando atividade anticariogénica, reducdo da halitose e prevencdo de
infecgBes oportunistas, como a candidose, frequentemente presente em individuos
imunocomprometidos. Essas condicdes patogénicas apresentadas estao
relacionadas a formacdo e estabelecimento de biofiilmes na cavidade oral. As
infecgcbes provenientes de biofilmes s@o duradouras, altamente resistentes a
farmacoterapia e de dificil eliminagéo.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi obter filmes orodispersiveis (ODF)
contendo cepa probiotica Enterococcus faecium CRL 183, avaliando sua capacidade
de inibir a formacdo e/ou maturacao de biofilme de Candida albicans in vitro. Essa
cepa foi selecionada devido as suas caracteristicas de cultivo, informacbes
disponiveis sobre efeito probidtico, seguranca e carater inovador, pois ndo ha na
literatura informacdes sobre a atividade antifungica dessa cepa na cavidade oral.

A seguranca da cepa probidtica foi avaliada através do teste susceptibilidade a
antimicrobianos. Para testar a capacidade de inibicdo de biofilmes de C. albicans in
vitro foram formados biofilmes polimicrobianos (C. albicans + E. faecium), em
diferentes propor¢cdes de fungo: probidtico (1:1; 1:10; 1:100), a serem avaliados
durante os periodos de formacéo (24 horas) e maturacédo (48 horas) do biofilme. A
cepa probidtica foi incorporada em um filme orodispersivel (ODF) para avaliar sua
resisténcia durante o processamento e armazenamento e efeito inibitério contra os
biofiimes de C. albicans. Os resultados evidenciaram que o microrganismo E.
faecium CRL 183 foi capaz de se estabelecer em um biofilme polimicrobiano com C.
albicans ATCC 90028 sem perder sua viabilidade celular, ao passo que antagonizou
significativamente a formacéo (até 99,9% de reducédo em 24 horas) e maturacao (até
99% de reducdo em 48 horas) do biofilme de C. albicans. Os filmes orodispersiveis
com e sem probidticos (PF e CF, respectivamente) apresentaram aspecto e textura
uniformes, pH neutro, baixa atividade de agua e ndo apresentaram contaminagao
por bolores, leveduras ou coliformes totais durante o armazenamento. O probidtico
resistiu a producédo do ODF, apresentando viabilidade elevada (> 9 logio UFC/g), até
90 dias de armazenamento a temperatura ambiente. A incorporacéo do probidtico na
matriz polimérica do ODF né&o alterou significativamente as propriedades mecéanicas,
o tempo de desintegracdo in vitro, o intumescimento, a atividade de agua e a
mucoadesividade em relacdo a CF. Entretanto o probidtico aumentou o parametro
de cor amarelo (+b*), o teor residual de umidade, a espessura e a permeabilidade ao
vapor d’agua dos filmes. O filme probidtico (PF) foi capaz de reduzir em 68,99%
(0,52 log) a formacéo e em 91,24% (1,15 log) a maturacao do biofilme de C. albicans
em comparacao aos biofilmes estimulados com o filme orodispersivel controle (CF).
Dessa forma, conclui-se que os filmes orodispersiveis sdo uma forma eficiente de
veicular o probiotico E. faecium CRL 183, com potencial de prevenir o
estabelecimento de infeccbes causadas por C. albicans na cavidade oral.

Palavras-chave: Probidticos, atividade anti-Candida, Biofilmes, Filmes
orodispersiveis, Candida albicans ATCC 90028, Enterococcus faecium CRL 183.



ABSTRACT

Probiotic microorganisms associated with food are already widely used to maintain
health and reduce risk of certain diseases. In this context, several studies show that
certain probiotic strains have great potential for maintenance and improvement of
oral health, presenting anticariogenic activity, reduction of halitosis and prevention of
opportunistic infections, such as candidiasis, often present in immunocompromised
individuals. These pathogenic conditions are related to formation and establishment
of biofilms in the oral cavity. Infections caused by biofilms are long-lasting, highly
resistant to pharmacotherapy and difficult to eliminate.

