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Resumo

Os probioticos sdo definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Neste sentido, o uso

de probidticos tem sido recomendado pelos clinicos.

Entre os diferentes locais do organismo que tém sido descritos como benéficos para a
aplicacdo de probioticos esta a cavidade oral. Estdo publicados diversos estudos clinicos
que demonstram a diminuicdo da prevaléncia de inflamagdes gengivais (periodontites),
halitose e candidiases orais em adultos que frequentemente mastigaram gomas contendo
probidticos. Por outro lado, a diminuicdo das caries dentarias em criangas que consomem

regularmente gomas a base de probidticos também tem sido referida.

A caracterizacdo das espécies probioticas é fundamental para a obtencdo de produtos
contendo estes microrganismos. Nesse sentido, a andlise de alguns parametros é de
extrema importancia, tais como a seguranca, eficacia e a viabilidade das estirpes
probidticas. Entre os microrganismos mais utilizados em probi6ticos destacam-se as

bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium.

Os probio6ticos utilizados na terapéutica sdo incorporados em alimentos e formas de
dosagem adequadas. Produtos lacteos e formas farmacéuticas orais sdo exemplos de
veiculos utilizados para a dispensa de probioticos, tendo as ultimas demonstrado uma

maior eficécia.

Este trabalho tem como objetivo efetuar uma revisao bibliogréafica relativa ao estado da
arte das diferentes formas farmacéuticas orais a base de probiéticos, dando exemplos de

produtos comercializados.

Palavras-chave: probidticos; cavidade oral; Bifidobacterium; Lactobacillus; probioticos
recombinantes; periodontite; carie dentaria; halitose; candidiase oral; produtos lacteos;

formas farmacéuticas orais
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Abstract

Probiotics are defined as “live microorganisms that when administrated in adequate
amounts confer health benefits to the host”. In this sense, the use of probiotics has been

recommended by physicians.

Among the different parts of the body that have been described as beneficial for the
application of probiotics is the oral cavity. There are published several clinical studies
demonstrating a decrease in the prevalence of gingival inflammation (periodontitis),
halitosis and oral candidiasis in adults who often chewed gum containing probiotics. On
the other hand, the reduction of dental caries in children who regularly consume chewing

gum based on probiotics have also been reported.

The characterization of probiotic species is essential to obtain products containing these
microorganisms. For this, the analysis of some parameters is very important, such as,
safety, effectiveness and viability of probiotic strains. The most widely used probiotic
microorganisms include the bacteria Lactobacillus and Bifidobacterium.

Probiotics used in therapy are incorporated into suitable dosage forms. Dairy food
products and oral dosage forms are examples of vehicles for dispensing probiotics. The

latter have shown greater efficacy.

This work purpose to make a literature review of the different oral dosage forms based

on probiotics, giving examples of products in the market.

Keywords: probiotics; oral cavity; Bifidobacterium; Lactobacillus; recombinant
probiotics; periodontitis; dental cavity; halitosis; oral candidiasis; dairy products; oral

dosage forms
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I. Introducéo

As doencas infeciosas representam uma das dez principais causas de morte em Portugal
(Bordalo et al., 2015). Para este fator contribuem o incremento da resisténcia aos
antibidticos por parte dos microrganismos, juntamente com o aumento de estirpes
multirresistentes, que continuam a ser um problema global de saude publica. Deste modo,
tém sido usadas diferentes estratégias para solucionar este problema (Salas e Palacios,
2010).

O conceito de terapia bacteriana, que envolve o uso de microrganismos benéficos para a
salde na cura de doencas ou de forma a favorecer o sistema imunoldgico, foi introduzido,
pela primeira vez, no inicio do século XX (Amaral et al., 2014). Neste sentido, surge o
conceito de probidticos, que de acordo com a Food and Agriculture Organization of
United Nations/ World Health Organization (FAO/WHO) podem ser definidos como
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem

beneficios a satde do hospedeiro (Morelli e Capurso, 2012).

Considerados como agentes terapéuticos alternativos, os probioticos tém sido
amplamente estudados pelos seus efeitos de promoc¢éo da saide (Meurman e Stamatova,
2007). Estes microrganismos podem atuar de diversas formas, tais como (Vieira et al.,
2013): através do fornecimento de nutrientes e de cofatores, de forma a competirem
diretamente com 0s agentes patogénicos; através da interacdo com os fatores de viruléncia

dos organismos nocivos; pela estimulacdo da resposta imunitaria do hospedeiro.

Tradicionalmente o campo principal de investigacdo dos probidticos esta associado ao
trato gastrintestinal, com o objetivo de prevenir e/ou tratar doencas. No entanto, durante
a Ultima década, varios investigadores sugerem a utilizacdo benéfica dos probidticos na

cavidade oral (Meurman e Stamatova, 2007).

Varios estudos tém sido realizados no sentido de desenvolver produtos contendo
probidticos de estirpes especificas, tendo sido preparados em diferentes formas
farmacéuticas, tais como, pds, céapsulas, comprimidos e gomas para mascar

medicamentosas (Amaral et al., 2014).
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Através da preparacdo de formas farmacéuticas orais contendo probioticos foram
publicados diversos estudos clinicos, que demonstram a diminuicdo da prevaléncia de
afecdes orais mais frequentes, como a cérie dentaria e a periodontite. Além disso, novas
investigacGes tém surgido indicando que os probidticos podem também beneficiar
condicOes orais, tais como, halitose e infecdes fungicas por Candida albicans (Salas e
Palacios, 2010).

As estirpes bacterianas contendo propriedades probioticas pertencem, principalmente, aos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (Meurman e Stamatova, 2007). As bactérias
pertencentes a estes géneros sdo, geralmente, consideradas como seguras (generally
recognized as safe, GRAS), visto que podem residir no organismo sem causar qualquer
maleficio e, por outro lado, sdo consideradas como parte da microbiota humana normal

(Stamatova e Meurman, 2009).

O presente trabalho tem como objetivo, numa primeira fase, fazer uma breve abordagem
as infecBes orais mais prevalentes, salientando o uso de probidticos como sistemas
eficazes para o tratamento de patologias da cavidade oral. Numa segunda fase, é efetuada
uma revisdo bibliogréafica relativa ao estado da arte das diferentes formas de
administragdo de probioticos, em particular das formas farmacéuticas orais, dando

exemplos de produtos comercializados.

Para elaborar este trabalho, recorreu-se a pesquisa e analise de artigos cientificos
publicados no Google académico, entre outros motores de busca, como Pubmed, b-on e
ScienceDirect. Além disso, foram realizadas pesquisas e analises de livros impressos e
no Google livros. Algumas das palavras-chave usadas na pesquisa foram: probioticos;
cavidade oral; cérie dentéria; periodontite; mau halito; candidiase oral; produtos lateos e
formas farmacéuticas orais. A pesquisa realizou-se no espaco temporal compreendido
entre os anos 2003 e 2016.
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I1. Doencas infeciosas orais

A cavidade oral € um ecossistema complexo no qual se desenvolve uma microbiota
diversa (Haukioja, 2010). A presenca de nutrientes, residuos alimentares e secrecdes faz
com que a boca seja um habitat favoravel para uma grande variedade de microrganismos,
principalmente por bactérias dos géneros Streptococcus, Neisseria, Actinomyces,
Veillonella e Lactobacillus e, em parte, por algumas leveduras. Para além disso, podem
predominar na microbiota oral, bactérias anaerébias dos géneros Porphyromonas,
Prevotella e Fusobacterium, dadas as condi¢Ges anaerdbias existentes a nivel gengival
(Sukkarwalla et al., 2013).

As infecbes da cavidade oral sdo uma das mais prevalentes formas de infecdo nos
humanos, das quais a carie dentaria e a periodontite ttm um impacto social bastante

significativo (Koduganti et al., 2011).

Apesar das diferengas na composicdo e na atividade metabolica entre as comunidades
microbianas e o hospedeiro, diversos fatores contribuem para que se verifique um estado
de homeostasia entre ambos (Salas e Palacios, 2010). Desta forma, na microflora da
cavidade oral podem residir espécies com propriedades nutricionais (por exemplo,
estirpes sacaroliticas ou proteoliticas), atmosféricas (tais como a presenca de
microrganismos aerdbios, anaerdbios, microaerofilicos ou capnofilicos), e fisico-
quimicas (pH, temperatura, cofatores) distintas, sendo capazes de estabelecer um estado

de equilibrio no organismo do hospedeiro (Bonifait et al., 2009).

