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RESUMO

ALENCAR, Bruna Maciel de. AVALIAQAO IN VITRO DA AC}AO MICROBICIDA DE
LACTOBACILLUS SPP. SOBRE CANDIDA SPP. Brasilia, 2020. Defesa de Tese (Doutorado
em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2020.

As infeccBes vulvovaginais representam importante parcela das infec¢bes flangicas, e séo
causadas, por leveduras do género Candida, quando s&o chamadas de candidiase vulvovaginal
(CVV), um problema de importancia global em saude, que mesmo sem prevaléncia exata,
possui uma estimativa de que 75% das mulheres adultas apresentam pelo menos um episodio
ao longo de suas vidas. Alguns estudos comprovaram que determinadas cepas de Lactobacillus
spp. inibem o crescimento de Candida, dificultam sua adesdo as células epiteliais e sdo capazes
de interferir negativamente na formacdo de tubos germinativos, hifas e de biofilmes por C.
albicans, reduzindo a patogenicidade. A acdo microbicida de Lactobacillus spp., € atribuida a
sua presenca predominante na microbiota de mulheres saudaveis e a secrecdo de substancias
por estes micro-organismos, o que despertou o interesse no desenvolvimento de uma pesquisa
investigativa in vitro da acdo microbicida de Lactobacillus spp. sobre C. albicans e C. glabrata,
leveduras predominantes na CVV. A investigacdo da acdo de Lactobacillus spp. pode auxiliar
terapias de CVV, estratégias de protecdo da microbiota vaginal e reducdo dos impactos
causados a saude. O objetivo foi investigar a atividade inibitdria de Lactobacillus spp. sobre
cepas de C. albicans e C. glabrata em modelo in vitro. Avaliou-se a atividade microbicida de
cepas de L. acidophillus, L. casei, L. casei shirota, L. crispatus, L. johnsonii, L. paracasei e L.
rhamnosus sobre as cepas de C. albicans e C. glabrata. por meio da contagem de Unidades
Formadoras de Col6nia (CFU/mL). Para avaliagdo da acdo entre Lactobacillus spp. e Candida
spp. sobre biofilme, cultivou-se cepas em laminulas coradas pela técnica de Gram e avaliou-se
em microscopio optico. Para a analise da resisténcia as substancias antifingicas, realizou-se o
teste MIC. Analisou-se as imagens microscépicas da interacdo entre cepas cocultivadas para a
avaliacdo do efeito sobre a formacédo de hifas e biofilme. Os testes de avaliacdo da atividade
microbicida por intermédio da contagem de CFU, a avaliacdo de MIC, a avaliacdo sobre a
formacdo de hifas e a producéo de biofilme sugerem que as interacdes entre Lactobacillus spp.
e Candida spp. cultivados in vitro apresentam diferentes resultados, inclusive entre cepas de
mesma espécie. A acdo microbicida e a interferéncia na formacéo do biofilme sugerem que a
acdo inibitdria esté relacionada a presenca de Lactobacillus spp. Apesar da limitacdo observada
na acdo do sobrenadante, estudos indicam que a concentracdo de metabolitos secretados pelos
probidticos apos cocultivo com as leveduras, esta diretamente relacionada ao efeito antiflngico
observado. E possivel que a secrecdo de compostos como enzimas hidroliticas pela cepa de C.
albicans tenha afetado negativamente Lactobacillus spp. presentes neste cocultivo, reduzindo
sua viabilidade. Os resultados indicam que L. casei, L. crispatus, L. rhamnosus sobre C.
albicans e C. glabrata podem ser utilizadas como probiéticos na prevencdo de CVV. A
atividade antimicrobiana de Lactobacillus spp. € cepa-especifica. A ac¢do sobre a formacdo de
hifas esta relacionada as substancias metabolicas secretadas pelos Lactobacillus spp.
Entretanto, a agdo microbicida ¢ mais significativa quando h& presenca do probidtico. A
associacdo eficiente para o tratamento de CVV deve ser cuidadosamente avaliada por estudos
gue associem cepas probioticas com os patdgenos a serem inibidos.

Palavras-chave: Candida, Lactobacillus, candidiase vulvovaginal, antifingico



ABSTRACT

ALENCAR, Bruna Maciel de. IN VITRO EVALUATION OF THE MICROBICIDAL
ACTION OF LACTOBACILLUS SPP. STRAINS ON CANDIDA SPP. Brasilia, 2020. Defense
of Thesis (Doctorate in Pharmaceutical Sciences) - Faculty of Health Sciences, University of
Brasilia, Brasilia, 2020.

Vulvovaginal infections represent an important part of fungal infections, and are caused, by
yeasts of the genus Candida, when they are called vulvovaginal candidiasis (CVV), a problem
of global importance in health, which even without exact prevalence, has an estimate that 75%
of adult women experience at least one episode in their lifetime.Some studies have shown that
certain strains of Lactobacillus spp. inhibit the growth of Candida, hinder its adhesion to
epithelial cells and are able to interfere negatively in the formation of germ tubes, hyphae and
biofilms by C. albicans, reducing pathogenicity. The microbicidal action of Lactobacillus spp.,
is attributed to its predominant presence in the microbiota of healthy women and the secretion
of substances by these microorganisms, which aroused the interest in the development of an in
vitro investigative research on the microbicidal action of Lactobacillus spp. on C. albicans and
C. glabrata, yeasts prevalent in CVV. The investigation of the action of Lactobacillus spp. can
assist VVC therapies, strategies to protect the vaginal microbiota and reduce health impacts.
Objective: to investigate the inhibitory activity of Lactobacillus spp. on strains of C. albicans
and C. glabrata in an in vitro model. Methodology: the microbicidal activity of L. acidophillus,
L. casei, L. casei shirota, L. crispatus, L. johnsonii, L. paracasei and L. rhamnosus strains on
C. albicans and C. glabrata strains were examined. The microbicidal activity of Lactobacillus
spp. on the species of Candida spp. by counting CFU/mL. To evaluate the action between
Lactobacillus spp. and Candida spp. on biofilm, strains were cultivated in coverslips stained by
Gram's technique and evaluated under an optical microscope. For the analysis of the resistance
to antifungal substances, the MIC test was performed. Microscopic images of the interaction
between co-cultivated strains were analyzed to assess the effect on the formation of hyphae and
biofilm. Results and Discussions: tests to assess microbicidal activity by counting CFU,
evaluating MIC, evaluating hyphae formation and biofilm production showed that the
interactions between Lactobacillus spp. and Candida spp. cultivated in vitro have different
results, including between strains of the same species. The microbicidal action and the
interference in the formation of the biofilm suggest that the inhibitory action is also related to
the presence of the bacteria. Despite the limitation observed in the action of the supernatant,
studies indicate that the concentration of metabolites secreted by probiotics is directly related
to the observed antifungal effect. It is possible that the secretion of compounds as hydrolytic
enzymes by the strain of C. albicans has negatively affected the bacteria, Lactobacillus spp.
present in this coculture, reducing its viability. The present study observed that the effect of L.
casei, L. crispatus, L. rhamnosus on C. albicans and C. glabrata suggests that these species can
be used as probiotics in the prevention of VVC. Conclusion: The antimicrobial activity of
Lactobacillus spp. it is strain-specific. The action on the formation of hyphae is related to the
metabolic substances secreted by Lactobacillus spp. However, the microbicidal action is more
significant when the probiotic is present. The efficient association for the treatment of VVVC
must be carefully evaluated by studies that associate probiotic strains with the pathogens to be
inhibited.

Keywords: Candida, Lactobacillus, vulvovaginal candidiasis, antifungal.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e relevancia das infec¢des fungicas

Fungos sdo micro-organismos eucariotos, sendo a vasta maioria saprofitas no ambiente.
Entretanto, algumas espécies sdo causadores de doencas que abrangem desde infecgdes de pele,
alergias a infecges sistémicas.

Cerca de um bilh&o de infeccGes de pele, mais de 100 milhdes de infec¢bes nas mucosas,
10 milhdes de alergias graves e mais de um milhdo de mortes anualmente, estdo relacionadas a
fungos. Mundialmente, a mortalidade por infec¢bes fungicas € maior do que por maléria e
cancer de mama. As taxas sdo semelhantes as encontradas em doencas como Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e tuberculose. Muito embora as estatisticas mundiais
relacionadas essas infec¢bes sejam alarmantes, as doencas flngicas sdo sabidamente
negligenciadas (CASADEVALL e PIROFSKI, 2003).

Quanto ao tipo de processo infeccioso, as infecgdes fungicas (IF), também conhecidas
como micoses, sdo classificadas em: superficiais (cutdneas, subcutaneas e mucosas) ou
invasivas (profundas ou sistémicas) (WEBB et al, 2018; ARENAS et al, 2012).

As IF superficiais sdo responsaveis pela alta prevaléncia global das micoses, sendo em
alguns casos capazes de levar a estigmas no individuo acomentido, como no caso das infec¢des
vaginais discutidas adiante (WEBB et al, 2018; PFALLER e DIEKEMA, 2010). As IF
Invasivas, por sua vez, podem acometer estruturas 6sseas, 6rgdos, sangue e podendo disseminar
causando infecces sistémicas; neste caso estdo associadas ao aumento da morbidade e
mortalidade em pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados. Nas Gltimas trés décadas, as
IF estdo entre as principais causas de doencas nesses pacientes (WEBB et al, 2018;
NEOFYTOS et al, 2009).