Thus, the objective of the present study is to obtain orodispersible films (ODF)
containing Enterococcus faecium CRL 183, evaluating its capacity of inhibiting the
formation and / or maturation of Candida albicans biofilms in vitro. This strain was
selected due to its cultivation characteristics, available information on probiotic effect
and safety and innovative character, as there is no information on the antifungal
activity of this strain in the oral cavity. The safety of the probiotic strain was evaluated
by antimicrobial susceptibility test. In order to test the ability to inhibit the formation of
C. albicans biofilms in vitro, combined polymicrobial biofiims (C. albicans + E.
faecium) with different proportions of opportunistic pathogens: probiotic were formed
(1: 1, 1:10, 1: 100), during the formation (24 hours) and maturation (48 hours)
periods of the biofilm. The probiotic strain was incorporated into an orodispersible
film (ODF) to evaluate its resistance during processing and storage and inhibitory
effect against C. albicans biofilms.

The results showed that E. faecium CRL 183 microorganism was able to establish
itself in C. albicans ATCC 90028 polymicrobial biofilm without losing its cellular
viability. It significantly antagonized the formation (up to 99.9% reduction in 24 hours)
and maturation (up to 99% reduction in 48 hours) of C. albicans biofilm. The
orodispersible films with and without probiotics (PF and CF, respectively) presented
uniform appearance and texture, neutral pH, low water activity and did not show
contamination by molds, yeasts or total coliforms during storage. The probiotic
resisted to the ODF production, presenting high viability (> 9 1og10 CFU / g), up to 90
days of storage at room temperature. The incorporation of the probiotic in the
polymer matrix of ODF did not significantly alter the mechanical properties, in vitro
disintegration time, swelling, water activity and mucoadhesiveness in relation to CF.
However, the probiotic increased the yellow color parameter (+ b *), the residual
moisture content, the thickness and the water vapor permeability of the films. The
probiotic film (PF) was able to reduce the formation of C. albicans biofilm in 68.99%
(0.52 log) formation and in 91.24% (1.15 log) the biofilm maturation compared to the
biofilms stimulated with orodispersible control film (CF). Thus, it is concluded that
orodispersible films are an efficient way of transporting the probiotic E. faecium CRL
183, with potential to prevent the establishment of infections caused by C. albicans in
the oral cavity.

Keywords: Probiotics, anti-Candida activity, Biofilms, Orodispersible films, Candida
albicans ATCC 90028, Enterococcus faecium CRL 183.



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt e ae e 5
ODJELIVO GEIAI....cciiiiiiiiiiiiiiiiei ettt 15
Capitulo 1. Probiotic Enterococcus faecium CRL 183 inhibits Candida albicans
T2 1 o SR Erro! Indicador ndo definido.
Capitulo 2. Development of orodispersible films loaded with probiotic E.

faecium CRL 183 for oral candidiasis prevention........ Erro! Indicador néo definido.
CONSIDERAGCOES FINAIS .....oviiiiiee ettt ettt sttt 16

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 17



INTRODUCAO

Probidticos sao definidos como microrganismos vivos que, quando

administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (1,2).
Tais microrganismos devem ser preferencialmente de origem humana, dentre os
quais destacam-se Bifidobacterium spp, as bactérias produtoras de &cido latico
como os géneros Lactobacillus spp. e, em menor escala, Enterococcus spp. (2-4).
Também s&o representantes dessa classe leveduras como Saccharomyces spp.
(3,4).

Probidticos devem ainda apresentar resisténcia as condicbes adversas do
trato gastrintestinal (especialmente se os efeitos esperados forem sistémicos),
modular positivamente os sistemas fisiologicos do paciente, ser inGcuos e néao
devem transmitir genes de resisténcia antimicrobiana (2,3).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recentemente revisou 0s
requisitos para comprovacao da seguranca e dos beneficios a saude dos probioticos
para uso em alimentos (Resolucéo da Diretoria Colegiada - RDC N° 241, de 26 de
julho de 2018), estabelecendo que a identificacdo da linhagem do microrganismo
deve ser inequivoca contemplando a nomenclatura binomial, identificacéo fenotipica
e genotipica, origem e depdsito em colecéo de cultura internacionalmente conhecida
(5). Além disso, a comprovacao da seguranca do probidtico deve ser demonstrada
através de estudos cientificos e documentos técnicos que assegurem o historico de
uso seguro, auséncia de registros de eventos adversos, auséncia de fatores de
viruléncia e patogenicidade, auséncia de resisténcia potencialmente transferivel a
antibidticos relevantes para a saude humana; e susceptibilidade a, pelo menos, dois
antibidticos (5). A resolucdo ainda determina que os beneficios a saude devem ser
comprovados por meio de estudos que envolvam um grupo representativo da
populacdo, considerando a quantidade minima de cepa probidtica sugerida para
obtencao desse beneficio (5).