No entanto, se 0 ambiente local for perturbado, por consequéncia da alteracéo de alguma
das propriedades favoraveis ao desenvolvimento dos microrganismos, 0s agentes
patogénicos potenciais podem ganhar uma vantagem competitiva, levando ao surgimento
de infecOes orais (Stamatova e Meurman, 2009). Neste sentido, o uso de probiéticos
demonstrou ser eficaz para a prevencao e/ou tratamento de afecdes desta etiologia, de
forma a prevenir o crescimento da microbiota nociva ou através da modulagéo da resposta

imunitaria da mucosa da cavidade oral (Vieira et al., 2013).
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A Figura 1 demonstra os possiveis mecanismos de acdo dos microrganismos com

propriedades probidticas na cavidade oral.

Capacidade de auto-
agregacdo

Interagiio com
o epitélio oral

Antagonismo dos
agentes patogénicos

Agregagdo com as
bactérias orais

Fortalecimento da fungdo
da barreira epitelial

Modulagdo da resposta
imunoldgica

e

Modulagdo da composigio
do biofilme oral
Redugdo da Redugdo da patologia
cariogénese potenciada periodontal causada pelo
pelo biofilme biofilme
Manutencdo da Manutengdo da
cérie patologia periodontal

Maior resisténcia as
infecgdes orais

Figura 1. Possiveis mecanismos de acdo dos probioticos na cavidade oral (adaptada de Stamatova e

Meurman, 2009).
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A Tabela 1 apresenta exemplos de microrganismos com propriedades probidticas e 0s

seus principais efeitos na satude oral.

Tabela 1. Exemplos de probidticos e os seus efeitos na salde oral (adaptada de Deogade, 2015).

Espécies de Probioticos

L. reuteri ATCC 55730
L. reuteri ATCC PTA
5289

L. reuteri ATCC 55730

L. rhamnosus GG,
ATCC 53103

L. rhamnosus GG,
ATCC 53103

Bifidobacterium DN —
173 010

S. salivarius K12

L. rhamnosus GG
(ATCC53103)
L. rhamnosus

LC705

Efeito

Reducdo dos niveis salivares de S.

mutans

Reducéo dos niveis salivares de S.

mutans
Reducdo do risco de colonizacao

elevada por S. mutans

Reducdo dos niveis salivares de S.

mutans
Supressdo do surgimento de
pigmentos escuros de bactérias
presentes em amostras de saliva
associadas a halitose
Reducéo da placa bacteriana e da

periodontite

Melhoria dos sinais e sintomas da

inflamacéo periodontal

Meios de veiculagdo

Pastilhas elasticas

Comprimidos

Queijo

Leite

logurtes

Elixires

Queijo
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2.1. Carie dentaria

A cérie dentaria € uma das infeces mais frequentes no ser humano (Petersen e Ogawa,
2012). Trata-se de um processo patoldgico complexo, podendo ser transmissivel e de

origem infeciosa, que se caracteriza por um desequilibrio bioquimico (Saha et al., 2012).

Apesar de ter origem multifatorial, existem varias bactérias cariogénicas, como por
exemplo, Streptococcus mutans e varias espécies do género Lactobacillus (Jindal et al.,
2012). O efeito prejudicial manifesta-se através da producdo de acido por parte destas
bactérias que desmineralizam o dente. Estas bactérias sdo parte integrante de um biofilme
designado por placa bacteriana (Anderson e Shi, 2006). A formacao do biofilme inicia-se
pela aderéncia e proliferacdo de bactérias, nomeadamente cariogénicas produtoras de
acidos, os quais interagindo com o esmalte e a dentina, podem provocar a sua
desmineralizacdo. Diferentes tipos de bactérias encontram-se em interacdo no biofilme
(Figura 2), formando-se um ecossistema, predisponente ao desenvolvimento da carie
(Nishihara et al., 2014).

Ades3o Recetor
= T
- . Colonizadorss
actinomycetemcomita G

Primirios

Pelicula adquirida
Superficie do Dente

Figura 2. Esquematizacdo de um biofilme oral (adaptada de Darby e Walsh, 2014).
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O desenvolvimento deste meio ambiente é caracterizado pelo aumento de bactérias
cariogénicas residentes, que sdo capazes de alterar a homeostasia da comunidade
bacteriana, mediante a alteracdo de condi¢gdes ambientais. O consumo excessivo de
alimentos acucarados e algumas variagdes nos parametros fisiologicos, tais como, a
diminuicdo do pH da cavidade oral e a presenca de alteracdes no fluxo e na qualidade da
saliva séo exemplos de alguns dos fatores que levam a alteracdo do ambiente da cavidade
oral (Jindal et al., 2012). Por outro lado, a sintese de polissacarideos extracelulares
nomeadamente, de glucanos produzidos por bactérias cariogénicas, permite a sua
aderéncia a superficie do dente. Deste modo, a atividade das glucosiltransferases, enzimas
que sintetizam os glucanos, constitui um fator de viruléncia para o desenvolvimento de
caries (Marsh, 2006).

Considerando o grupo mutans, representado pelo S. sobrinus e S. mutans, como o
principal agente causador de cérie dentéria, a presenca de contagens salivares elevadas
destes agentes cariogénicos esta associada ao aumento do risco de carie, assim como, ao
incremento na progressdo da infecao (Koduganti et al., 2011). Deste modo, varios estudos
tém sido realizados, tendo em conta a administragdo de probidticos como forma de reduzir

os niveis de S. mutans na cavidade oral.

2.1.1. Streptococcus mutans

O S. mutans foi descoberto por Clarke em 1924, mas poucas investigac@es relativamente
as suas propriedades foram realizadas durante esse periodo. Em 1960 surgiu um interesse
por parte de Fitzgerald e Keyes no estudo deste microrganismo, tendo sido observada
uma correlagdo positiva entre os niveis elevados de S. mutans e o desenvolvimento de
carie dentaria (Berkowitz, 2006). Sdo estreptococos do tipo Gram positivo, anaerébios
facultativos, microaerofilicos, acidogénicos e aciduricos, capazes de formar

polissacarideos extracelulares (Kamiya et al., 2011).

Este microrganismo é considerado como o principal agente cariogénico devido as

seguintes propriedades particulares (Cheon et al., 2013):
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1. Capacidade de colonizacdo da superficie dentéria através da adesdo a superficies
ndo descamativas, como por exemplo, os dentes;

2. Producdo de polissacarideos extracelulares bacterianos, como os glucanos, a partir
da sacarose, o que permite a formacéo de um biofilme espesso;

3. Capacidade acidogenica onde a producdo de acido latico pode provocar a
desmineralizacdo da superficie dos dentes, levando a um maior risco no
desenvolvimento da cérie dentaria;

4. Capacidade acidurica que permite a sobrevivéncia deste microrganismo em pH
acido, podendo desenvolver as suas atividades metabdlicas, sem que ocorram
alteracdes nas suas propriedades;

5. Capacidade de acumulacéo de polissacarideos intracelulares de glicose a partir de
hidratos de carbono provenientes da dieta do hospedeiro. Estes polimeros sao
metabolizados quando ha uma escassa producao de agucares exdgenos, resultando
na formacéo de acido latico;

6. Capacidade elevada de fermentacdo de hidratos de carbono, incluindo manitol e

sorbitol.

2.1.2. Lactobacillus spp.

As estirpes de Lactobacillus mais comuns da cavidade oral sdo: Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. delbrueckii, L. plantarum, L. jensenii, L. brevis,
L. salivarius e L. gasseri. Os lactobacilos sdo divididos em dois grupos principais:
homofermentativo, que no processo de fermentacdo da glucose produzem principalmente
acido lactico, por exemplo Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus;
heterofermentativo, que em adig&o ao acido latico produzem acetato, etanol e didxido de

carbono, por exemplo Lactobacillus fermentum (Karpinski e Szkaradkiewicz, 2013).