1.2 InfecgBes vulvovaginais e o género Candida.

As infecgOes vulvovaginais representam uma parcela importante das IF superficiais,
especificamente aquelas associadas as mucosas (PAPON et al, 2013). Essas infecgdes sdo
causadas, notadamente, por leveduras do género Candida (COLOMBO e GUIMARAES;
2003), que pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Saccharomycetes, ordem
Saccharomycetales e familia Saccharomycetaceae (GUARRO, GENE e STCHIGEL, 1999).
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O género Candida é amplo e engloba diferentes espécies, que apresentam diversidade
nos atributos de virulencia e na patogenicidade. As espécies mais frequentes nas infecgdes
vulvovaginais sdo: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis
(PFALLER e DIEKEMA, 2010; SOBEL, 1993). Comumente, as leveduras do género Candida
sdo encontrados como parte das microbiotas do trato digestivo e vaginal e, ocasionalmente,
podem colonizar a pele. Em individuos imunocompetentes, normalmente ndo ocorre o
crescimento excessivo e a invasao sistémica (VALDERRAMA et al, 2018). Dessa forma,
Candida spp. podem ser consideradas patégenos oportunistas que, em humanos, apresenta o
trato digestivo e a mucosa vaginal como principais reservatorios (MATSUBARA, 2016).

A interacdo patdgeno-hospedeiro do processo infecioso resultante por Candida spp. é
complexo e depende de um conjunto de fatores, como a expressdo dos fatores de viruléncia das
espécies, da condicdo imunitaria do hospedeiro, e da relacdo com a microbiota presente no
ambiente. Diferentes estudos apontam para o importante papel da microbiota vaginal, uma vez
que, em situacdes onde o patdgeno adquire vantagens, podendo causar infecgdes e sintomas,
ocorre um processo denominado disbiose (desequilibrio) dessa microbiota (BALDIM et al,
2012), favorecendo o desenvolvimento da candidiase (DELMONTE et al, 2017; BASSO et al,
2012; CAMARGO et al, 2008; SOBEL, 2007).

1.3 Impacto da Candidiase vulvovaginal

A Candidiase Vulvovaginal (CVV) ndo € uma doenca de notificacdo compulséria
(BRASIL, 2020). Assim, a prevaléncia da CVVé baseada em pesquisas com metodologias e
variaveis diversas, podendo néo refletir a realidade para algumas populacées (SOBEL, 1998).

Outro fator que torna desconhecida a prevaléncia real da CVV é a automedicacédo e o
autodiagnostico. E possivel que algumas mulheres apresentem aumento da secrecdo vaginal,
um dos critérios clinicos sugestivos de CVV, fisiologica e autolimitada, relacionada ao ciclo
menstrual e interpretem este fato como recorréncia da infeccdo por Candida spp. Tal
interpretacdo pode favorecer ao autodiagnéstico e & automedicagdo, muitas vezes
desnecessarias, uma vez que ao final do ciclo menstrual os sintomas desaparecem, e nestes
casos a conduta terapéutica foi incorreta ou desnecessaria, resultando em ocorréncia de reacées
adversas e a selecdo de micro-organismos resistentes aos antifingicos (MUNOZ et al, 2012;
CIUDAD-REYNAUD, 2007).

Por outro lado, uma vez estabelecida a infeccdo, esta geralmente apresenta sintomas

como prurido, ardor, dor, eritema, edema da vulva e da mucosa vaginal, por vezes com secre¢do
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vaginal espessa e inodora, que podem ficar aderidas a superficie da mucosa (SOBEL,1997;
PETERS et al, 2014), e pode haver ainda leucorreia e placas esbranquigadas aparentes na
mucosa vaginal (ANDRIOLI, 2009). Durante o periodo pré-menstrual, € comum a
intensificacdo dos sintomas, em virtude da alteracdo dos niveis hormonais e do pH vaginal
(ECKERT, HAWES e STEVENS, 1998).

A CVV tem um relevante impacto sobre a qualidade de vida das mulheres (KANG et
al, 2017; POSSER et al, 2015), e atinge 138 milhGes de mulheres anualmente no mundo
(DENNING et al, 2018), estigmatizando uma parcela significativa das mulheres infectadas,
interferindo em relagdes sexuais e afetivas, devido ao grande desconforto causado pelos
sintomas clinicos (WHO, 2013).

Um fator agravente a esse quadro € o elevado nimero de casos de infecgdes recorrentes
(CVVR), muitas vezes relacionados a falha no tratamento e surgimento de linhagens resistentes
de Candida spp. A prevaléncia da CVV e de CVV recorrente (CVVR) é superior em mulheres
imunocomprometidas e em gestantes, principalmente durante o terceiro trimestre de gestacao,
devido ao elevado nivel de progesterona e estrogénio (VARANO et al, 2019; AGUIN e SOBEL,
2015; REED, 1992). Nessas pacientes, é importante o diagnostico precoce, tratamento e
monitoramento da infeccdo para evitar complicacdes clinicas e episodios recorrentes
(MITCHELL, 2004).

Um ponto que requer maior cuidado esta relacionado ao grupo de gestantes colonizadas
por Candida spp. Esse grupo apresenta maior risco de desenvolvimento de vaginite bacteriana
(VB) (EGAN et al, 2008), risco de parto prematuro (EGAN et al, 2008) e de transmitir o fungo
ao recém-nascido durante o parto vaginal (BLASCHKE-HELLMESSEN, 1998). Em recém-
nascidos, a taxa de C. albicans oral € de 22 a 24 % (BLASCHKE-HELLMESSEN, 1998).

A CVV ¢ considerada a segunda causa mais frequente de sintomas de vulvovaginite,
apos a vaginite bacteriana (SOBEL, 2007), embora existam cerca de 20 a 25 % das mulheres
saudaveis e assintomaticas, que apresentam culturas vaginais positivas para leveduras do
género Candida (SOBEL, 1993).

As leveduras presentes no intestino (reto) e na microbiota perianal retroalimentam a
microbiota vaginal, devido a proximidade local. RelagBes sexuais também sdo fontes
importantes de compartilhamento de leveduras, que colonizam a regido vulvovaginal e, em
situagdes de disbiose, vulnerabilidade ou imunocomprometimento, proliferam e expressam
fatores de viruléncia, culminando com a invasdo da mucosa e ocasionando a CVV sintomatica
(SOARES, VIEIRA-BAPTISTA e TAVARES, 2017; BALDIM et al, 2012; BARRENETXEA,
2002).
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Para o desenvolvimento da CVV ¢é importante o conhecimento dos fatores de risco
relacionados ao hospedeiro, ou seja, as mulheres portadoras da infec¢do, e dos fatores
relacionados ao patdgeno, que sdo as espécies de Candida spp. associadas a infeccédo
(GONGALVES, 2015; SOBEL,2016).

Entre os fatores de risco associados ao hospedeiro, podemos elencar, por exemplo,
gestacdo (VARANO et al, 2019; AGUIN e SOBEL, 2015; REED, 1992), terapia hormonal
(ROSA e RUMEL, 2004; FIDEL et al, 2000; REED, 1992), relacdes sexuais (SOARES et al,
2017), uso de dispositivo intrauterino (DIU) (DOUGLAS, 2003), terapia antimicrobiana
(SOBEL, 2007 e 1990), dishiose (SOBEL, 2007 e 1990), predisposi¢cdes genéticas (SOBEL,
2016), diabetes ndo controlada (CARRARA et al, 2010; SOBEL, 2007 e 1990) e habitos de
higiene e vestuario (PATEL et al, 2005; ROSA e RUMEL, 2004; SOBEL, 1993; SOBEL,1990).

E mais frequente em mulheres em idade reprodutiva. Os altos niveis de estrogénio e
progesterona em mulheres que estdo entre a puberdade e a menopausa, principalmente em
pacientes gravidas, que utilizam contraceptivos orais ou realizam terapia de reposi¢do hormonal
estdo relacionados ao surgimento de CVV e CVVR (ANDRIOLI et al, 2009; COTCH et al,
1998; REED, 1992). O aumento dos niveis de estrogénio e progesterona, fisioldgico ou
sintético, aumenta o nivel de glicogénio, substrato nutricional das leveduras (ROSA e RUMEL,
2004; FIDEL et al, 2000; REED, 1992).

Outro fator de risco relacionado aos contraceptivos é o uso do dispositivo intrauterino
(DIU). Este favorece ao aparecimento da CVV devido a adesao de Candida spp. ao dispositivo
contraceptivo e a formacéo de biofilme (DOUGLAS, 2003).

Pacientes que receberam terapia antimicrobiana prolongada, frequentemente,
apresentam alteracdo da microbiota vaginal e intestinal, a disbiose. Tal alteracdo, reduz a
microbiota protetora e deixam as mulheres mais vulneraveis ao surgimento da CVV (SOBEL,
2007 e 1990).

Tratamentos com imunossupressores e corticosteroides favorecem a adeséo de Candida,
reduzem a resposta imunoldgica e a imunidade local (SOBEL, 1993). Fatores geneticos, como
polimorfismo em genes do sistema imune também estdo relacionados a CVV (SOBEL, 2016).
Mulheres que vivem com HIV/Aids apresentam maiores indices de colonizagdo vaginal com
Candida, principalmente, cepas de Candida ndo albicans (DUERR et al, 2003).

Mulheres portadoras diabetes, ndo controlada, também apresentam predisposi¢do a
CVV. O aumento dos niveis de glicogénio e reducdo do pH vaginal, o que favorece o
desenvolvimento excessivo da levedura (CARRARA et al, 2010; SOBEL, 2007 e 1990).
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Alimentacdo rica em carboidratos simples aumenta as chances de ocorréncia de CVV e CVVR
(SOBEL et al, 1998).