Esta bem estabelecido na literatura que probidticos tém um impacto positivo
no funcionamento do trato gastrintestinal e auxiliam no tratamento ou reducéo de
risco de diversas doengcas como: diarreia decorrente do uso de antibioticos,

sindromes metabdlicas, vaginites, doencas respiratorias, hipercolesterolemia e



doencas inflamatorias intestinais (6,7).

Em relacdo a saude oral, estudos tém evidenciado que o consumo de certas
cepas de microrganismos probiéticos pode diminuir a halitose, a incidéncia de caries
em criancas e de doenca periodontal, incluindo sangramento causado por gengivite,
além de combater infec¢es orais por Candida spp. (8,9).

A maioria das doencas da cavidade oral inicia-se com a formagdo dos
biofilmes microbianos que revestem os dentes, popularmente conhecidos como
placa dentaria. Os microrganismos presentes nesses biofilmes metabolizam
carboidratos da dieta e podem promover a desmineralizacdo e destruicédo localizada
de tecidos dentarios, inicialmente na superficie do esmalte, mas podendo atingir a
dentina no caso de céaries mais profundas e até comprometer a polpa dental (9,10).

Para que doencas orais ocorram, a interacéo de trés fatores é indispensavel:
o hospedeiro (dentes, saliva e sistema imune), a constituicdo da microbiota oral
residente e a dieta (tipo e frequéncia) (10).

Sabe-se que bioflmes sdo ecossistemas microbianos complexos
caracterizados por células ligadas entre si e a um substrato, ou a superficies bioticas
e abidticas envoltas por uma matriz de polimero extracelular (Exopolissacarideos -
EPS) (11). O EPS confere aos microrganismos protecdo contra o sistema imune e a
agentes antimicrobianos, promove o sequestro de nutrientes do meio, facilita a
dispersédo para outras regides ndo infectadas, entre outras vantagens (12—15).

Na auséncia de higiene oral um biofilme & capaz de estar completamente
formado em um periodo de apenas quatro horas apos as refeicbes e, mesmo com a
pratica da escovacdo dental diaria e o uso do fio dental, ndo ocorre a eliminacéo
completa desses biofilmes que, além de estarem envolvidos na génese da cérie
dentaria, podem também atuar na periodontite e candidiase oral (8)

Diferentes microrganismos estdo envolvidos no desenvolvimento de doencas
gue afetam a saude bucal, entre eles merecem destaque: Streptococcus mutans,
Candida albicans e Lactobacillus spp. (16-20).

Diversas cepas probidticas apresentam capacidade de se estabelecer em
biofiimes e de reduzir a populacdo de patdégenos altamente prevalentes na cavidade
oral como Actinomyces viscosus, Staphylococcus aureus, Candida albicans e
Streptococcus mutans. (4,7). Apesar de algumas espécies de Lactobacillus spp.

estarem presentes em lesdes de cérie (17), o consumo de produtos contendo cepas



especificas, como Lactobacillus rhamnosus GG, foi relacionado & diminuicdo na
incidéncia de céaries, bem como, reducao na populagédo de Streptococcus mutans em
criangas, comparado a um grupo controle que nao ingeriu o produto contendo essa
cepa probidtica (21). Samot e Badet (2013) investigaram a ac¢éo probiodtica de 66
espécies de lactobacilos, e observaram que todas essas espécies foram capazes
de inibir o crescimento de S. mutans e A. viscosus, e a maioria desses lactobacilos
foram capazes de antagonizar Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas
gingivalis, duas cepas presentes em doencas periodontais (22).

Além do género Lactobacillus spp., as cepas probidticas Enterococcus
faecium WB2000, Bifidobacterium adolescentes SPM1005 e Bifidobacterium BB12
foram efetivas na inibicdo da formacéo e crescimento de biofilmes (23).

Os mecanismos pelos quais 0s microrganismos probiéticos atuam na melhora
ou manutencdo da saude oral incluem reducdo de microrganismos patogénicos
formadores de biofilmes, em funcédo da producdo de substancias com propriedade
antimicrobiana (peroxido de hidrogénio e bacteriocinas), proteases, e por
competicdo direta pelos nutrientes disponiveis e sitios de adesédo na cavidade oral
(3). Pujia e colaboradores (2017) sugeriram que 0s probidticos também afetam os
patdgenos por serem capazes de modular as acdes locais e sistémicas do sistema
imune, neutralizar fatores de viruléncia e interferir nos sistemas de sinalizacéo
bacteriana (quérum sensing) (9).