Os lactobacilos sdo normalmente isolados de lesdes de carie profundas. Estudos tém
demonstrado uma correlagdo positiva entre a colonizagdo por Lactobacillus e a
quantidade de hidratos de carbono presentes na cavidade oral. Sdo considerados
microrganismos pioneiros na progressao de caries, especialmente a nivel da dentina.
Recentemente, é conhecido que os lactobacilos também demonstram acdo antagonista

contra  agentes  patogénicos  periodontais, tais como, Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia e Porphyromonas gingivalis, inibindo o
seu crescimento. Esta acdo consiste na producdo de acidos, principalmente do acido
lactico, na reducdo do pH do meio ambiente, na libertacdo de peroxido de hidrogénio e
na presenca de bacteriocinas. Assim, Lactobacillus spp. apesar de apresentarem uma
atividade cariogénica, também desempenham um papel fundamental na manutencéo do

equilibrio da microbiota oral (Karpinski e Szkaradkiewicz, 2013).

Os probidticos podem aderir a mucosa oral, estabelecendo um efeito cariostatico, através
da integracdo no biofilme, do qual fazem parte as bactérias cariogénicas (Anderson e Shi,
2006).

Diversos estudos clinicos foram realizados ap0s as experiéncias in vitro terem
demonstrado que determinadas estirpes probioticas tém a capacidade de suprimir o
crescimento de S. mutans, mas também de outros estreptococos orais com potencial

cariogénico (Stamatova e Meurman, 2009).

O primeiro estudo randomizado, duplo cego e controlado por placebo ocorreu na
Finlandia. Teve como principal objetivo avaliar se o consumo de leite contendo a estirpe
probidtica Lactobacillus rhamnosus GG seria benéfico para reduzir a contagem salivar
do principal agente cariogénico, S. mutans. Para este efeito, quinhentas e noventa e quatro
criancas de um aos seis anos de idade foram testadas, tendo consumido leite contendo L.
rhamnosus GG durante um periodo de sete meses. Apds a analise dos resultados do
estudo, foi concluido que o consumo de leite contendo a bactéria probiotica L. rhamnosus
GG foi benéfico na reducéo da contagem salivar de S.mutans, tendo sido observado, por
consequéncia, uma reducdo significativa do risco ao desenvolvimento de cérie dentéria.
Este efeito benéfico pode dever-se a incapacidade de L. rhamnosus GG em fermentar
hidratos de carbono presentes no leite, como a sacarose e a lactose, que servem de

substrato para S. mutans (Saraf et al., 2010).

Num outro estudo foi avaliada a capacidade profilatica de diferentes espécies probidticas,
através da ingestdo diaria de queijo contendo L. rhamnosus GG e L. rhamnosus LC705.

Apesar da curta duracdo e do nimero relativamente pequeno de participantes no estudo,
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verificou-se uma reducdo significativa na contagem salivar de S. mutans, apds 0 consumo

de queijo probiotico (Haukioja, 2010).

A estirpe probiotica Bifidobacterium DN-173 010, ingerida uma vez por dia, veiculada
em iogurtes, demonstrou uma reducdo significativa de S. mutans salivar. A administragéo
simultanea das estirpes probioticas, LGG e Bifidobacterium DN-173 010, demonstrou um

efeito sinérgico na contagem salivar de S. mutans (Jindal et al., 2012).

Bifidobacterium Bb.12 quando veiculada em gelados, ingeridos num periodo maximo de
dez dias, também revelou ser eficaz na diminuigdo do desenvolvimento de cérie dentaria,

pela redugdo dos niveis de S. mutans na cavidade oral (Marsh, 2006).

A reducdo de S. mutans nestes estudos pode ser explicada pela capacidade das estirpes
probidticas inibirem a aderéncia bacteriana e/ou pelo seu efeito bactericida com atividade

seletiva contra Streptococcus mutans que estdo presentes nos produtos lacteos.

Em suma, as estirpes bacterianas probidticas com caracteristicas divergentes, quando
inseridas em veiculos adequados as suas propriedades, demonstraram ser benéficas na
prevencdo do risco de desenvolvimento de carie, principalmente através da reducdo do

principal agente cariogénico, S. mutans.
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2.2. Periodontite

A infecdo periodontal ou periodontite representa uma das afe¢Ges orais mais comuns,
sendo o resultado final da resposta do hospedeiro a agdo complexa de um grupo de
bactérias periodontais, predominantemente, bactérias anaerdbias, Gram negativas, como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, entre outras (Deepa e Mehta, 2009). A periodontite é uma patologia que
envolve os tecidos de suporte dos dentes, que resulta numa migracéo apical progressiva

do ligamento periodontal e osso de suporte (Lindhe et al, 2003).

Esta condicdo, quando severa, pode levar ao desenvolvimento de vérias patologias

sistémicas, como por exemplo, a diabetes mellitus (Salas e Palacios, 2010).

O fator etioldgico primario para a maioria das doencas infeciosas orais esta relacionado
com a formagéo de um biofilme nos tecidos duros e moles na cavidade oral (Marsh, 2006).
Uma incorreta salde oral conduz a altera¢cbes na comunidade microbiana, levando a
acumulacdo de bactérias no biofilme, podendo desencadear inflamagdes periodontais
(Yanine et al., 2013). Deste modo, a prevencdo e/ou tratamento da periodontite tem por
objetivo a reducdo dos agentes patogénicos responsaveis pelo desenvolvimento desta
afecéo, assim como o fortalecimento da barreira epitelial, contribuindo para uma menor

suscetibilidade a infecdo (Petersen e Ogawa, 2012).

As bactérias probioticas que geralmente sdo consideradas como seguras (generally
recognized as safe, GRAS) podem ser Uteis contra o desenvolvimento da periodontite,
favorecendo a saude oral (Stamatova e Meurman, 2009).

Uma das principais formas de atuacao dos probidticos orais consiste na competigdo contra
0s agentes patogénicos, de forma a impedir o seu crescimento, bem como na produgdo de
substancias antimicrobianas, como por exemplo, bacteriocinas (Koduganti et al., 2011).
Correspondem a um grupo de péptidos antimicrobianos produzidos por bactérias e
archaea. Tradicionalmente, a producdo de bacteriocinas foi considerada uma
caracteristica importante na selecdo de estirpes probioticas, mas recentemente, estudos

tém demonstrado o impacto da producdo destes péptidos sobre a capacidade de uma
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estirpe probidtica competir contra as comunidades microbianas complexas e/ou
influenciar beneficamente a saide do hospedeiro. As bacteriocinas podem facilitar a
introducdo de probioticos na microbiota (Figura 3 - (A)), inibir diretamente a invasao de
agentes patogénicos (Figura 3 - (B)) ou modular a composi¢do da microbiota e influenciar
o sistema imunitario do hospedeiro (Figura 3 - (C)).

Péptido de Colonizagio (A) Péptido de "morte” (B) Péptido de Sinalizagio (C)
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Figura 3. Possiveis mecanismos através dos quais a producdo de bacteriocinas pode contribuir para a
funcionalidade dos probidticos: (A) - As bacteriocinas podem atuar como péptidos de colonizacéo,
facilitando a competicdo de probi6ticos com a microbiota residente; (B) - Podem atuar como péptidos “de
morte” aderindo aos agentes patogénicos, eliminando-os diretamente; (C) - Também podem servir como
péptidos de sinalizacdo de bactérias e componentes do sistema imunitario (adaptado de Dobson et al.,
2012).

Yao e Fine (Yao e Fine, 2014) realizaram um estudo em que foram analisados
comprimidos contendo Bifidobacterium spp., que demonstraram apresentar propriedades
probidticas para o tratamento da infecdo periodontal. O estudo envolveu pacientes, 0s
quais foram divididos em dois grupos distintos, um de teste e um de controlo. No grupo
de teste foram administrados aos pacientes, via oral, comprimidos contendo
Bifidobacterium spp. Ao grupo controlo foi administrado, também por via oral, Tantum

Verde™, uma solugdo de lavagem oral que contém benzidamina, uma substancia com
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propriedades analgésicas e anti-inflamatorias. Foi possivel demonstrar que a periodontite
foi tratada com os comprimidos contendo probidticos. Para além disso, verificou-se um
maior efeito na regularizacdo da microflora oral, através do uso de probidticos,

relativamente ao grupo controlo (Salas e Palacios, 2010).