Habitos de higiene também estao relacionados aos fatores de risco do aparecimento da
CVV sintomatica. O uso de sabonetes intimos que alteram o pH e a microbiota vaginal. Realizar
a higiene intima, no sentido anus-vagina, pode levar residuos de fezes para a vulva e vagina,
comprometendo a microbiota vaginal (ROSA e RUMEL, 2004; SOBEL, 1993). O uso
frequente de roupas justas ou sintéticas, por exemplo, favorecem a CVV por aumentarem a
umidade e temperatura local (PATEL et al, 2005; SOBEL,1990).

O conhecimento destes fatores é fundamental para a avaliacdo da suscetibilidade da
paciente a ocorréncia da CVV sintomaética e para a prevencao de CVVR, quando a paciente
apresenta mais do que 3 ou 4 episodios de candidiase no intervalo de um ano (SOBEL, 2016;
ANDRIOLI, 2009; ALVARES, SVIDZINSK e CONSOLARO, 2007; SOBEL, 1997; FIDEL
e SOBEL, 1996).

A CVV representa um problema de importancia global em saude, afetando todos os
estratos sociais. Embora sua exata prevaléncia seja desconhecida, estima-se que 75 % das
mulheres adultas tenham, pelo menos, um episddio de CVV ao longo da vida, de 40 % a 50 %
tenham reinfecgéo e 5 % tenham CVVR (SOBEL, 1993).

Em mulheres saudaveis e sem fatores de risco associados ao desenvolvimento de
CVVR, Candida spp. pode persistir por meses e anos sem que 0 aparecimento de sintomas.
Assim, a simbiose das leveduras com a microbiota vaginal € assintomatica. Os sintomas surgem
com o desequilibrio da simbiose, associado aos fatores de risco, e a proliferacdo de Candida
spp. (SOBEL, 2016).

De maneira geral, Candida albicans esta presente em pequeno nimero, naturalmente,
na microbiota humana, podendo habitar a pele, mucosas oral, trato gastrointestinal e
geniturinario (SOBEL, 2016). E a principal espécie isolada em casos de CVV, sendo estimada
a prevaléncia de 80 a 95 % (FERRER, 2000; SOBEL, 2007).

1.4 Candida spp.: fatores de viruléncia e infeccéo.

A colonizacéo e adesdo de Candida spp. as superficies das células epiteliais da mucosa
vaginal causam lesdes e destruicdo tecidual pela acdo de enzimas proteoliticas e/ou toxinas
secretadas por estas leveduras. Assim, promovem a degradacdo de elementos da mucosa, como
queratina e colageno, o aparecimento de resposta inflamatéria e anticorpos (OMBRELLA,
RAMOS e RAMOS, 2008; RIBEIRO, 2008).
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Cada espécie da levedura apresenta peculiaridades relativas aos fatores de viruléncia
(KALAIARASAN et al, 2018; LUO et al, 2001). Em relagdo ao patégeno, muitos fatores de
viruléncia sdo conhecidos na literatura, podemos citar: adesdo (SIVASUBRAMANIAN e
SOBEL, 2009), producéo de enzimas proteoliticas e/ou toxinas (KALAIARASAN et al, 2018;
AKTAS, YIGIT e AYVILDIZ, 2002), alteracdes fenotipicas (KULETA, KOZIK e KOZIK,
2009), formacdo de hifas e pseudohifas e formacdo de biofilme (SILVA et al, 2012;
JAYATILAKE et al, 2006; KUMAMOTO e VINCES, 2005).

A forma filamentosa de algumas espécies de Candida, como C. albicans, é um
importante fator de viruléncia, pois aumenta poder de invacdo e resisténcia ao sistema
imunoldgico (MATSUBARA, 2016). Deste modo, o processo de transicdo levedura-hifa é
considerado necessario para garantir o sucesso nas etapas de infeccéo, e este processo tem por
gatilho o desenvolvimento da inflamag&o. Estudos indicam que estas tenham importante
participacdo na invasdo tecidual e proporcionem maior resisténcia mecanica e aos mecanismos
de fagocitose. Cepas com menor capacidade de formacdo de hifas apresentam menor
capacidade de invaséo tecidual (SILVA et al, 2012; JAYATILAKE, et al, 2006; KUMAMOTO
e VINCES, 2005). Cada espécie de levedura do género Candida apresenta peculiaridades
relativas aos fatores de viruléncia (KALAIARASAN, SINGH e CHATURVEDULA, 2018;
LUO, SAMARANAYAKE e YAU, 2001).

A espécie C. albicans € a mais prevalente, segundo os dados epidemiol6gicos atuais,
apresenta caracteristicas de maior adesdo as células epiteliais, quando comparada as demais
espécies de Candida (DOUGLAS, 1987). Apresenta outros importantes fatores de viruléncia
como atividade hemolitica (KALAIARASAN et al, 2018), producdo de biofilme
(KALAIARASAN et al, 2018), secrecdo de proteinase (SACHIN, RUCHI e SANTOSH, 2013),
de fosfolipase (SACHIN, RUCHI e SANTOSH, 2013), de lipases (SILVA et al, 2012) e sintese
de esterase (KALAIARASAN et al, 2018; AKTAS, YIGIT e AYVILDIZ, 2002). Essa
producdo de enzimas hidroliticas extracelulares favorecem a adeséo e colonizacdo. aos tecidos
e causam danos que proporcionam alteracGes da resposta imunoldgica dos hospedeiros
(PICHOVA et al, 2001).

As especies de Candida ndo albicans demonstram vém demonstrando aumento na
prevaléncia nos ultimos anos, e sdo de identificacdo importante devido a maior resisténcia aos
antifangicos (FERRAZA et al, 2005; WHO, 2013). Candida glabrata se destaca por ser a cepa
mais resistente a antifungicos e a principal responsavel pelos casos de CVV causadas por C.
néo albicans, aproximadamente5% do total de infec¢fes (BARBOSA, et al, 2012; SOBEL 2004
e 1998). Esta espécie apresenta atividade hemolitica (KALAIARASAN et al, 2018), atividade
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de fosfolipase (SACHIN et al, 2013), atividade de proteinase (KALAIARASAN et al, 2018),
atividade estearase (KALAIARASAN et al, 2018; AKTAS, YIGIT e AYVILDIZ, 2002), como
fatores de viruléncia. Contudo, nao apresenta o fendtipo de formacédo de pseudohifa ou tubo
germinativo a 37°C (LARONE, 2002).

Infeccdes por Candida podem, ocasionalmente, ocorrerem em processos de coinfecgéo,
representando menos que 10 % dos diagnosticos, porém, quando ocorre, as espécies mais
comumente encontradas sdo C. albicans associada a C. glabrata (SOBEL, 1998); embora na
pratica clinica outras associacfes entre espécies ja foram observadas (dados ndo publicados).
Neeses casos, o tratamento de coinfec¢bes fungicas é mais dificil, principalmente, pela
dificuldade em diagnosticar e em definir o antifungico ideal, muitas vezes sendo necesséaria a
escolha de mais de um farmaco para a terapia (THEIN et al, 2009).

Outra alteracdo fenotipica importante a viruléncia de Candida é a transicdo branco-
opaco. As microcol6nias apresentar coloracdo branca ou opaca, a alternancia nas coloragdes é
conhecida como “alternancia branca-opaca”. As leveduras podem apresentar-se em formato
redondo e ovoide (fase branca) ou em formato alongado e maior (fase opaca), semelhante ao
do grao de feijdo (SOLL, 2004).

O fenémeno de variedade fenotipica é denominado switching. E reversivel e esta
associado ao patdgeno adaptar-se as mudancgas ambientais durante a infeccéo e disseminacéo.
Em ambientes estressores, o patdgeno altera a superficie celular e da coldnia, metabolismo e
caracteristicas bioquimicas e moleculares. Tal fendmeno torna o patégeno mais virulento
(KULETA, KOZIK e KOZIK, 2009).

A incrivel capacidade de colonizacdo e de resisténcia fungica de algumas espécies de
Candida, estdo diretamente relacionadas a habilidade desses micro-organismos desenvolverem
estruturas tri-demencionais complexas, denominadas Biofilme. (SILVA et al, 2012).
Inicialmente, a adesdo de leveduras de Candida spp. aos tecidos e superficies sélidas é
necessaria a formacdo de biofilme, que pode se formar na superficie de mucosas e até mesmo
em superficies ndo biologicas, como catéteres e dispositivo intra-uterino (DIU)
(SIVASUBRAMANIAN e SOBEL, 2009). Apos a infeccéo, a formacédo do biofilme € a etapa
crucial a sobrevivéncia fangica, levando a sigmificativas falhas de tratamento (PERCIVAL et
al, 2011).

A imunidade inata é responsavel pela defesa inicial contra a infec¢do por Candida spp.
A primeira linha de defesa ¢ desempenhada pela acéo de neutréfilos e macréfagos, ativacdo da
cascata do sistema complemento, morte celular do patdégeno, e opsonizacdo atraves de

receptores do sistema complemento. Receptores, como TOLL-LIKE (TLRs) e as lectinas do
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tipo C (CLRs), atuam no reconhecimento de padrées moleculares presentes na parede celular
de C. albicans. (SMEEKENS et al, 2013). As células do sistema imune produzem citocinas e
quimiocinas pro-inflamatdrias e induzem atividades coestimulatorias e apresentacdo de
antigenos (ROMANI, 2004).