O fungo oportunista da pele e mucosa humana, Candida albicans, esta
presente na cavidade oral de mais de 75% da populacdo (19). Altamente associado
a infeccbes hospitalares provenientes de sondas e cateteres, é o0 quarto
microrganismo mais isolado da corrente sanguinea nesses casos (24).

Devido a mudancas ambientais, alteracdes na microbiota e competéncia do
sistema imunoldgico do hospedeiro, a espécie C. albicans pode se tornar
patogénica, especialmente em pacientes em quimioterapia, transplantados,
soropositivos, idosos, pacientes com debilidades motoras, usuarios de prétese totais
ou parciais e recém-nascidos de baixo peso (19, 25-27).

As principais doencas causadas por C. albicans em seres humanos sao as
infec¢cbes superficiais, como a candidiase oral (muito prevalente em imuno-
comprometidos) ou vaginal, que acomete 75% das mulheres ao menos uma vez na

vida (19). Os pacientes imunossuprimidos correm o risco dessas infeccOes



superficiais tornarem-se invasivas, podendo atingir a corrente sanguinea
(candidemia) ou érgaos vitais como rins, figado e coracao (27).

C. albicans é considerada a espécie mais prevalente e virulenta do género,
pois entre 0s seus principais fatores de viruléncia, pode-se destacar o polimorfismo
entre leveduras e hifas, que € um mecanismo de evasao do sistema imune inato por
dificultar a fagocitose, bem como a formacgéo de biofilmes e producdo de toxinas e
enzimas hidroliticas (25, 28, 29).

Como a maioria das infec¢cbes causadas por biofilmes, as infec¢des por C.
albicans sao duradouras, de dificil eliminacdo e com elevada resisténcia a
farmacoterapia. Os biofilmes de C. albicans geralmente apresentam resisténcia aos
principais antifingicos existentes como: anfotericina B, fluconazol, voriconazol e
nistatina (15).

Tanto os fungos quanto os humanos séo eucariontes e, no nivel molecular,
suas células sdo semelhantes. Isso torna mais dificil encontrar ou projetar drogas
gue atinjam fungos sem afetar as células humanas (30). Dessa forma, € urgente a
busca por alternativas para o tratamento e prevencdo de doencas, em especial
fungicas, causadas por biofilmes.

Como uma dessas alternativas, a literatura demonstra que muitas cepas
potencialmente ou comprovadamente probioticas apresentam atividade anti-
Candida. Em uma revisdo de literatura conduzida em 2016 demonstrou-se através
de estudos in vivo e in vitro, que cepas probiéticas como Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, Saccharomyces boulardii,
Streptococcus thermophilus, Streptococcus salivarius, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus plantarum, bem como varios isolados clinicos, teriam
atividades inibitorias contra Candida spp. (4).

Um estudo duplo-cego randomizado avaliou o efeito de uma mistura de
probidticos - Lactobacillus rhamnosus HS111, Lactobacillus acidophillus HS101 e
Bifidobacterium bifidum — na forma de capsulas liofilizadas, no desenvolvimento de
candidiase oral assintomatica em pacientes com prétese total (dentadura). Apos
cinco semanas de tratamento, a taxa de deteccdo de Candida spp. foi de 92% no
grupo placebo e 16,7% no grupo tratado com probidticos, evidenciando a sua

capacidade de reduzir a colonizagéo da cavidade oral por esse microrganismo (31).



Matsubara e colaboradores (2016) observaram que suspensfes de L.
rhamnosus, L. casei e L. acidophilus reduziram significativamente a formacéo de
biofiimes de C. albicans SC5314 em 32, 59 e 56,3%, respectivamente. Quando
biofiimes maduros (48 horas) foram estimulados com as mesmas suspensdes
probidticas, a reducao dos biofilmes foi de 61,8% (L. rhamnosus), 54,7% (L. casei) e
de 34,2% (L. acidophilus) (27). Ao estimular os biofiimes de C. albicans com o
sobrenadante filtrado dessas culturas de lactobacilos, a reducgéo foi menos efetiva na
formacdo, e ndao houve reducdo na maturacdo dos biofilmes. Esse resultado
demonstra que a ac¢do inibitéria dessas cepas sobre C. albicans ndo é mediada
unicamente pela producao de metabdlitos (27).