Um ensaio clinico randomizado, duplo-cego e controlado por placebo, permitiu avaliar o
efeito de gomas de mascar contendo Lactobacillus reuteri como tratamento adjuvante da
técnica de Raspagem e Alisamento Radicular (RAR) na periodontite cronica. Por
raspagem entende-se a remocao de célculos (tartaro) depositados a superficie dentaria, e
por alisamento radicular a completa remocédo de célculos mais fortemente aderidos em
continuidade com o cimento radicular, bem como as camadas mais superficiais de
cimento alterado de modo a deixar a superficie radicular lisa e limpa. O estudo envolveu
trinta pacientes com idade a partir dos trinta e cinco anos, que apresentavam periodontite
em estado severo. Os pacientes foram distribuidos aleatoriamente pelo grupo de teste
(RAR + probidticos) e pelo grupo controlo (RAR + placebo). As gomas de mascar
probidticas foram ingeridas duas vezes por dia, durante um periodo de doze semanas. O
ensaio clinico foi monitorizado no inicio do estudo e trés, seis, nove e doze semanas apos
o0 tratamento. Apo0s a andlise dos resultados foi possivel observar, em ambos os grupos,
uma reducdo significativa de todos os parametros clinicos associados a periodontite
crénica. Assim, conclui-se que a administracdo oral de gomas de mascar contendo L.
reuteri demonstrou ser uma terapia complementar a técnica de RAR em pacientes com
infecdo periodontal cronica. Os agentes periodonto-patogénicos podem ser reduzidos
numa fase inicial pela técnica de RAR. Porém, estes microrganismos podem facilmente
recolonizar a superficie dentaria, causando periodontite severa. A utilizacdo de bactérias
benéficas (probidticos) como adjuvantes a RAR, de forma a reduzir a colonizagdo por
parte de bactérias patogénicas, que sejam capazes de possuir atividade antimicrobiana e
anti-inflamatoria, torna-os microrganismos promissores na prevencdo e tratamento de

patologias periodontais (Teughels et al., 2013).

Devido a capacidade para diminuir Porphyromonas gingivalis, uma bactéria anaerobia
Gram negativa presente na cavidade oral e capaz de originar coldnias escuras em agar-
sangue, estando associada a diferentes tipos de periodontite, a administracdo oral de

comprimidos contendo Lactobacillus salivarius Tl 2711 demonstrou ser eficaz na
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redugdo do numero de bacilos pigmentados na saliva e na placa subgengival por P.
gingivalis. Para além disso, também apresentaram um efeito benéfico na reducédo da

inflamacéo periodontal (Stamatova e Meurman, 2009).

Um ensaio clinico duplamente cego foi realizado em pacientes fumadores e néo
fumadores, que ndo apresentavam periodontite em estado severo, tendo-lhes sido
administrados comprimidos contendo Lactobacillus salivarius WB 21 e/ou xilitol. Os
pacientes foram divididos em dois grupos em que, de forma aleatéria o grupo um
pertencia aos pacientes que ingeriram, via oral, comprimidos contendo a estirpe
probidtica L. salivarius WB 21 e xilitol e o grupo dois representava o grupo placebo, aos
quais apenas foi administrado xilitol. Apds a andlise dos resultados, concluiu-se que a
administracdo oral de L. salivarius WB21 diminuiu significativamente o indice de placa
bacteriana, verificando-se, de igual modo, uma reducdo da profundidade da bolsa
periodontal, principalmente nos pacientes fumadores. Foi também possivel observar uma
diferenca significativa nos niveis salivares de lactoferrina, a qual esta correlacionada com

o0s parametros clinicos de periodontite (Saha et al., 2012).

A lactoferrina € uma proteina presente nas secrecdes salivares, sendo também
componente dos granulos especificos dos neutréfilos que se libertam quando estas células
sdo ativadas por agentes periodonto-patogénicos, no caso de processos inflamatérios,
como a periodontite. Os granuldcitos neutrofilos na periodontite tém um papel importante
na manutencdo da homeostasia entre o hospedeiro e 0s agentes patogénicos. Os
neutrdfilos e outras células podem migrar para o tecido gengival inflamado depois da
invasdo por parte de microrganismos e predominar no tecido conectivo adjacente da bolsa
periodontal. Os fatores quimiotaticos sdo sintetizados e libertados na area da inflamacé&o,
0s quais podem derivar tanto dos agentes patogenicos periodontais como do hospedeiro.
A interacdo da lactoferrina com 0s organismos periodonto-patogenicos pode ser um
elemento importante para a defesa do hospedeiro contra a periodontite e por esta razéo
tem sido estudada a sua capacidade citotdxica sobre alguns microrganismos, em que
demonstrou atividade sobre, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermediae e Prevotella nigrescens, em concentraces fisioldgicas

no ambiente secretor da cavidade oral (Rivera et al., 2011).
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Apesar do campo de investigacdo dos probioticos para melhorar a condicéo periodontal
ser recente, varios estudos tém demonstrado o uso benéfico dos probidticos na reducéo

desta prevalente infecdo (Matsubara et al., 2016b).

2.3. Halitose

Halitose ou mau halito € uma condi¢do que afeta grande parte da populagdo. Caracteriza-
se por um desconforto provocado pela exalacao de odores desagradaveis provenientes da

cavidade oral, atraves da respiracdo (Yanine et al., 2013).

A maior parte dos casos de halitose, cerca de noventa por cento, tem origem oral
(Haukioja, 2010). As diversas bactérias presentes na cavidade oral, responsaveis pela
degradacéo das proteinas alimentares, podem produzir Compostos Volateis Sulfurados
(CVS) com odor desagradavel, contribuindo para a ocorréncia do mau halito. Estes
compostos sdo produzidos principalmente por bactérias Gram negativas anaerdbias, que
residem predominantemente no dorso da lingua (Scully e Greenman, 2012). Estas
bactérias incluem Prevotella (Bacteroides) melaninogenica, Treponema denticola,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia,
Bacteroides loescheii, Enterobacteriaceae, Tannerella forsythensis (Bacteroides
forsythus), Centipeda periodontii, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum
vincentii, Fusobacterium nucleatum nucleatum, Fusobacterium nucleatum polymorphum

e Fusobacterium periodonticum (Porter e Scully, 2006).

A substituicdo das bactérias causadoras de halitose por estirpes bacterianas probidticas
provenientes da microbiota oral de individuos saudaveis apresenta um efeito benéfico na
prevencéo e/ou tratamento da halitose (Scully e Greenman, 2012). Varios probidticos tém
sido investigados, sendo que alguns ja sdo comercializados, com vista a melhorar esta

condigdo (Meurman e Stamatova, 2007).

Kang et al. realizaram um estudo em que foi isolado, de individuos saudaveis,
Streptococcus salivarius, o qual é considerado como uma das principais estirpes
bacterianas colonizadoras da microbiota da lingua, tendo sido verificado a presenca desta
estirpe em apenas um individuo contendo halitose. Uma possivel resposta para a escassa
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presenca de S. salivarius pode estar associada a sua capacidade limitada de producdo de

compostos volateis sulfurados (Kang et al., 2011).

Outras espécies com propriedades probidticas tém sido documentadas em diversos
estudos clinicos com o objetivo de melhorar a halitose. Um exemplo é a estirpe bacteriana
S. salivarius K12 que, ao ser administrada via oral juntamente com um antisséptico,
apresentou eficacia na reducdo dos niveis de compostos volateis sulfurados (Burton et al.,
2006).

A Weissela cibaria corresponde a uma estirpe bacteriana que é igualmente capaz de
minimizar a producdo de compostos volateis sulfurados (Kang et al., 2011). Burton et al.
realizaram um estudo onde isolaram esta estirpe de criangas saudaveis, entre os quatro e
os sete anos de idade. Os resultados demonstraram que a W. cibaria tinha a capacidade
de inibir a producdo de CVS responsaveis pelo desenvolvimento de halitose (Burton et
al., 2006). Uma razdo para este acontecimento pode dever-se a capacidade de adesdo
desta espécie probidtica com as espécies responsaveis pela producdo de compostos
volateis sulfurados, como por exemplo o Fusobacterium nucleatum, de modo a facilitar

a sua eliminagéo (Kang et al., 2011).