O biofilme, inicia-se com a adesdo das células flngicas a um substrato e, em camadas,
a uma superficie bidtica ou abiotica. Esta adeséo inicial acontece mediada por um filme de
condicionamento que € resultado da modificacdo fisico-quimica da superficie original
(MITTELMAN, 1996).

Uma das problematicas do surgimento de biofilmes se deve a adesdo e incorporacdo de
uma comunidade microbiana a uma matriz extracelular (ECM) composta por substancias
secretadas pelas leveduras, denominada Substancias Poliméricas Extracelulares (EPSS)
(MENOITA et al, 2012). A ECM é composta por glicoproteinas (55%), carboidratos (25%),
lipidios (15%) e &cido nucléico (5%) (ZARNOWSKI et al, 2014). A densidade e espessura dos
biofilmes sdo fatores importantes na patogénese de Candida spp., por dificultarem a acéo
farmacoldgica dos antifungicos e, consequentemente, o tratamento da candidiase (RAMAGE
etal, 2006). A estrutura tridimensional apresenta canais que permitem a circulacdo de nutrientes
assim, 0s micro-organismos envoltos nessa matriz tornam-se mais tolerantes as condicGes
desfavoraveis, resistentes as pressdes do ambiente (ORTEGA-PENA e HERNANDEZ-
ZAMORA, 2018; CERCA, et al 2017).

O biofilme proporciona ao fungo o aumento da resisténcia aos antifingicos, ndo apenas
pela presenca de ECM que dificulta ou impede a penetracdo do agente antimicrobiano
(PERCIVAL et al, 2011; DONOLAN e COSTERTON, 2002; DONLAN, 2001), mas também
devido a possibilidade composi¢do polimicrobiana (JUNG et al, 2017) ao crescimento alterado
(COSTERTON, 2011), resisténcia aumentada ao estresse fisico e quimico (HENRIQUES,
VASCONCELOS, CERCA, 2013), cooperacdao metabdlica (DONLAN, 2002), expressao de
genes de resisténcia (DONLAN, 2002) e presenca de micro-organismos reduzem seu
metabolismo e tornam-se persistentes por inibirem a acdo de moléculas antimicrobianas
(LEBEAUX, GHIGO, BELOIN, 2014; SILVA et al, 2010; DONLAN, 2002). O biofilme
também dificulta a resposta imune de neutréfilos e macréfagos (NETEA et al, 2008).

A formacdo do filme esta relacionada a concentracdo de substancias organicas
disponiveis no meio e a interacdo do micro-organismo com a superficie colonizada. secretam
secrecdo de EPSs promovem ainda mais adesao de outras leveduras, entre si e a superficie. A
multiplicacdo celular forma microcolénias de leveduras aderidas a superficie e 0 aumento de

EPS disponiveis entre as células. As células do biofilme formam hifas e pseudohifas, e a ECM
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acumulada amadurece, atingindo crescimento continuo, e as leveduras ndo aderidas ao biofilme
sdo liberadas e podem colonizar o meio circundante. O desprendimento de fragmentos do
biofilme (etapa de dispersdo) esta intrinsecamente relacionado a propagacéo da infeccdo, auto-
renovacdo da comunidade microbiologica e formacdo de novos biofilmes (Figura 1)
(PERCIVAL et al, 2011).

Figura 1: Etapas de formacao do biofilme de Candida spp.

A) Adesdo inicial de Candida spp a superficie bidtica ou abidtica. B) Secrecdo de substancias poliméricas
extracelulares pelas leveduras. C) Multiplicacdo celular e formacdo de microcol6nias de leveduras aderidas a
superficie. D) Formacdo de hifas, pseudohifas e da matriz polimérica extracelular que envolve as células. E)
Disperséo das leveduras.

A formacéo inicial dos biofilmes pode variar de acordo a cepa de Candida spp. Os
biofilmes de C. albicans, por exemplo, sdo formados principalmente, por dois tipos de células:
leveduras (pequenas e ovais) e hifas (longas e tubulares). As leveduras proliferam e crescem
em formas filamentosas, formando as hifas e pseudohifas (etapas de iniciacdo) (FINKEL e
MITCHELL, 2011).

Candida albicans, adapta a captacdo de nutrientes e o metabolismo as mudancas na

disponibilidade de nutrientes. As alteraces interferem na sobrevivéncia e viruléncia das
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leveduras. Déficit de nitrogénio e glicose em meio de cultivo, por exemplo, favorecem a
transicdo de leveduras para hifas quando in vitro (RAMACHANDRA et al, 2014; MAYER et
al, 2013; HUANG, 2012; HUDSON et al, 2004).

Para a erradicacdo do biofilme, podem ser necessarios a terapia antifungica a longo
prazo e a remocéo fisica do biofilme para controlar a infeccdo (TUMBARELLO et al, 2007;
RAMAGE et al, 2006; RAMAGE, MARTINEZ e LOPEZ-RIBOT, 2006; BAILLIE e
DOUGLAS, 2000), ou ainda o uso, quando possivel, de acido bdérico, que atua rompendo o
biofilme na CVV (NEAL et al, 2019).

Em estudos in vitro, a maturidade do biofilme é atingida em 24h. O biofilme maduro
que contém células leveduriformes, hifas e pseudohifas, apresenta maior estabilidade estrutural
(LOHSE et al, 2018). Ensaios em microplacas observaram que as leveduras em biofilme
demandam maior Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) do antifungico. Para algumas
leveduras, mesmo doses elevadas de antifungico, acima da dose terapéutica, ndo séo eficazes
na erradicacdo do biofilme (BECKER et al, 2016; ALMEIDA et al, 2015; RAMAGE et al, 2012
e 2009).

E importante o conhecimento das espécies de Candida mais prevalentes de acordo com
a regido, uma vez que a suscetibilidade aos medicamentos antifingicos varia entre as espécies.
O estudo das caracteristicas de Candida spp. pode identificar novos alvos terapéuticos e o
desenvolvimento de novas drogas. A terapia contra Candida spp. deve respeitar as
caracteristicas do paciente, a patologia inicial, uso de terapia antifingica prévia (inclusive
profilatica), foco da infeccdo e possibilidade de disseminacdo (YEH et al, 2020;
VALDERRAMA et al, 2018; AGUADO et al, 2011; LORTHOLARY, 2011).

1.5 Resisténcia a antifungicos

Os medicamentos antiflngicos tém sido fundamentais para conter a disseminacao e 0s
agravos das infeccOes fungicas (WENZEL, 1995). A resisténcia aos antifingicos pode
ocasionar o avanco das IF em pacientes de alto risco que receberam profilaxia com antifingicos,
além de comprometimento do prognéstico e maior gasto com a terapia medicamentosa
(RENTZ, HALPERN e BOWDEN, 1998). Assim, o teste de suscetibilidade antifingica é
importante para a gestdo da terapia medicamentosa e monitoramento da resisténcia aos
medicamentos antifingicos (FREITAS, 2014; PFALLER, 2012).

A resisténcia aos medicamentos antifungicos pode ser microbiolégica e/ou clinica. A

resisténcia microbiolégica acontece quando o micro-organismo € inibido apenas por
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concentragcfes do antiflngico superiores ao previsto. A resisténcia clinica acontece quando a
inibicdo ocorre em concentragdes do antifingico previstas, mas estd associada a alta
probabilidade de falha terapéutica. Quando a resisténcia microbioldgica e clinica ocorre
simultaneamente, ndo hé inibicdo do crescimento fangicos na dose prevista pela posologia da
terapia antiflngica, que é a considerada segura. Nestas situacdes, os resultados do MIC indicam
probabilidade de resisténcia microbioldgica (PFALLER, 2012; TURNIDGE e PATERSON,
2007).

A resisténcia esta associada a diversos fatores. A persisténcia e progressdo da infec¢éo
pode acontecer devido a terapia medicamentosa ineficaz (WHITE, MARR, e BOWDEN, 1988),
ou por desenvolvimento de mecanismos moleculares pelos fungos, na presenca de antifungicos
que deveriam ser toxicos. Sdo exemplos desses mecanismos a mutacdo dos receptores do
farmaco (PEMAN, CANTON e ESPINEL-INGROFF, 2009), expressdo de um sistema de
bombas de efluxo (SANGLARD et al, 1997; ALBERTSON et al, 1996), existéncia de biofilme
(KUHN et al, 2002) e respostas pleiotropicas (PFALLER, 2012).

A melhoria da capacidade de identificacdo e validacdo de alvos antifungicos,
influenciada pela tecnologia disponivel para a manipulacdo de fungos patogénicos, tem
permitido melhores processos para o desenvolvimento de medicamentos e vacinas mais
eficientes (MEDICI e POETA, 2015; CASSONE, 2014). As ferramentas genéticas também
permitiram que as pesquisas considerem que o alvo do farmaco deve ser essencial para a
sobrevivéncia fangica no processo infeccioso; o alvo ou inibidor também deve apresentar
toxicidade altamente seletiva para garantir uma relacdo toxico-terapéutica segura e ser
farmacoeconomicamente viavel (HURTGEN, 2012; NOSANCHUK, 2006).

Um fator a ser considerado nas CVV é a resisténcia aos azélicos. Estes s&o os farmacos
antifangicos mais utilizados na prética clinica, principalmente o Fluconazol. Apresentam baixo
custo, exibem toxicidade limitada e estdo disponiveis para administracdo por via oral. Cepas
ndo albicans, de modo geral, possuem maior tolerancia a essa classe de medicamentos
(KENNEDY e SOBEL, 2010). Isolados de C. krusei séo resistentes intrinsecos a Fluconazol e
C. glabrata tem a maior incidéncia de resisténcia ao azolicos entre isolados clinicos de Candida
(PFALLER, 2012; SOBEL, 2007; SINGH et al, 2002).