Mailander-Sanchez e colaboradores (2017) observaram que a cepa probidtica
Lactobacillus rhamnosus GG impediu a adesédo, invasdo, formagdo de hifas
(prevenindo danos epiteliais), deplecéo de glicose e da sintese de ergosterol de C.
albicans (32).

Vilela e colaboradores (2015) relataram reducéo de até 57,5% da contagem
de C. albicans em biofilmes estimulados com culturas de L. acidophilus ATCC 4356
e reducdo de 45,10% em biofilmes estimulados com sobrenadante filtrados dessa
cultura probidtica (33).

Ambos os estimulos (suspensdo de células probidticas ou filtrado) foram
eficientes na supresséo da formacéo de hifas. Nesse estudo, Galleria mellonella foi
utilizada como modelo de candidiase experimental e o tratamento e a profilaxia com
células de L. acidophilus ou com seus metabdlitos aumentou consideravelmente a
sobrevivéncia desse inseto (33).

Ribeiro e colaboradores (2017) observaram efeito semelhante na interacao de
C. albicans com células de L. rhamnosus: diminuicdo de 52,2 % na quantificacdo de
biofilme em UFC/ mL e reducdo de 48% na atividade metabdlica. O sobrenadante
filtrado de L. rhamnosus diminuiu o crescimento de C. albicans em 39,4% e atividade
metabodlica em 61% (34). L. rhamnosus também promoveu a regulacdo negativa de
diversos genes associados a fatores de viruléncia de C. albicans como ALS3 e
HWP1 (relacionados a adesdo e filamentacdo) e de BCR1 e CPH1l (genes
reguladores do processo de transcricdo celular) (34). L. rhamnosus foi capaz de

proteger G. mellonella de candidiase experimental (34).
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Sabe-se também que ndo apenas os microrganismos probiéticos podem
competir com C. albicans influenciando sua viabilidade e patogenicidade. H& na
literatura diversos estudos que avaliam a interacdo entre esse fungo e bactérias
patogénicas como Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus
gordonii, Actinomyces viscosus, espécies de Fusobacterium spp., Enterococcus
spp., Escherichia spp. e até mesmo Pseudomonas aeroginosa em casos de fibrose
cistica (29, 35).

Dentre esses microrganismos, a relacdo entre os géneros Enterococcus spp.
e Candida spp. mostrou-se particularmente interessante, pois a literatura mostra que
o fungo favorece a bactéria, porém essa relacdo nao é mutuamente benéfica. Dois
estudos conduzidos por Mason e colaboradores (2012) demonstraram que C.
albicans SC5314 promoveu aumento e persisténcia da colonizacdo gastrica e
entérica de Enterococcus spp. ao passo que antagonizou outras espécies de
bactérias laticas como, por exemplo, Lactobacillus spp.,
durante a recuperacdo da microbiota apds tratamento com antibidtico cefoperazona
(36,37).

Apesar do mecanismo envolvido ndo ter sido elucidado, os autores
observaram efeito promotor semelhante em relacéo a populacdes de Bacteroidetes
e sugerem que C. albicans poderia auxiliar a sua adesdo e fixacdo ao ceco; que
glucanos da levedura poderiam ser fonte potencial de alimento para essas bactérias,
ou ainda, C. albicans poderia suprimir outras bactérias que antagonizam
Bacteroidetes (37). Por outro lado, Enterococcus spp. diminui a patogenicidade de
C. albicans através da acdo de proteases, peptideos e bacteriocinas.
Pesquisadores identificaram a acdo de duas proteases (peptideos de ativacdo da
biossintese de gelatinase - GBAP) ativadoras do sistema regulador da viruléncia de
Enterococcus spp., que ao serem secretadas por essa bactéria, impediram o
polimorfismo de C. albicans (38). O polimorfismo € um dos principais fatores de
viruléncia associados a esse fungo e a formacédo de hifas esta intrinsecamente

ligada a formacao de biofilmes e a invaséo das células hospedeiras (19,25,38).