De acordo com os resultados dos estudos acima referidos, pode-se concluir que o
principal modo de atuacdo das espécies probidticas na cavidade oral para a prevenc¢do do
mau halito consiste, principalmente, na reducédo da fonte de producédo de compostos com
odor desagradavel, ou seja, das bactérias responsaveis pela producdo de compostos
volateis sulfurados (Scully e Greenman, 2012).
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2.4. Candidiase oral

Candida albicans ¢ um fungo residente no corpo humano sendo considerado como um
dos principais agentes infeciosos da cavidade oral (Stamatova e Meurman, 2009). Em
condigdes normais, C. albicans ndo afeta a salde, no entanto, em situacfes favoraveis
para a sua proliferacdo pode mudar a sua forma de levedura para filamentos e conseguir
invadir os tecidos, causando infe¢Ges nas mucosas, sendo a causa mais comum de infecao
fangica oral, habitualmente designada por candidiase oral. Outros fatores, tais como
idade, genética, alteracdes hormonais, e causas iatrogénicas, podem conduzir,
indiretamente, a manifestacGes clinicas desta afe¢do (Elahi et al., 2005).

A administracdo oral de probioticos pode reduzir o potencial patogénico provocado por
C. albicans. Hatakka et al. realizaram um estudo em ratinhos, onde foi analisado o padréo
de colonizacdo de duas estirpes probidticas, a Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
fermentum. Os resultados demonstraram um rapido declinio na contagem de C. albicans
da cavidade oral dos ratinhos, tendo-se concluido que a ingestdo oral destas estirpes
probéticas pode ter influéncia na prevencdo da ocorréncia de infecGes fungicas orais
provocadas por C. albicans. Uma razdo para este acontecimento pode dever-se ao
mecanismo de competicdo das estirpes probidticas contra o fungo C. albicans, impedindo

assim a sua proliferacdo, bem como, o seu modo de atuacdo (Hatakka et al., 2007).

A incidéncia de infecBes fungicas orais é superior na idade avancada e sob condicdes
imunitarias comprometidas (Johnson et al., 2012). O consumo de queijo contendo as
estirpes probiodticas L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705 e Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii JS por idosos, durante um periodo de dezasseis semanas,
demonstrou uma reducdo significativa (setenta e cinco por cento) dos niveis de contagem
de C. albicans. Uma possivel explicacdo para este acontecimento deve-se a um dos
mecanismos de acdo dos probioticos estar relacionado com a estimulacéo de células do
sistema imunitério, que favorecam a libertagdo de componentes antimicrobianos, sendo
uteis na prevencdo de infecdes (Vieiraet al., 2013). Os resultados deste estudo permitiram
concluir que a ingestdo diaria de “queijo probidtico” pode impulsionar o sistema
imunitario de individuos mais vulneraveis a infecdes (por exemplo, os idosos), de forma

a melhorar a resposta imunitaria a desafios externos (Vieira et al., 2013).
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A capacidade das diferentes bactérias do género Lactobacillus para estimular fatores
celulares e humorais, de forma a proteger a mucosa oral da patogenicidade de agentes
infeciosos como a C. albicans esta associada, principalmente, aos niveis de 6xido nitrico
presentes na saliva (Marranzino et al., 2012). O principal mecanismo de defesa contra
fungos é desenvolvido pelos fagdcitos, que promovem a sua destruicdo, através da
producéo de o6xido nitrico que é sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintetase e de outros
componentes secretados por estas células (Santamaria et al., 2011). Paralelamente, o
interferdo-gama estimula os macréfagos a produzir 6xido nitrico. Devido a sua
toxicidade, o oxido nitrico é libertado dos macrdéfagos destruindo os microrganismos
patogénicos (Marranzino et al.,, 2012). Deste modo, os Lactobacillus podem atuar
aderindo ao epitélio da mucosa oral, competindo com os mesmos locais de a¢do do 6xido

nitrico, nomeadamente através da adesdo aos macréfagos (Marranzino et al., 2012).

Investigadores da Universidade de Queensland, na Australia, analisaram a a¢do direta dos
probidticos na formacdo do biofilme de Candida albicans (Figura 4). Para o efeito, foram
cultivadas bactérias do género Lactobacillus. O objetivo deste estudo foi verificar se a
acdo das bactérias contra o crescimento de Candida estava relacionada com essas
substancias ou se era devida a interacdo direta entre a bactéria e o fungo (Matsubara et
al., 2016a).

Figura 4. Imagem de microscopia eletronica de um biofilme de “Candida” (adaptado de Matsubara et al.,
2016a).
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A formacdo do biofilme de Candida dispGe de varias fases. Na primeira fase ocorre a
adesdo das células; posteriormente verifica-se a sua multiplicacdo e, na ultima fase, ocorre
a maturacdo do biofilme. Os resultados deste estudo demostraram que as substancias
produzidas pelos probidticos no meio de cultura tiveram acdo no inicio da fase de
formacdo do biofilme. Porém, se o biofilme se encontrar na Gltima fase de formagéo, isto
é, na fase de maturacao é necessario utilizar as bactérias probidticas diretamente, para se

ter acdo contra o fungo (Matsubara et al., 2016a).

O consumo continuo de probidticos permitiu alcancar contagens quase indetetaveis de
fungos na cavidade oral, em particular, de C. albicans. Este efeito pode ser observado
durante um periodo de tempo prolongado, mesmo apos a cessacdo da ingestao oral das

estirpes probioticas (Elahi et al., 2005).

Atualmente, o tratamento da candidiase oral inclui a administracéo de antifngicos orais
quando a doenga j& esta estabelecida. Vérios investigadores defendem que o uso de
probidticos orais ndo deve ser o Unico agente terapéutico usado contra a candidiase oral,
servindo como uma terapia complementar aos antifungicos orais, atuando também na

prevencédo da doenca.
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I11. Estirpes probidticas usadas para fins terapéuticos

A comercializacao de probidticos para fins terapéuticos necessita de uma avaliacao prévia
de alguns pardmetros de extrema importancia, dos quais se destacam a seguranca e a
eficacia dos produtos finais. Para isso, sdo realizados testes laboratoriais (in vitro e ex

vivo), em modelos animais e em humanos (Amaral et al., 2014).

O desenvolvimento de formulagdes contendo probidticos requer uma selecdo e
caracterizacdo de estirpes com propriedades terapéuticas comprovadas. Uma correta
selecdo dos excipientes, assim como, dos processos adequados para a producao em larga
escala é igualmente importante na producdo da forma de dosagem final (Amaral et al.,
2014).

Os microrganismos utilizados para a obtencdo de formulacdes probioticas devem possuir
a capacidade de sobreviver durante todo o processo tecnoldgico, mantendo as suas
propriedades inalteradas, de forma a serem considerados como produtos viaveis
(Andrews, 2007). Neste sentido, varias técnicas podem ser utilizadas para a conservacao
de amostras bioldgicas, entre as quais se destaca a liofilizacdo, que é usada em larga escala
(Govender et al., 2014).

Entre os diversos géneros que integram as culturas probidticas mais comuns, que na sua
maioria tém origem no intestino, os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus sdo os mais
utilizados (Meurman e Stamatova, 2007). Uma das principais vantagens destes géneros
bacterianos deve-se a sua origem na microbiota humana natural, o que permite uma maior

compatibilidade com as caracteristicas fisiologicas do organismo (Saraf et al., 2010).

Em qualquer um dos dois géneros, Bifidobacterium e Lactobacillus, as espécies
correntemente utilizadas a nivel tecnoldgico ndo sdo patogénicas, sendo consideradas
como especies seguras (generally recognized as safe, GRAS) (Haukioja, 2010). Um
aspeto a ter em consideracdo antes do uso de microrganismos como probioticos é saber
gue nem todas as estirpes probidticas possuem a mesma eficacia, sendo importante
identificar com o maximo rigor quais as estirpes probidticas com caracteristicas

potenciais para serem usadas como probidticos.
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Na tabela 2 estdo referidos exemplos de estirpes pertencentes aos géneros probioticos

mais comuns.

Tabela 2. Exemplos de estirpes probidticas pertencentes aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus
(adaptada de Zuccotti et al., 2008).

Bifidobacterium spp. Lactobacillus spp.
Bifidobacterium bifidum Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium longum Lactobacillus lactis
Bifidobacterium infantis Lactobacillus bulgaricus
Bifidobacterium breve Lactobacillus rhamnosus GG
Bifidobacterium lactis Lactobacillus casei
Bifidobacterium adolescentis Lactobacillus salivarius

Lactobacillus brevis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus johnsonii
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3.1. Bifidobacterium

As bifidobactérias foram isoladas pela primeira vez no final do século XIX, pelo francés
Henry Tissier. Sdo caracterizadas como bactérias Gram positivas, ndo formadoras de
esporos, desprovidas de flagelos e anaerdbias. Quanto a sua morfologia, podem ter varias
formas incluindo bacilos curtos, curvados ou bifurcados (Stamatova e Meurman, 2009).