MutacOes em cepas originalmente sensiveis também geram falha terapéutica e a
necessidade do uso de antifingicos mais potentes, que podem causar efeitos colaterais
potencialmente graves. Antiflngicos da mesma classe terapéutica apresentam padrbes de

sensibilidade e resisténcia semelhantes (CHEN et al, 2018).
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E continua a busca pela identificacio de estratégias para superar a resisténcia fungica
aos medicamentos atuais e a descoberta de farmacos antifungicos com novos mecanismos de
acao e atuacdo em novos alvos fungicos (XIE et al, 2014). A investigacdo quimiogendmica
pesquisa 0 alto rendimento, em nivel gendmico, da interacdo de pequenas moléculas com
células, dessa forma, pode encontrar genes cuja expressao ¢ modulada pelo tratamento de uma
célula com um ou mais compostos. A investigacdo quimiogendmica atua identificando genes
inativados que proporcionam sensibilidade ou resisténcia a um composto quimico especifico
ou a um grupo de moléculas, ou estabelecendo quais compostos quimicos interagem fisica ou
funcionalmente com um alvo biologicamente definido (CHEN et al, 2018; BREDEL e
JACOBY, 2004), o que pode representar uma alternativa para o desenvolvimento de novos

alvos terapéuticos para as infecgdes fungicas.

1.6 Outras estratégias terapéuticas para tratamento da CVV

Embora as novas estratégias de desenvolvimento de antifingicos sejam altamente
promissoras, atualmente, ha poucos antifingicos seguros e eficientes para o tratamento de
CVV, levando a busca pelo desenvolvimento de outras estratégias coadjuvantes de tratamento.

Os probioticos sdo micro-organismos vivos (bactérias), usados em alimentos e em
preparacOes farmacéuticas, que apresentam efeitos nutricionais, fisiol6gicos e antimicrobianos
(PEIVASTEH-ROUDSARI et al, 2019; ANADON, MARTINEZ-LARRANAGA, M. R.;
MARTINEZ , 2006; FULLER, 1989), e que foram assim designados inicialmente por Lilley e
Stillwell (1965) (OLIVEIRA et al, 2002).

A acdo dos probidticos melhora a salde e impactam positivaamente na modulagdo do
sistema imune (PRAKASH-ROUDSARI et al, 2011). Além disso, a escolha das bactérias
probidticas deve ser embasada na seguranca ao ser humano. Preferencialmente, as cepas devem
ter origem no trato gastrointestinal de humanos saudaveis, para estimularem a resposta imune
(SAARELA et al, 2000), ndo causarem doencas nem efeitos colaterais (SAARELA et al, 2000),
serem resistentes aos sais biliares (SAARELA et al, 2000), ndo possuirem genes indutores de
resisténcia aos antimicrobianos (SAARELA et al, 2000), apresentarem boa capacidade de aderir
e colonizar mucosas (SAARELA et al, 2000), produzirem compostos antimicrobianos, ter
atividade metabdlica intestinal (CHARTERIS et al, 1998), e serem capazes de sobreviver a
passagem pelo trato gastrointestinal, para que possam colonizar o intestino (SAARELA et al,
2000; YAMAZAKI, et al, 1982).
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Tradicionalmente, sdo empregadas como probidticos cepas microbianas de espécies de
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. (HASSLOF e STECKSEN-BLICKS, 2020), embora
novas cepas microbiana sejam incluidas como probidticos, como, por exemplo, Bacillus
coagulans e Bacillus subtilis (JAFARI et al, 2017).

Apesar do risco de infeccdo por Lactobacillus spp. relatado ser de um em um milhéo e
o risco de morte seja muito baixo, é importante garantir a seguranca e eficicia aos usuarios dos
probidticos, principalmente, se os usuarios forem imunocomprometidos, pela vulnerabilidade
as infeccdes oportunistas (SANDERS et al, 2010; BORRIELLO et al, 2003). Alguns estudos,
relacionam Lactobacillus spp. as infeccdes como bacteremia, endocardite, meningite e
pneumonia (SALMINEN et al, 2002; PEIVASTEH-ROUDSARI et al, 2019; MACKAY et al,
1999).

Por outro lado, o0 emprego destes micro-organismos, como coadjuvantes no tratamento
de CVV, é relevante. Estudos demonstram que a presenca de Lactobacillus spp. na microbiota
vaginal promove a reducdo do desenvolvimento de CVV (BEAMER et al, 2017; SPURBECK
e ARVISDSON, 2011; SOBEL, 1990).

Lactobacillus spp. sdo 0s micro-organismos predominantes na microbiota vaginal da
maioria das mulheres sem infecc¢des vaginais (PETROVA et al, 2015), presentes na microbiota
vaginal, exercem funcéo protetora e reduzem a viruléncia de Candida spp. (VERDENELLI et
al, 2014). Lactobacillus spp. impedem o crescimento de outros micro-organismos devido a
competicdo por nutrientes (MATSUBARA et al, 2016) e por locais de adesdo as células
epiteliais (REID, 2000), inclusive, produzem substancias biosurfactantes que reduzem a adesédo
de Candida spp. (ZAKARIA, 2013). Também sdo descritas na literatura a capacidade de
suprimirem a expressao de genes inflamatdrios induzidos por C. albicans (LEBEER,
VANDERLEYDEN, DE KEERSMAECKER, 2010), melhorarem a resposta imunoldgica das
células epiteliais vaginais (MATSUBARA et al, 2016; MENDONCA et al, 2012), produzirem
substancias microbicidas (FUOCHI et al, 2018; SGIBNEV e KREMLEVA, 2015;
AROUTCHEVA et al, 2001) e interferirem na formacdo de tubos germinativos, hifas e
biofilmes (MATSUBARA et al, 2016; ORSI et al, 2014).

Lactobacillus spp. também produzem diversas substancias com ac¢do microbicida, como
por exemplo &cido aceético, acido latico (TACHEDJIAN et al, 2017), bacteriocinas (FUOCHI
et al, 2018; ZIARRUSTA, 2002), biossurfactantes (SATPUTE, 2016), perdoxido de hidrogénio
(SGIBNEV e KREMLEVA, 2015) e moléculas de coagregacdo (KOVACHEV, 2018;
AROUTCHEVA et al, 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hassl%C3%B6f%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31940624
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stecks%C3%A9n-Blicks%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31940624
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O é&cido latico, por exemplo, é produzido pelos Lactobacillus spp. por meio da
fermentacdo de carboidratos, principalmente glicogénio e proporciona protecdo contra
colonizacdo de micro-organismos patdégenos (O’HANLON, MOENCH e CONE, 2013). As
bacteriocinas permeiam a membrana celular de patogenos (STOYANCHEVA et al, 2014).

A producdo de peroxido de hidrogénio, por Lactobacillus spp., é favorecida em testes
in vitro. Entretanto, estudos indicam que, em ambiente anaerébio como é o meio vaginal, a
producdo pode ser insuficiente para causar toxicidade aos patégenos (O’HANLON, MOENCH
e CONE, 2013).

Assim, estudos sugerem que Lactobacillus spp. podem atuar na inibicdo direta do
crescimento de Candida spp., no desenvolvimento do biofilme, no processo de transicao
levedura-hifa, modulacédo da resposta imune e desenvolvimento da candidiase (TACHEDJIAN
etal, 2017; MATSUBARA, 2016).

1.7 Microbiota vaginal e importancia de Lactobacillus spp.

Ao longo da vida, a microbiota vaginal sofre alteracfes quantitativas e qualitativas.
Inclusive alteragcbes hormonais e do epitélio vaginal (GAJER et al, 2012; FARAGE e
MAIBACH, 2006). Em mulheres saudaveis, inimeros micro-organismos convivem na
microbiota vaginal. Lactobacillus spp. sdo os principais componentes da secre¢do vaginal,
aproximadamente entre 107 e 10® Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro (CFU/mL)
(MARTINEZ, 2008).

Atualmente, a microbiota vaginal é classificada em cinco categorias ou Community
State Types (CST), a saber: CST | (dominada por Lactobacillus crispatus), CST Il (por
Lactobacillus gasseri), CST Il (por Lactobacillus iners), CST IV-A (possui proporcdes
menores de Lactobacillus spp. e maiores de micro-organismos anaerdbios, dos géneros
Anaerococcus, Peptoniphilus, Prevotella e Steptococcus; e espécies que podem ser patogénicas
Gardnerella vaginalis ou Mobiluncus spp.), CST IV-B (reduzida quantidade de Lactobacillus
spp. e proporgdes elevadas de Atopobium vaginae, Megasphaera sp., Clostridiales, entre outras
espécies gque causam vaginite bacteriana). As CST | e CST Il sdo consideradas como mais
protetoras contra infecgfes (MITRA et al, 2016; BROTMAN et al, 2014; GAJER et al, 2012,
RAVEL et al, 2011).

Além das espécies citadas acima, também costumam ser encontrados na vagina L.
jensenii, além de outros como L. rhamnosus, L. casei e L. plantarum, que acessam o trato genital
devido a proximidade ao anus (CASTRO et al, 2015; GONCALVES et al, 2016).
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Ledo et al (2015) relataram que L. rhamnosus proporciona reducdo significativa do
crescimento de C. albicans, quando comparado ao crescimento desenvolvido no cultivo da
levedura apenas. Nesse estudo, houve reducao na formacgéo do tubo germinativo de Candida
apos interacao por 48 ou 72 horas e reducao na formacédo do biofilme. Os resultados sugerem
que a coexisténcia poderia reduzir a patogenicidade e favorecer o controle da candidiase. Outra
hipotese levantada pelos autores é a de que os L. rhamnosus séo capazes de produzir substancias
com atividade antifingica ou modificar o ambiente a ponto de prejudicar o crescimento das
leveduras.