Cruz e colaboradores (2013) demonstraram ainda que Caenorhabditis
elegans, modelo de estudo de infec¢ches polimicrobianas, apresentou uma

mortalidade ocasionada por C. albicans menor quando era co-inoculado por
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Enterococcus spp. Sendo a taxa de sobrevivéncia do nematdédeo dose-dependente,
guanto maior o numero de colbnias de Enterococcus spp. inoculadas, maior a
protecdo contra a patogenicidade de C. albicans (38). Este estudo determinou ainda
gue a patogenicidade de ambos 0s microrganismos era atenuada durante a infeccao
polimicrobiana em C. elegans. O mesmo efeito foi observado ao tratar C. elegans,
jA& contaminado por C. albicans, com o sobrenadante filtrado e esterilizado de um
in6culo de Enterococcus faecalis, constatando-se reducéo consideravel da formacgéo
de hifas e, consequentemente, da patogénese do fungo (38). Shekh e Roy (2012)
caracterizaram e purificaram parcialmente uma proteina anti-candida (ACP)
produzida por Enterococcus faecalis que apresentou atividade de amplo espectro
contra oito cepas de C. albicans multirresistentes (30).

Em um estudo de 2017 foi descrita a acdo da bacteriocina EntV, codificada
por um gene que esta presente em todas as cepas de E. faecalis sequenciadas até
0 momento, o gene Ef1097 (39). Essa enterocina sozinha, bem como seu analogo
sintético, foi suficiente para impedir o polimorfismo de C. albicans SC5314 e a
formacéao de biofilmes em diferentes substratos e condi¢cdes experimentais. Biofilmes
de C. albicans pré-formados (24 horas/ ~30 ym de espessura) foram tratados com
EntV e sofreram grande perturbacdo, com reducdo de sua espessura para ~15 ym.
Os biofilmes que nédo foram tratados com EntV aumentaram sua espessura para >
50 ym (39). O peptideo também protegeu macréfagos aumentando sua atividade
antifangica, reduziu a invasdo epitelial, a inflamacdo e a carga fungica em um
modelo murino de candidiase orofaringea (39).

Bachtiar e colaboradores (2016) observaram que E. faecalis cps2 (um isolado
clinico ndo encapsulado) e E. faecalis ATCC 29212, bem como os metabdlitos
produzidos por essas cepas, ndo inibiram a formacdo de biofilmes de C. albicans
ATCC 10231 e promoveram a expressao de genes associados a formacdo de
biofilme. No entanto, E. faecalis cps2 e E. faecalis ATCC 29212 reduziram
significativamente (>50%) a maturacdo desses biofiimes (40). Esses resultados
foram confirmados pela regulacdo negativa promovida pelas cepas de E. faecalis e
seus metabdlitos sobre genes de adesdo ALS1 e ALS3 e sobre EFB1, gene utilizado
para medir quantitativamente os efeitos prejudiciais de agentes antifungicos contra

biofilmes de candida maduros (40).
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E importante salientar que em nenhum dos estudos citados (36-40) que
avaliaram o potencial anti-Candida de Enterococcus spp., a cepa bacteriana utilizada
foi descrita como sendo in6cua, muito menos tendo alegacgéo probidtica. Sabe-se,
também que existe muita preocupacado em relacao a Enterococcus spp. devido a sua
alta incidéncia em infe¢cbes nosocomiais, e alta capacidade de tornar-se resistente a
antibidticos e transferir genes de resisténcia, em especial a vancomicina, para outros
patégenos (41). Provavelmente por essa razéo, nesses estudos foram explorados
majoritariamente a acdo de metabdlitos, peptideos e bacteriocinas ao passo que a
interacdo célula — célula néo foi considerada viavel.

Como visto anteriormente, a acdo probiodtica também pode ser mediada pela
secrecdo de metabdlitos, porém a competicdo célula-célula por sitios de adeséo e
nutrientes pode ser um potencializador do efeito anti-Candida (9,27,31,33,34). Dessa
forma, seria interessante avaliar se o0 efeito dos metabdlitos produzidos
Enterococcus spp. seria também potencializado por essa competicdo direta, uma
vez que algumas cepas desse género sdo consideradas seguras e probidticas (2,
41).

A cepa probidtica Enterococcus faecium CRL 183 foi isolada do queijo Tafi,
tradicional no Vale do Tafi, noroeste da Argentina e tem documentada a sua
nomenclatura binomial, identificacdo genotipica, histérico de uso seguro, auséncia
de registros de eventos adversos, auséncia de fatores de viruléncia, patogenicidade
e resisténcia antimicrobiana (42).