Atualmente, o género Bifidobacterium (Figura 5) compreende trinta espécies, sendo dez
de origem humana (presentes na boca, fezes e vagina), dezassete de origem animal, duas
de 4&guas residuais e uma proveniente de leite fermentado. S&o organismos
heterofermentativos capazes de produzir acido latico e acético, sem produzirem diéxido
de carbono. As espécies de origem humana apresentam a particularidade de usarem como
fonte de carbono, ndo sé a glucose, mas também a galactose, lactose e frutose. A gama
de temperaturas para a qual se regista um crescimento 6timo destas estirpes varia entre
37 e 41°C e os valores de pH variam entre 6 e 7, com auséncia de crescimento a pH &cido
(4,5-5,0) e a pH alcalino (8,0-8,5) (Zinedine e Faid, 2007).

Figura 5. Imagem de microscopia eletrénica de bactérias probioticas do género Bifidobacterium (adaptado
de Inturri et al., 2014).
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3.2. Lactobacillus

Os lactobacilos foram isolados pela primeira vez pelo pediatra alemdo Ernst Moro, a
partir de fezes de latentes amamentados com leite materno. As bactérias do género
Lactobacillus estdo amplamente distribuidas no meio ambiente, especialmente nos
vegetais e no trato gastrintestinal e genital. Estes microrganismos caracterizam-se por
serem Gram positivo, ndo formadores de esporos, ndo flagelados e geralmente
anaerdbicos facultativos. Tém capacidade fermentativa e sdo caracterizados por

produzirem acido latico a partir de hidratos de carbono (Stamatova e Meurman, 2009).

S&o conhecidas atualmente cinquenta e seis espécies pertencentes a este género, sendo as
espécies Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus casei as
mais utilizadas em probi6ticos (Figura 6). Crescem a uma temperatura que varia entre 0s
2 e 0s 53°C, com valores 6timos de crescimento entre 0s 30 e os 40°C e de pH entre o0s
5,5 e 0s 6,3 (Stamatova e Meurman, 2009).

Figura 6. Imagem de microscopia eletronica de bactérias probidticas do género Lactobacillus (adaptada
de Meurman e Stamatova, 2007).
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3.3. Probidticos Recombinantes

Nos ultimos anos, progressos consideraveis foram feitos no sentido de compreender o
papel da microbiota humana na sadde e em doencas. A modulacdo da microbiota esta a
tornar-se uma estratégia eficaz e aceitavel para a profilaxia e tratamento de doencas
infeciosas e inflamatdrias, distarbios metabdlicos, condigdes psicoticas e também no
cancro. Os probidticos sdo ferramentas importantes para a correcdo de alteracBes na
microbiota humana e na manutencdo do estado de satude do hospedeiro (Sorokulova,
2014).

Os métodos modernos de engenharia genética abrem novas possibilidades para a criacdo
de estirpes probioticas com as caracteristicas desejadas. Tais probidticos podem ser
projetados para melhorar e reforcar as suas propriedades ou para influenciar as etapas

criticas na patogénese de doengas (Petrarca et al., 2015).

As doencas alérgicas podem afetar até trinta por cento da populagdo ocidental e a sua
prevaléncia esta a aumentar. As manifestacdes alérgicas ocorrem, geralmente, quando o
sistema imune reage contra substancias inofensivas presentes no ambiente. Estas
substancias, designadas de alergénios podem entrar em contato com o sistema imunitario
através de diversas vias, tais como inalacdo, ingestdo e contato direto com a pele, por
exemplo, através da picada de um inseto. A exposi¢do aos alergénios ambientais pode
causar uma variedade de sintomas associados com uma gama de patologias, incluindo
asma, rinite alérgica, alergias alimentares e problemas dermatolégicos, tais como, eczema
atépico (De Azevedo et al., 2013).

Latentes que apresentavam niveis elevados de potenciais bactérias patogénicas no seu
trato gastrointestinal, tais como Clostridium difficile e Staphylococcus aureus foram
associados a um risco aumentado do desenvolvimento de condigdes alérgicas. Por outro
lado, a comunidade microbiana intestinal de criancas que ndo manifestavam sintomas
alérgicos foi colonizada por bactérias de acido lactico, por exemplo Lactobacillus e outras
bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium, demonstrando que a presenca
aumentada destas bactérias no trato gastrintestinal parece correlacionar-se com a protecéo

contra doencas alérgicas (De Azevedo et al., 2013).
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Os probidticos sdo capazes de modular a resposta imune da mucosa humana, e 0s ensaios
clinicos demonstraram que estirpes especificas, especialmente bactérias do acido lactico
(BAL), séo capazes de reduzir os sintomas aos alergénios. Assim, surge o conceito de
probidticos recombinantes em que o seu uso foi avaliado como possiveis estratégias para

a imunoterapia de doengas alérgicas (Petrarca et al., 2015).

As bactérias do acido latico sdo bactérias presentes em grande parte de alimentos (leite e
derivados, vegetais, frutos, cereais, carne, peixe, vinho) e sdo consideradas como seguras
(generally recognized as safe, GRAS). Muitas BAL sdo capazes de colonizar a mucosa
oral, urogenital e gastrintestinal e algumas espécies sdo comensais da microbiota de

mamiferos (Sorokulova, 2014).

Os probidticos recombinantes consistem na obtengdo de microrganismos geneticamente
modificados, através da técnica de DNA recombinante (Figura 7), de forma a promover
a expressao de estirpes probidticas com propriedades anti-inflamatérias e bactericidas e
capazes de expressar os alergénios, com vista a reduzir as propriedades nocivas dos
microrganismos patogénicos que colonizam a microbiota natural humana (De Azevedo
etal., 2013).
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Figura 7. Esquematizacdo simples da técnica de DNA recombinante (adaptado de Vashishth e Tehri,
2015).
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As bacteérias probidticas podem influenciar significativamente a resisténcia imunitaria do
hospedeiro pela inducdo da expressdo de péptidos antimicrobianos no organismo. Para
além disso, a criacdo de novas estirpes probidticas que expressem diferentes
antimicrobianos pode ser uma estratégia Gtil para tratamento de patdgeneos

multirresistentes (Sorokulova, 2014).

O uso de vacinas eficazes representa uma abordagem benéfica para a protecdo contra
agentes patogénicos. Porém, a maior parte das vacinas atualmente disponiveis no
mercado sdo dispendiosas, na sua maioria requerem multiplas doses, apresentam efeitos
colaterais em alguns individuos e nem sempre sdo eficazes. O uso de probidticos
recombinantes apresenta elevadas vantagens como vetores de vacinas
vivas. Correspondem a sistemas seguros, eficazes e possuem propriedades adjuvantes
contra 0s agentes patogénicos. Diferentes sistemas de expressdo eficientes foram
desenvolvidos por bactérias do acido latico, que permitem uma correta expressao de

varios antigénios derivados de agentes patogénicos (Petrarca et al., 2015).
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IV. Sistemas de dispensa de probidticos orais

Os primeiros produtos comercializados contendo probioGticos eram, essencialmente,
formulacBes liquidas, as quais se caracterizavam por apresentar baixa estabilidade.
Atualmente, os probidticos utilizados na terapéutica sdo incorporados em formas de
dosagem adequadas, de forma a assegurar a sua viabilidade (Amaral et al., 2014).

Por outro lado, os alimentos tém sido muito utilizados na veiculacdo de probidticos,
destacando-se os produtos lacteos, tais como, leite, queijo, iogurtes e gelados (Govender
et al., 2014). No entanto, a ingestdo de probidticos através de alimentos ndo deve ser
incluida na terapéutica, uma vez que a sua regulamentacdo ndo é suficientemente

controlada.

No que concerne a terapéutica, varias formas farmacéuticas das quais, 0s p0s, as capsulas
e 0os comprimidos correspondem as formas orais mais utilizadas, tém demonstrado
elevada eficacia na veiculagdo de probidticos. Para além disso, as gomas para mascar
medicamentosas tém sido apresentadas como uma alternativa promissora na

administracdo oral de probidticos, principalmente em criancas (Amaral et al., 2014).