Matsubara et al (2016) demonstraram que além de L. rhamnosus, também L. casei e L.
acidophilus séo capazes de reduzir a formagéo de biofilmes de Candida e inibir a diferenciagdo
celular da levedura, principalmente na fase inicial de colonizacdo. Ensaios clinicos indicam a
eficacia do uso de cepas probioticas de Lactobacillus no tratamento de CVV complicada. O uso
de probidticos mostrou ser capaz de reduzir a recorréncia de complicacfes de CVV em um
periodo de 6 meses (DAVAR et al, 2016).

O uso de Lactobacillus probidticos combinados com medicamentos antifngicos foi
estudado por De Seta et al (2014). Os resultados sugerem um aumento significativo de
Lactobacillus spp. e melhora do desconforto vaginal, apds tratamento com probidticos seguido
por medicacdo antifingica. Martinez et al (2009) descreveu a acdo do L. rhamnosus, por via
oral, associado ao tratamento com Fluconazol. A associacdo reduziu os sintomas da CVV em
guatro semanas, assim como o crescimento in vitro da levedura.

O trabalho de Kohler et al (2012) mostrou que a presenca de L. rhamnosus e L. reuteri
aumenta a expressdo de genes relacionados ao estresse e diminui a expressao de genes
envolvidos na resisténcia ao Fluconazol em C. albicans, o que pode explicar o aumento da
erradicacdo do fungo em terapias combinadas de probidticos e antifingicos.

O estudo realizado por Davar et al (2016) sugere que o tratamento com Fluconazol
150mg (dose Unica) e probidticos, durante seis meses, apresentou maior reducdo de
aparecimento de CVVR, quando comparado ao resultado apresentado pelo grupo de mulheres
gue recebeu com Fluconazol 150mg (dose Unica) e placebo de probidticos.

Embora, os trabalhos citados sugiram fortemente que o uso de Lactobacillus e
probidticos podem contribuir para a resolucdo dos casos de CVV e CVVR, existem algumas
limitacOes nesses estudos, como a realizacdo do teste somente in vitro e da inclusdo apenas de
uma espécie fungica, geralmente ATCC. Entretanto, o estudo preocupou-se em avaliar C.
albicans, a espécie ainda considerada a mais prevalente em casos de CVV nos ultimos anos,

além de incluir C. glabrata a segunda espéecie mais frequente em CVV (SOBEL, 2010), cujo
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namero de casos de CVV tem aumentado, embora tenhamos permanecido no campo da
avaliacdo in vitro. Destaco que € importante estudar o efeito do uso de probidticos nestas
espécies e em outras espécies de Candida envolvidas na etiologia das doengas vulvovaginais,

principalmente em estudos clinicos.

1.8 Justificativa

A possibilidade da acdo microbicida de Lactobacillus spp., devido a secrecdo de
substancias e a presenca na microbiota de individuos saudaveis despertou interesse no
desenvolvimento de uma pesquisa que avaliasse in vitro a agdo microbicida de Lactobacillus
spp. sobre C. albicans e C. glabrata, leveduras predominantes nas CVV. A investigacdo da
acao de Lactobacillus spp. pode auxiliar como coadjuvantes as terapias antifingicas de CVV,
como estratégias de protecdo e/ou recuperacdo da microbiota vaginal e pode reduzir os impactos
causados a saude.

C. albicans foi selecionada para o estudo por ser a espécie dominante nas CVV e CVVR,
e por estar presente na microbiota gastrointestinal e no trato geniturinario da maioria das
mulheres (SOBEL, 2016). Candida glabrata foi selecionada para o estudo por ser a espécie
ndo-albicans mais isolada da vagina, em mulheres sintométicas. Além das cepas padréo
(ATCC), as espécies de C. albicans e C. glabrata estudadas, foram oriundas de isolados clinicos
laboratoriais de mulheres com CVV, e ambas as espécies apresentam multirresisténcia aos
antifngicos usuais.

Cepas de L. acidophillus, L. casei, L. casei shirota, L. crispatus, L. johnsonii, L.
paracasei e L. rhamnosus foram selecionados em virtude de caracteristicas como a secrecao de
substancias com acdo microbicida, presenca na microbiota gastrointestinal e no trato
geniturinario de pessoas saudaveis (FUOCHI et al, 2018; SGIBNEV e KREMLEVA, 2015),
além da sua disponibilidade. As cepas foram gentilmente cedidas a Prof® Dr? Yanna Nébrega,

pela Farmacotécnica®, farmacia de manipulag&o.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade inibitoria de Lactobacillus spp. sobre cepas de Candida albicans

e C. glabrata em modelo in vitro.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a agdo inibitoria das cepas de L. acidophillus, L. casei, L. casei shirota, L.
crispatus, L. johnsonii, L. paracasei e L. rhamnosus sobre cepas de C. albicans ATCC 90023,
C. albicans IC 216 e C. glabrata ATCC 90030 e IC 15.

Investigar o efeito inibitorio das cepas de Lactobacillus spp. sobre a producéo de hifas
e pseudo-hifas em C. albicans (ATCC 90023, IC 216 e SC 5314).

Analisar o efeito inibitorio das cepas de Lactobacillus spp. sobre a formacéo de biofilme
em cepas de C. albicans (ATCC 90023 e IC 216) e C. glabrata (ATCC 90030 e IC 15).

Comparar a acdo de Lactobacillus spp. e de solucdo sobrenadante de cultivo de
Lactobacillus spp sobre a formacéo de hifas e biofilme em cepas C. albicans (ATCC 90023 e
SC 5314).

Avaliar o efeito antifungico dos sobrenadantes de Lactobacillus spp. e compara-los ao

efeito da Anfotericina B e Fluconazol.
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3 METODOLOGIA

3.1 Origem dos micro-organismos e aspectos éticos

Foram utilizadas, nesta pesquisa, as cepas: C. albicans American Type Culture Colletion
ATCC 90023, C. albicans IC 216 (isolado clinico), C. glabrata American Type Culture
Colletion ATCC 90030, C. glabrata IC 15 (isolado clinico) e C. albicans SC 5314, que
apresenta proteina verde fluorescente (green fluorescent protein — GFP), esta Ultima,
gentilmente cedida pela professora lldinete Silva-Pereira, do Laboratério de Biologia
Molecular, Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (IB-UnB).

As cepas de Lactobacillus utilizadas — L. acidophillus (cepa LAB85, Active
Pharmaceutica, Lote WK20191003002), L. casei (Gamma, Lote AF43180921), L. casei shirota
(Yakult®, Lote H1336), L. crispatus (cepa THT031402, Lemma, Lote H14C2), L. johnsonii
(cepa LJ-G55, Lemma, Lote IG1703), L. paracasei (Gamma, Lote AF43190287), L. rhamnosus
(cepa LR-G14, Lemma, Lote HK0202), foram gentilmente cedidas pela Farmacotécnica®,
farmacia de manipulacdo. L. casei shirota utilizado foi isolado a partir de leite fermentado
comercial (Yakult®— Lote H1336), e sua identidade foi confirmada empregando a metodologia
de MALDI TOF.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa/ Faculdade de Medicina
(CEP/FM) pelo parecer consubstanciado numero 1.572.449/2016, no que tange as cepas
clinicas empregadas no estudo, pois o trabalho in vitro com uso de cepas ATCC, ndo necessita

de aprovacao ética.

3.2. Manutencao e cultivo de Candida spp. e Lactobacillus spp.

3.2.1. Manutencéo e cultivo de Candida spp.

Todas as amostras empregadas foram conservadas em solugéo aquosa de glicerol a 10%
e congeladas a -20°C em microtubos de 1,5mL até utilizagdo na pesquisa. Em momento
oportuno, os isolados fungicos foram cultivados a 35°C (£ 2°C) por 24 horas, em tubos de ensaio
contendo 2mL de caldo Yeast Malt (YM) Acumedia® (Neogen do Brasil, S&o Paulo, Brasil)

para emprego nos ensaios realizados.
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3.2.2 Manutencéo e cultivo de Lactobacillus spp.

Todas as amostras isoladas foram conservadas em solucdo aquosa de glicerol a 10% e
congeladas a -20°C em microtubos de 1,5mL, onde foram mantidas para recuperacdo e
processamento posterior. Os isolados bacterianos de Lactobacillus spp. foram cultivados a 35°C
(= 2°C) por 24 horas, em tubos de ensaio contendo 2mL de caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS),
do fabricante Acumedia® (Neogen do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) para emprego nos ensaios

realizados.

3.3. Preparo dos meios de cultura YM e MRS empregados para cultivo de micro-

organismos

3.3.1. Meio de cultura YM

O meio de cultura YM BROTH Acumedia® (Neogen do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) foi
utilizado para o cultivo das espécies fungicas de Candida spp. O caldo YM é composto por:
gelatina 0,5%, extrato de malte 0,3%, dextrose 1% e extrato de levedura 0,3%. O pH do meio
liguido foi medido e ajustado para obtencdo de um pH final de 6,2 (+ 2) em pHmetro
(GEHAKA® PG2000, Sio Paulo, Brasil).