Varios beneficios sistémicos promovidos por essa cepa probiodtica estdo
documentados, como modulacdo do sistema imunoldgico e da microbiota intestinal,
reducdo dos sintomas relacionados a colite ulcerativa (43), regulacdo do perfil
lipidico e inibicdo do desenvolvimento da lesdo aterosclerotica (44-45) sendo uma
alternativa ou adjuvante para terapia medicamentosa. E. faecium CRL183 também
preveniu o adenocarcinoma de mama (46), cancer de célon quimicamente induzido
(47) e ganho de peso corporal (48) em diferentes modelos murinos. E importante
ressaltar que, em alguns desses estudos, o E. faecium CRL183 foi utilizado como
cultura inicial de um produto a base de soja fermentado, combinado ou ndo com
outras cepas probiodticas, avaliando seus efeitos sistémicos (43,45,47,48).

Objetivando ampliar a utilizacdo da referida cepa probiodtica, Witzler e

colaboradores (2017) demonstraram que a cepa probidtica E. faecium CRL 183
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liofilizada apdés microencapsulacdo pelo método de coacervacdo complexa,
manteve-se viavel a temperatura ambiente por um periodo de 280 dias e foi capaz
de inibir o crescimento de S. mutans, constatado pela formacdo de um halo de
inibicdo 1,7 £ 0,3 mm de diametro (43). Esse mesmo estudo evidenciou que E.
faecium CRL183 foi resistente a saliva humana. Sendo capaz de se liberar da matriz
alimenticia, sobreviver as enzimas salivares e se multiplicar (aumento de até 3,64
logio UFC/mL) na saliva apds 24h, indicando uma possivel capacidade de
colonizacdo da cavidade oral por esse probidtico (49). A cepa probibtica
encapsulada e liofilizada foi posteriormente incorporada em uma pastilha alimenticia
diet com potencial funcional. Entretanto, a viabilidade da cepa durante 28 dias de
armazenamento a temperatura ambiente foi reduzida a valores considerados baixos
para produtos probioéticos (1,86+0,07 UFC/g) (49).

Outros estudos veicularam cepas probidticas como L. reuteri ou L. brevis em
gomas de mascar e pastilhas de manitol obtendo efeitos benéficos como reducéo
significativa de placa, populacdo de S. mutans e de sangramentos gengivais (50,
51). Porém esses estudos ndo avaliaram aspectos tecnolégicos da formulacdo como
a sobrevivéncia do probidtico ao longo do tempo de armazenamento.

Tais resultados apontam para a necessidade do aprimoramento do processo
de obtencdo de formulagdes probidticas orais, que permitam a liberacdo controlada
de doses conhecidas de organismos viaveis, resistam ao processo de fabricacao,
mantenham a estabilidade durante o armazenamento a longo prazo, de preferéncia
sem necessidade de refrigeracdo, e cujos custos de producdo sejam
economicamente favoraveis (52).

Uma opcdo de veiculo para microrganismos probidticos sdo os filmes
orodispersiveis (ODF), que foram desenvolvidos na década de 1970, para
populacdes com dificuldades de degluticdo, ou disfagia, tornando-se uma alternativa
a comprimidos, capsulas e xaropes (53).

Porém, a primeira forma comercializada deste produto surgiu apenas em 2001,
como refrescante bucal “Listerine” da Pfizer (53). Esta forma farmacéutica pode ser
definida como uma fina pelicula de facil dissolucéo e elevada superficie de contato,
gue permite a liberacdo de todo componente ativo na cavidade oral. Dentre as
vantagens atribuidas ao ODF pode-se citar: facilidade de manuseio e administracgéo,

nao ha necessidade de ingestdo de agua, evita o metabolismo de primeira
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passagem e maior adesdo do paciente ao tratamento (54).

Tanto a nomenclatura oficial, quanto a popular tem ampla variacdo. O FDA
utiliza o termo “filmes soluveis”, enquanto que a agéncia europeia de medicamentos
(EMA) adotou “filmes orodispersiveis”. Popularmente, esses filmes sdo conhecidos
como “strip oral”, “filmes orais”, “tira oral”’, “filme soluvel oral”, “dissofilme”, “filme
soluvel bucal”, “filme mucoadesivo” e “filme transmucoso”, porém, apesar de serem
usados de forma intercambiavel, podem designar diferentes produtos (53).

A permanéncia do filme solavel na cavidade oral, durante o tempo de
desintegracdo, pode promover uma liberacdo mais eficiente de principios ativos se
comparado a outros produtos como géis orais que sdo facilmente retirados pelo fluxo
salivar (55).