4.1. Sistemas convencionais

Por sistemas convencionais de dispensa de probidticos, podemos considerar as formas
comerciais constituidas por produtos a base de alimentos (Figura 8), os quais incluem,
principalmente produtos lacteos, tais como, leite, queijo, iogurtes, gelados, e outros

produtos ndo lacteos, como por exemplo, chocolate e carne (Govender et al., 2014).
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Figura 8. Exemplos de sistemas convencionais de dispensa de probiéticos (adaptado de Govender et al.,
2014).

Nestes sistemas, as estirpes probidticas podem ser adicionadas numa Unica cultura ou
serem associadas a outras bactérias presentes nos produtos lacteos. O uso de culturas
puras de forma obter produtos lacteos fermentados é possivel, dependendo da estirpe
utilizada, do nivel de inoculacdo e da adicdo de determinadas substancias que irdo

promover a multiplicacdo das bactérias (Govender et al., 2014).
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Um fator importante para que os probioticos sejam inseridos em sistemas convencionais
esta relacionado com a sua seguranca. Deste modo, é fundamental que haja uma selecédo
adequada das culturas probidticas que obedecam a critérios especificos, tais como, a
manutencdo das propriedades organoléticas inalteradas (por exemplo, cor, sabor e odor).
Para além disso, deve ser assegurada a sua viabilidade desde o processo tecnolégico da
preparacdo do alimento, durante o tempo de permanéncia no mercado e até chegar ao

consumidor (Amaral et al., 2014).

A sobrevivéncia das estirpes probidticas no produto final é de extrema importancia,
devendo apresentar niveis de contagem superiores a 10 UFC/porcéao de alimento, com o
objetivo de garantir beneficios fisiologicos para o consumidor (Stamatova e Meurman,
2009).

4.2. Formas farmacéuticas contendo probidticos

As formas farmacéuticas contendo probidticos podem ser classificadas como sistemas
ndo convencionais e incluem os péds, as capsulas, os comprimidos e as gomas para mascar

medicamentosas (Amaral et al., 2014).

De forma a conferir beneficios terapéuticos, tal como acontece com o0s sistemas
convencionais, 0s probidticos devem manter-se vidveis até atingirem o local de acéo.
Assim, o desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo probidticos deve assegurar
a resisténcia dos microrganismos as condices fisioldgicas adversas, de forma a assegurar

a sua viabilidade e eficacia (Govender et al., 2014).

Para melhorar a taxa de sobrevivéncia das bactérias probioticas por vezes é necessario
efetuar algumas alterages na sua estrutura, ndo s6 durante o processo de produgdo mas

também durante os ensaios in vitro e in vivo (Amaral et al., 2014).

Um outro aspeto importante no desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo
probioticos é a implementacdo de um processo de fabrico que assegure a producgdo de

uma forma reprodutivel dos produtos finais (Govender et al., 2014).
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4.2.1 Pos

De acordo com a Farmacopeia Portuguesa 9 (FP 9), os pds orais podem ser definidos
como “preparacOes farmacéuticas constituidas por particulas solidas secas, livres e mais
ou menos finas. Na sua constituicdo podem conter uma ou Vvarias substancias ativas,
adicionadas ou ndo de excipientes e, se necessario, de corantes e aromatizantes.”
(INFARMED, 2009).

Depois de submetidas as operacGes primarias necessarias para a sua producdo, sdo
utilizadas técnicas especificas que permitam a reducdo das particulas a p6. Na producéo
desta forma farmacéutica recorre-se essencialmente as técnicas de moagem e/ou crivagem
de modo a assegurar um tamanho de particula adequado. A pulverizacdo por moinhos é
muito utilizada na industria, uma vez que permite produzir elevadas quantidades de pos.
Esta técnica é usada no caso de substancias cujo tamanho das particulas sé deve ser
ajustado no momento de emprego, de forma a evitar a sua alteracdo (Nogueira et al.,
2011).

Os pébs contendo probidticos (Figura 9) formam suspensdes orais, quando dispersos em
agua. Assim, em comparagdo com outras formas farmacéuticas orais a sua administracao
é facilitada, o que tem particular interesse nas criancas e adultos com necessidades

especiais (Amaral et al., 2014).

Passo 1 Passo 2 Passo 3

200m |

Figura 9. Formas farmacéuticas orais: Imagem ilustrativa do modo de administracédo de um p6 oral.
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Na Tabela 3 estdo apresentados alguns exemplos de formas farmacéuticas a base de pos

contendo probidticos que sdo atualmente comercializadas.

Tabela 3. Exemplos de formas farmacéuticas comercializadas a base de p6s contendo probidticos (adaptada

de Amaral et al., 2014).

Produto Composicéo

UL-250® Sacharomyces boulardii

Bacilor® Lactobacillus acidophilus

Antibiophilus® Lactobacillus casei

Lyobifidus® Bifidobacterium bifidum

Atyflor® Lactobacillus  casei, Lactobacillus
rhamnosus, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium breve, Lactobacillus
acidophillus, Bifidobacterium infantis e
Bifidobacterium bulgaricus

Duobiotic® Lactobacilus rhamnosus, Bifidobacterium

bifidus, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum, Lactobacilus
acidophilus, Lactobacilus bulgaricus e

Streptococcus thermophilus

4.2.2. Capsulas

Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9 (FP 9), as capsulas podem ser definidas como

“preparagdes solidas constituidas por um invélucro duro ou mole, de forma e capacidade

variaveis, contendo uma dose de substancia
(INFARMED, 2009).

31

ativa. Destinam-se a administragdo oral.”



Probiéticos orais

As cépsulas duras (Figura 10) séo preferiveis para a administracao de probidticos. Podem
ser usados liofilizados de probidticos adicionados de diluentes, aglutinantes ou

desagregantes na preparacdo destas capsulas (Nogueira et al., 2011).
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Figura 10. Formas farmacéuticas orais: Imagem ilustrativa de capsulas duras de gelatina.

Um estudo demonstrou que a ingestdo oral diaria de capsulas duras de gelatina contendo
Lactobacillus rhamnosus GR-1 e Lactobacillus fermentum RC-14, num periodo de dois
meses, resultou numa diminuicdo significativa de fungos e coliformes com propriedades

patogénicas, na flora vaginal (Amaral et al., 2014).

Na Tabela 4 estdo apresentados alguns exemplos de capsulas comercializadas a base de

probidticos.
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Tabela 4. Exemplos de capsulas comercializadas contendo probidticos (adaptada de Amaral et al., 2014).

Produto Composicéo
Bactilsubtil® Bacillus subtilis
Activecomplex® Lactobacillus acidophilus e

Bifidobacterium bifidum
Infloran Berna® Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium bifidum

Lacteol® Lactobacillus acidophilus

Antibiophilus® Lactobacillus casei

UL-250® Saccharomyces boulardii

Transifidus® Saccharomyces boulardii, Bifidobacterium

lactis,  Bifidobacterium  longum e
Lactobacillus plantarum
Aligh® Bifidobacterium infantis 35624

Flora-L® Lactobacillus plantarum

4.2.3. Comprimidos

A FP 9 define comprimidos como “preparagdes solidas contendo uma dose de uma ou de
varias substancias ativas. Sdo obtidos aglomerando por compressao um volume constante
de particulas ou por um processo de fabrico apropriado como a extrusdo, moldagem ou
liofilizacdo. Destinam-se a administracdo por via oral. Alguns sdo deglutidos ou
mastigados, outros sdo dissolvidos ou desagregados em agua antes da administracédo e
outros devem permanecer na boca de forma a libertarem a substancia ativa.”
(INFARMED, 2009).

Os comprimidos contendo probiodticos podem ser revestidos de modo a facilitar a
administragdo, protegendo o seu contetdo bioativo. Para além disso, o revestimento de
comprimidos permite a libertagdo modificada das substancias veiculadas (Amaral et al.,
2013).

33



Probiéticos orais

Alguns estudos demonstraram que comprimidos contendo probidticos devem ser
preparados por técnicas especificas de modo a adquirirem a forma, cor e tamanho
pretendidos (Figura 11). Para alem disso, devem ser utilizados os excipientes adequados

a sua producao e no seu processo de fabrico deve ser aplicada uma forga de compressao

elevada, de forma a prolongar o tempo de desagregacdo, mantendo a viabilidade das
bactérias (Govender et al., 2014).

Figura 11. Formas farmacéuticas orais: Exemplos de comprimidos.