Apbs a reidratacdo, o meio YM foi distribuido em tubos de ensaio contendo 2mL do
caldo YM, que foram esterilizados a 121 °C por 15 minutos em autoclave a vapor. Nos tubos
estéreis, foram adicionados 10 pL da suspensdo de cada amostra isolada conservadas em
solugdo aquosa de glicerol a 10%. Apo6s a inoculagdo de uma amostra por tubo, foi realizado o
cultivo a 35°C (z 2°C) por 24 horas.

3.3.2. Meio de cultura MRS

Lactobacillus spp. foram cultivados em meio de cultura LACTOBACILLI MRS
BROTH Acumedia® (Neogen do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Este meio é conhecido assim, por
ter sido inicialmente formulado por seus autores Man, Rogosa e Sharpe em 1960 (DE MAN,
ROGOSA E SHARPE, 1960). O caldo do meio MRS utilizado é composto por: enzima
digestiva de tecido animal 1%, extrato de carne 1%, extrato de levedura 0,5%, dextrose 2%,
acetato de sodio 0,5%, polissorbato 80 0,1%, fosfato de dissodio 0,2%, citrato de amdnio 0,2%,

sulfato de magneésio 0,01% e sulfato de manganés 0,005%. O pH do meio liquido foi mensurado
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e ajustado para obtencdo de um pH final de 6,5 (+ 2) em pHmetro (GEHAKA® PG2000, Séo
Paulo, Brasil).

O meio foi suspenso em agua destilada e distribuido em tubos de ensaio contendo 2mL
do caldo MRS, que foram esterilizados a 121°C por 15 minutos em autoclave. Nos tubos
estéreis, foram adicionados 10uL da suspensédo de cada amostra isolada conservadas em solugao
aquosa de glicerol a 10%. Apos a inoculagdo de uma amostra por tubo, foi realizado o cultivo
a 35°C (x 2°C) por 24 horas.

3.4. Método empregado para o cocultivo

3.4.1. Isolados microbianos empregados no cocultivo

Para a técnica de cocultivo de micro-organismos, foram utilizados isolados de C.
albicans ATCC 90023, C. albicans IC 216, C. albicans SC 5314, C. glabrata ATCC 90030, C.
glabrata IC 15, L. acidophillus, L. casei, L. casei shirota, L. crispatus, L. johnsonii, L.
paracasei e L. rhamnosus.

A partir de culturas puras e frescas de C. albicans e C. glabrata cultivadas em caldo YM
Acumedia® (Neogen do Brasil, S&o Paulo, Brasil) a 35°C (+ 2°C) por 24 h, e culturas puras e
frescas de Lactobacillus spp. cultivadas em caldo MRS Acumedia® (Neogen do Brasil, S&o
Paulo, Brasil), por 24 h a 35°C (x 2°C) foi realizada a técnica de cocultivo de acordo com Kang
et al. (2017), com modificacGes descritas a seguir.

Apés o periodo de incubacdo de 24h, os cultivos isolados foram analisados por
espectrofotometria empregando Espectrofotometro BTS 310 (BioSystems®, Barcelona,
Espanha) e comprimento de onda de 578 nm, e as leituras em Densidade Optica (DO) foram
ajustadas.

Os meios de cultura YM para Candida spp. e MRS para Lactobacillus spp. puros foram
considerados solucéo de referéncia para leitura do espectrofotdometro. Apos a preparacdo dos
indculos com Candida spp. e Lactobacillus spp., as DO foram ajustadas para valores entre 0.070
e 0.085, que correspondem ao nimero de micro-organismos, neste caso leveduras e bactérias
na concentragdo de 1 x 10%e 1 x 108 micro-organismos/mL, respectivamente (KANG et al,
2018; CLSI, 2004)..

Os cocultivos foram realizados em tubos contendo 4mL de caldo MRS e YM

volume/volume (v/v), e indculo ajustado na mesma concentragdo de Candida spp. (1 x 10°
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bactérias/mL) e Lactobacillus spp (1 x 108 leveduras/mL) (KANG et al, 2018; CLSI, 2004). Os
grupos avaliados estdo descritos no quadro 1.

Os tubos com o cocultivo foram incubados a temperatura de 35°C (£ 2°C), no periodo
de 48h. Como Controle Positivo (CP), sem interferéncia externa de crescimento, para as
espécies de Candida foram utilizados 2mL de caldo YM e 1 x 10° leveduras/mL, para os
Lactobacillus spp. foram utilizados 2mL de caldo MRS e 1 x 108 bactérias/mL. Os meios YM
e MRS puros foram empregados como controles negativos (CN). Todos os CPs foram

incubados na mesma condicéo dos testes, que foram realizados em triplicata técnica e biologica.

Quadro 1 — Grupos de micro-organismos analisados em cultivo e cocultivo

Grupos Cocultivo
1 Candida albicans ATCC 90023 (CP)
2 Candida albicans ATCC 90023 + Lactobacillus acidophillus
3 Candida albicans ATCC 90023 + Lactobacillus casei
4 Candida albicans ATCC 90023 + Lactobacillus casei shirota
5 Candida albicans ATCC 90023 + Lactobacillus crispatus
6 Candida albicans ATCC 90023 + Lactobacillus johnsonii
7 Candida albicans ATCC 90023 + Lactobacillus paracasei
8 Candida albicans ATCC 90023 + Lactobacillus rhamnosus
9 Candida albicans IC 216 (CP)
10 Candida albicans IC 216 + Lactobacillus acidophillus
11 Candida albicans IC 216 + Lactobacillus casei
12 Candida albicans IC 216 + Lactobacillus casei shirota
13 Candida albicans IC 216 + Lactobacillus crispatus
14 Candida albicans IC 216 + Lactobacillus johnsonii
15 Candida albicans IC 216 + Lactobacillus paracasei
16 Candida albicans IC 216 + Lactobacillus rhamnosus
17 Candida albicans SC 5314 (CP)
18 Candida albicans SC 5314 + Lactobacillus acidophillus
19 Candida albicans SC 5314 + Lactobacillus casei
20 Candida albicans SC 5314 + Lactobacillus casei shirota
21 Candida albicans SC 5314 + Lactobacillus crispatus
22 Candida albicans SC 5314 + Lactobacillus johnsonii
23 Candida albicans SC 5314 + Lactobacillus paracasei
24 Candida albicans SC 5314 + Lactobacillus rhamnosus
25 Candida glabrata ATCC 90030 (CP)
26 Candida glabrata ATCC 90030 + Lactobacillus acidophillus
27 Candida glabrata ATCC 90030 + Lactobacillus casei
28 Candida glabrata ATCC 90030 + Lactobacillus casei shirota
29 Candida glabrata ATCC 90030 + Lactobacillus crispatus

Continua
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Continuacéo

Grupos Cocultivo
30 Candida glabrata ATCC 90030 + Lactobacillus johnsonii
31 Candida glabrata ATCC 90030 + Lactobacillus paracasei
32 Candida glabrata ATCC 90030 + Lactobacillus rhamnosus
33 Candida glabrata IC 15 (CP)
34 Candida glabrata IC 15 + Lactobacillus acidophillus
35 Candida glabrata IC 15 + Lactobacillus casei
36 Candida glabrata IC 15 + Lactobacillus casei shirota
37 Candida glabrata IC 15 + Lactobacillus crispatus
38 Candida glabrata IC 15 + Lactobacillus johnsonii
39 Candida glabrata IC 15 + Lactobacillus paracasei
40 Candida glabrata IC 15 + Lactobacillus rhamnosus

CP- Controle Positivo

3.5. Contagem de Unidades Formadoras Col6nias (CFU)

Apbs o periodo de incubacdo no meio misto empregado durante o cocultivo, foi retirada
uma aliquota de 10uL para fazer uma diluicdo de 1:100 em solucao salina 0,9%. A partir desta
diluicdo foi realizada uma nova dilui¢do de 1:1000 em solucgéo salina 0,9% (CLSI, 2005). Da
diluicdo final (1:100.000) foram inoculados 10pL em placas de Petri contendo o meio MRS
solido suplementado com o corante vermelho neutro a 1%, que foram incubados a 37°C por 48
horas. A atividade microbicida de Lactobacillus spp. sobre as espécies de Candida spp. foi
avaliada pela contagem de CFU/mL. Todas as amostras e CPs foram testadas em triplicata
técnica e biologica.

O corante vermelho neutro foi empregado para facilitar a distin¢cdo entre as coldnias de
Candida spp. e Lactobacillus spp. O corante proporciona coloracdo diferente as colénias de
Candida spp. e Lactobacillus spp, que varia em tons de rosa. Para a triagem, as coloracfes das
coldnias foram comparadas a coloracéo das col6nias do CP e realizou-se esfregaco em Iamina,
seguida da aplicacdo da técnica de coloracdo de Gram. Finalmente, realizou-se a contagem,

individualmente, para cada espécie (Figura 2).
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Figura 2 — llustracdo do Cocultivo: Candida albicans ATCC 90023 e Lactobacillus crispatus
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3.6. Acao de Lactobacillus spp. sobre biofilmes de Candida spp.

Para avaliacédo da acéo de Lactobacillus spp. sobre o biofilme de Candida spp., foram
utilizadas 1 x 10° leveduras/mL e 1 x 10% células bacterianas/mL de cada espécie de
Lactobacillus. As cepas de fungos foram cultivadas em caldo de YM e as de bactérias em caldo
MRS, por 24h. Apo6s o cultivo inicial, as solugdes foram analisadas por espectrofotometria
empregando o método descrito no item 3.4.1.