Os filmes orodispersiveis sdo compostos por macromoléculas, naturais ou
sintéticas, formadoras de matriz polimérica, plastificantes - que aumentam as
propriedades filmogénicas dos polimeros conferindo maior flexibilidade e menor
fragilidade — e o ingrediente farmacéutico ativo (API) ou composto bioativo de
interesse (53,54). A composicéo e proporcdo desses excipientes pode ser alterada
de acordo com as caracteristicas desejadas para o produto e a adicdo de
edulcorantes, estimulante salivar, aromatizantes, flavorizantes, pigmentos,
tensoativos e estabilizantes pode ser considerada (53).

De acordo com as caracteristicas dos filmes, estes constituem veiculos de
substancias bioativas ideais para pacientes com condi¢cdes que favorecam a disfagia
como idosos, pacientes com debilidades motoras, imunocomprometidos, portadores
de Alzheimer ou Parkinson. Coincidentemente, nesta populacdo se observa alta
prevaléncia de candidose (19, 25-27,53-55).

Considerando o exposto, o objetivo do presente estudo é avaliar se a cepa
probidtica E. faecium CRL 183 é capaz de desestabilizar a formacédo e/ou maturacao
de biofilme de C. albicans ATCC 90028 in vitro. E se os filmes orodispersiveis seriam
uma forma eficiente de veicular essa cepa na cavidade oral, promovendo a reducéo

de risco de doencas orais ocasionadas por este fungo oportunista.
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Objetivo Geral

Desenvolvimento de filmes orodispersiveis contendo Enterococcus faecium
CRL 183, capaz de inibir a formagdo e/ou maturacdo de biofilme de Candida

albicans in vitro.
Objetivos especificos

- Avaliar se a cepa probiética Enterococcus faecium CRL 183 é capaz de se
estabelecer e sobreviver em biofilmes polimicrobianos com Candida albicans ATCC
90028.

- Avaliar se essa cepa probiotica € capaz de desestabilizar a formacéo e/ou
maturacao de biofilmes de Candida albicans in vitro.

-Incorporar o microrganismo probiotico em filmes orodispersiveis e avaliar a
viabilidade da cepa, bem como a estabilidade fisico-quimica do produto durante o

periodo de armazenamento.

- Avaliar se o filme orodispersivel probidtico € capaz de desestabilizar a

formacé&o e/ou maturacéo de biofilmes de Candida albicans in vitro.
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CONSIDERACOES FINAIS

O microrganismo probiotico E. faecium CRL 183 € capaz de se estabelecer
em um biofilme polimicrobiano com C. albicans ATCC 90028, sem ter sua viabilidade
celular comprometida. O probiotico foi capaz de inibir significativamente a formacao
e a maturacdo do biofilme fangico in vitro, em todas as propor¢cdes de
patdgeno/probidtico testadas. A reducdo da carga de C. albicans foi superior as
obtidas por abordagens semelhantes descritas na literatura utilizando outras cepas
probidticas (99 a 99,9%, dependendo da condicdo experimental). Apesar da
acidificacdo do meio, pela producédo de &cido latico, ser um dos mecanismos que
explicam o antagonismo entre E. faecium e C. albicans, o pH do meio na presenca
de E. faecium CRL 183 manteve-se dentro da faixa de pH da saliva humana
saudavel.

A matriz polimérica composta por carboximetilcelulose, gelatina e fécula de
batata produz um filme orodispersivel de facil obtencdo e de baixo custo, capaz de
envolver o microrganismo probiotico em sua estrutura sem lhe causar danos.
Os filmes obtidos apresentaram boas propriedades mecanicas e de barreira, o que
pode proteger o microrganismo probidtico das acées do ambiente explicando a alta
viabilidade durante 90 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
A flexibilidade, alta capacidade de absorcéo de liquidos e o tempo de desintegracao
obtidos indicam que o ODF pode ser eficiente na liberacdo local de E. faecium,
sendo mais resistente ao fluxo salivar do que enxaguantes ou ge€is orais, por
exemplo. Por fim, filmes contendo E. faecium CRL 183 foram capazes de
desestabilizar a formacao (68 %) e a maturacdo (91%) de biofilmes de C. albicans,
indicando que o consumo regular do ODF probidtico pode prevenir a colonizacdo
local por esse fungo. Entretanto, estudos mais aprofundados que comprovem 0s
mecanismos pelos quais E. faecium CRL 183 antagoniza C. albicans ATCC 90028,
bem como, a acao dos filmes probiéticos em modelos de candidiase in vivo devem

ser considerados.
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