O uso de polimeros funcionais no processo de obtencdo de comprimidos contendo
probidticos melhora a estabilidade das estirpes probidticas, contribuindo para uma
dosagem do produto final mais precisa. Polimeros naturais, modificados ou sintéticos
podem ser utilizados como excipientes para a produgdo de comprimidos de libertagcdo
convencional e de libertagdo modificada. Atualmente, os polimeros s&o utilizados como
moduladores, de forma a libertarem a(s) substancia(s) ativa(s) em locais especificos do
organismo. Para além disso, estes polimeros facilitam a administracdo de probidticos,
proporcionado a producéo das formulagdes em larga escala. A hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) é um exemplo de um polimero bastante utilizado na producdo de comprimidos

de libertagcdo modificada (Nogueira et al., 2011).

Na Tabela 5 sdo apresentados exemplos de comprimidos mastigaveis comercializadas a

base de probidticos.
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Tabela 5. Exemplos de comprimidos mastigaveis comercializados contendo probiéticos (adaptada de
Amaral et al., 2014).

Produto Composicao
Casenbiotic® Lactobacillus reuteri Protectis
Biogaia protectis® Lactobacillus reuteri Protectis

4.2.4. Gomas para mascar medicamentosas

As gomas para mascar medicamentosas sdo uma forma farmacéutica tradicional que,
recentemente passou a ser usada como sistema de administracdo de farmacos, sobretudo

em criancas (Amaral et al., 2014).

Segundo a FP 9 as gomas para mascar medicamentosas (Figura 12) correspondem a
“preparacdes solidas, geralmente sem sabor, constituidas por uma base de gelatina. A
substancia ativa € libertada por mastigacado, seguida da dissolucéo ou dispersao na saliva.”
(INFARMED, 2009).

Figura 12. Formas farmacéuticas orais: Imagem ilustrativa de gomas de mascar a base de gelatina.
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Estudos clinicos recentes tém demonstrado uma diminuicdo na prevaléncia da inflamagéo

periodontal através da mastigacdo de gomas contendo probioticos (Amaral et al., 2014).

Caglar et al. efetuaram um estudo onde foi avaliado o efeito de dois sistemas a base de
gomas para administracdo oral contendo Lactobacillus spp. e a estirpe Lactobacillus
reuteri ATCC 55730, sobre os niveis salivares de S. mutans. Foi possivel concluir que a
ingestdo diaria destas gomas reduziu significativamente o nimero de contagem de

bactérias presentes na saliva (Caglar et al., 2006).

Os mesmos autores testaram a associacdo das estirpes probioticas Latobacillus reuteri
ATCC 55730, Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289 e xilitol como um possivel
mecanismo na diminuicdo da prevaléncia de céaries dentarias. O estudo foi realizado em
voluntarios humanos saudaveis, 0s quais mastigaram as gomas medicamentosas trés
vezes por dia apos as refei¢des, tendo sido avaliado o seu efeito sobre a contagem de S.
mutans, o principal agente causador de céries. Os resultados deste estudo demostraram
que as gomas contendo as estirpes probioticas e xilitol diminuiram significativamente os

niveis salivares de S.mutans (Caglar et al., 2007).
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V. Conclusotes

As resisténcias bacterianas aos antibidticos tém emergido durante os ultimos anos,

podendo, em breve, constituir um grave problema de satde publica.

Com vista a reduzir o uso de antibio6ticos, a Organizacdo Mundial de Saude atualmente
aceita o uso de probidticos para a eliminacdo de agentes patogénicos, como uma terapia
de interferéncia microbiana, apresentando beneficios para a sadde. Estudos clinicos
confirmam a sua potencialidade para resolver desordens do trato gastrintestinal,

geniturinario e do célon.

Recentemente, uma nova abordagem no campo de utilizacdo dos probioticos esta
direcionada com a cavidade oral. Neste sentido, estes microrganismos nao patogénicos
representam uma alternativa de tratamento valida em diversas afec6es orais, tais como,
carie, periodontite, halitose e infecdo fungica. Véarios efeitos de promocao da satde tém
sido documentados atraveés da utilizacdo de probi6ticos, sendo considerados como

agentes promissores no combate a patologias de diversas etiologias.

O processo de producdo de sistemas de veiculacdo de probioticos deve obedecer a

critérios especificos, garantindo padrdes de qualidade para a saude dos consumidores.

Para que os produtos contendo probidticos sejam eficazes deve haver uma selecdo
adequada de estirpes probioticas, bem como dos excipientes, de forma a manterem a sua

viabilidade e funcionalidade.

Os microrganismos pertences aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus séo os mais
utilizados na producéo de formas de dosagem contendo probiéticos, ja que uma das suas

principais caracteristicas é fazerem parte da microbiota humana natural.

A otimizacdo das condi¢des de fabrico das formas farmacéuticas a base de probidticos é
muito importante para manter a viabilidade dos microrganismos. Por exemplo, alguns
estudos demonstraram que comprimidos contendo probidticos devem ser preparados com

excipientes adequados e através da aplicacdo de uma forca de compressao elevada, de
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forma a prolongar o tempo de desintegracao da(s) substancia(s) ativa(s) nos comprimidos,
mantendo a viabilidade das bactérias. Além disso, estes microrganismos devem ser
incorporados em formas de dosagem apropriadas para que sejam produzidos de uma

forma reprodutivel.

Tradicionalmente, as formas probidticas eram incorporadas em produtos alimentares
lacteos, tais como, leite, queijo, iogurtes e gelados. No entanto, as formas farmacéuticas
sob a forma de pds, capsulas e comprimidos representam os melhores sistemas de
dispensa destes microrganismos, uma vez que proporcionam uma maior estabilidade,
sendo considerados sistemas mais seguros e eficazes. Como consequéncia, estes sistemas

tém sido amplamente estudados para o uso terapéutico de probidticos.
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V1. Perspetivas futuras

O interesse na utilizacdo de produtos contendo probioticos tem vindo a aumentar durante

as Ultimas décadas.

E importante salientar que cada um dos beneficios para a salde abordados deve ser
estudado para cada estirpe individualmente, de forma a que os produtos finais sejam
considerados seguros. Além disso, algumas investigacdes tém sugerido que as espécies
probidticas ndo tém de pertencer necessariamente aos géeneros mais comuns, ou seja, aos
géneros Bifidobacterium e Lactobacillus. Neste sentido, algumas estirpes lacteas tém sido
estudadas com o objetivo de identificar e caracterizar potenciais microrganismos

probidticos.

A cavidade oral representa um novo campo para a utilizacdo de probidticos, tendo-se
verificado efeitos benéficos da sua utilizacdo em diversas patologias orais. Porém, séo
necessarios mais estudos que confirmem o mecanismo de a¢do destes microrganismos na

prevencdo e ou tratamento de doencas infeciosas orais.

Uma nova dimensdo no conceito de probioticos esta relacionada com a obtencdo de
microrganismos geneticamente modificados, designados de probi6ticos recombinantes
para imunoterapia. Este novo conceito tem por objetivo promover a expressao de estirpes
probidticas com propriedades anti-inflamatorias e bactericidas e capazes de expressar 0s
alergénios, com vista a reduzir as propriedades nocivas dos microrganismos patogénicos

que colonizam a microbiota natural humana.

As bactérias probioticas podem ser modificadas de modo a produzir no seu interior ou
através das suas secrecdes proteinas exdgenas. A producdo destas proteinas pode originar
probidticos recombinantes que, quando expressam uma proteina alergénica, podem ser
utilizados como vacinas inovadoras, com caracteristicas especificas para aplicacdo em
imunoterapia. Através da tecnologia de DNA recombinante, é possivel produzir elevadas
quantidades de proteinas puras quer na forma nativa ou mutante, usando as bactérias

probioticas como agentes naturais para a sua produgao.
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Um aspeto muito interessante relacionado com a presente abordagem é a possibilidade de
obter concentragdes locais de alergénios devido a sua acumulacdo no interior da célula
probidtica. Neste sentido, é possivel obter uma vacina mais eficaz através da possibilidade
de dosear a concentragdo de alergénio e, por conseguinte, obter um menor risco de efeitos

secundérios do tipo anafilatico.

Apesar do uso de probioticos recombinantes capazes de expressar agentes alergénicos ser
recente e apenas ter sido realizado um numero limitado de estudos, sem ter aplicacdo em
seres humanos, as suas propriedades inovadoras permite que sejam considerados como

agentes promissores e eficazes na imunoterapia.
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