Em placa de 24 pocos de fundo chato foram adicionadas laminulas circulares. As
laminulas foram lavadas, previamente, com acido acético glacial 10%, em seguida com alcool
96°GL, secas em estufa e esterilizadas a 121°C por 15 minutos em autoclave a vapor e secas
novamente em estufa a 100°C.
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Em seguida, foi realizado o cocultivo de indculos ajustados na mesma concentracao de
Candida spp. e Lactobacillus spp em 750uL g.s.p. de caldo MRS e YM volume/volume (v/v).
Posteriormente, ao cocultivo, adicionou-se 750uL meio RPMI 1640 suplementado com 10%
(v/v) de soro fetal bovino (SFB). O volume final foi de 1500 pL/pogo.

Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24h. Apds a incubagdo, as laminulas
circulares foram coradas, pelo método da coloracdo de Gram, ainda dentro da placa. Apds a
coloracdo, as laminulas foram retiradas das placas, fixadas em laminas para microscopia com
verniz vitral e fotografadas em microscopio optico Nikon® Labophoto-2, com a lente objetiva
de aumento de 40x.

As cepas de Candida spp. testadas foram: C. albicans ATCC 90023, C. albicans (SC
5314), C. albicans IC 216, C. glabrata ATCC 90030 e C. glabrata IC 15. As cepas de
Lactobacillus spp. utilizadas foram: L. acidophillus, L. casei, L. casei shirota, L. crispatus, L.
johnsonii, L. paracasei e L. rhamnosus. A combinacdo de micro-organismos inoculados esta

descrita no quadro 1.

3.7 Avaliacéo do potencial inibitério minimo

Para a analise da resisténcia das leveduras aos farmacos antifungicos, foi realizado o
teste do potencial inibitorio. Este teste identificou a menor concentragdo de agente
antimicrobiano, famarco ou solucdo de sobrenadantes de Lactobacillus spp. que inibe
completamente o crescimento do organismo nos pocos de microdiluicdo, conforme detectado a
olho nu. A técnica foi adaptada a partir do teste de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC)
(BARRY et al, 1978).

Para esta andlise foi empregado a solucdo sobrenadante do cultivo de Lactobacillus spp.
apos 24h, sem nenhuma diluicdo. As solucdes foram centrifugadas e filtradas usando filtro de
0.22p e reservadas para emprego no teste.

Foram utilizadas placas de 96 pocos contendo RPMI 1640, suplementado com 10%
(v/v) de SFB, e 1 x 103 levedura/poco (Figura 3). O volume total de cada poco totalizou 100
pL. Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24h. Apds a incubacdo inicial, foram
adicionados 20puL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) em cada pogo. Esse corante é
incolor na forma oxidada e vermelho quando reduzido por micro-organismos, devido a
formagéo de formazano, sendo utilizado como teste para comprovar a viabilidade celular. A
placa foi, novamente, incubada a 37°C por 2 horas (BELOTI et al, 1999).
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As cepas de Candida spp. testadas foram: C. albicans ATCC 90023, C. albicans IC 216,
C. glabrata ATCC 90030 e C. glabrata IC 15. As substancias antifingicas testadas foram:
Anfotericina B, Fluconazol, e sobrenadantes de L. acidophillus, L. casei, L. casei shitora, L.
crispatus, L. johnsonii, L. paracasei e L. rhamnosus.

Os farmacos Anfotericina B (Lote: 019202, United Medical LTDA, EUA) e Fluconazol
(Lote: AKPOQ07106, Sanofi Medley Farmacéutica LTDA, Brasil), solubilizados em
dimetilsulfoxido (DMSO) foram selecionados como substancias controle para avaliacdo do
potencial inibitorio. As solucbes foram preparadas nas concentracdes Anfotericina B

0,25ug/mL e Fluconazol 2ug/mL. Os grupos avaliados estdo descritos no quadro 2.

Quadro 2 — Grupos de micro-organismos analisados em cultivo e cocultivo (potencial inibitério minimo)

Grupos Cocultivo
1 Candida albicans ATCC 90023 (CP)
2 Candida albicans ATCC 90023 + Anfotericina B
3 Candida albicans ATCC 90023 + Fluconazol
4 Candida albicans ATCC 90023 + sobrenadante Lactobacillus acidophillus
5 Candida albicans ATCC 90023 + sobrenadante Lactobacillus casei
6 Candida albicans ATCC 90023 + sobrenadante Lactobacillus casei shirota
7 Candida albicans ATCC 90023 + sobrenadante Lactobacillus crispatus
8 Candida albicans ATCC 90023 + sobrenadante Lactobacillus johnsonii
9 Candida albicans ATCC 90023 + sobrenadante Lactobacillus paracasei
10 Candida albicans ATCC 90023 + sobrenadante Lactobacillus rhamnosus
11 Candida albicans IC 216 (CP)
12 Candida albicans IC 216 + Anfotericina B
13 Candida albicans IC 216 + Fluconazol
14 Candida albicans IC 216 + sobrenadante Lactobacillus acidophillus
15 Candida albicans IC 216 + sobrenadante Lactobacillus casei
16 Candida albicans IC 216 + sobrenadante Lactobacillus casei shirota
17 Candida albicans IC 216 + sobrenadante Lactobacillus crispatus
18 Candida albicans IC 216 + sobrenadante Lactobacillus johnsonii
19 Candida albicans IC 216 + sobrenadante Lactobacillus paracasei
20 Candida albicans IC 216 + sobrenadante Lactobacillus rhamnosus
21 Candida albicans SC 5314 (CP)
22 Candida albicans SC 5314 + Anfotericina B
23 Candida albicans SC 5314 + Fluconazol
24 Candida albicans SC 5314 + sobrenadante Lactobacillus acidophillus
25 Candida albicans SC 5314 + sobrenadante Lactobacillus casei
26 Candida albicans SC 5314 + sobrenadante Lactobacillus casei shirota
27 Candida albicans SC 5314 + sobrenadante Lactobacillus crispatus
28 Candida albicans SC 5314 + sobrenadante Lactobacillus johnsonii
29 Candida albicans SC 5314 + sobrenadante Lactobacillus paracasei

Continua
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Grupos Cocultivo
30 Candida albicans SC 5314 + sobrenadante Lactobacillus rhamnosus
31 Candida glabrata ATCC 90030 (CP)
32 Candida glabrata ATCC 90030 + Anfotericina B
33 Candida glabrata ATCC 90030 + Fluconazol
34 Candida glabrata ATCC 90030 + sobrenadante Lactobacillus acidophillus
35 Candida glabrata ATCC 90030 + sobrenadante Lactobacillus casei
36 Candida glabrata ATCC 90030 + sobrenadante Lactobacillus casei shirota
37 Candida glabrata ATCC 90030 + sobrenadante Lactobacillus crispatus
38 Candida glabrata ATCC 90030 + sobrenadante Lactobacillus johnsonii
39 Candida glabrata ATCC 90030 + sobrenadante Lactobacillus paracasei
40 Candida glabrata ATCC 90030 + sobrenadante Lactobacillus rhamnosus
41 Candida glabrata IC 15 (CP)
42 Candida glabrata IC 15 + Anfotericina B
43 Candida glabrata IC 15 + Fluconazol
44 Candida glabrata IC 15 + sobrenadante Lactobacillus acidophillus
45 Candida glabrata IC 15 + sobrenadante Lactobacillus casei
46 Candida glabrata IC 15 + sobrenadante Lactobacillus casei shirota
47 Candida glabrata IC 15 + sobrenadante Lactobacillus crispatus
48 Candida glabrata IC 15 + sobrenadante Lactobacillus johnsonii
49 Candida glabrata IC 15 + sobrenadante Lactobacillus paracasei
50 Candida glabrata IC 15 + sobrenadante Lactobacillus rhamnosus

CP- Controle Positivo

Ap6s a incubacdo final, foi retirada uma aliquota de 10uL de cada poco que nédo

apresentou crescimento da levedura. Esta aliquota foi semeada em placa contendo o meio
Sabouraud Dextrose sélido (SDA) e incubadas a 37°C por 24h. Ao final do periodo de

incubacdo, verificou-se 0 nimero de CFUs para confirmacdo da inibi¢cdo do crescimento de

leveduras, quando houve auséncia total de crescimento microbiano.
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Figura 3 — llustracdo do experimento MIC

3.8. Ensaios de interacéo entre cepas de Candida albicans, Lactobacillus spp. e solugdo
sobrenadante de cultivo de Lactobacillus spp. para avaliacdo sobre a formacéao de hifas e

a producéo de biofilme

Para avaliagéo da interagdo entre Lactobacillus spp. e C. albicans foram analisadas as
cepas de L. casel, L. crispatus, L. rhamnosus, C. albicans ATCC 90023 e C. albicans SC 5314.
Neste ensaio, utilizou-se a camara de Neubauer para contagem de células, ap6s cultivo dos
micro-organismosCP. Candida spp. foram cultivadas em caldo YM e Lactobacillus spp. foram
cultivadas em caldo MRS. A suspensao das células em caldo foi padronizada, ap6s cada cultivo,
por espectrofotometria empregando Espectrofotdmetro BTS 310 (BioSystems®, Barcelona,
Espanha) e comprimento de onda de 578 nm e as leituras em Densidade Optica (DO) foram
ajustadas. Ajustou-se o indculo na mesma concentracéo de Candida spp. (1 x 10° bactérias/mL)
e Lactobacillus spp (1 x 108 leveduras/mL) (KANG et al, 2018; MOSTACO-GUIDOLIN,
2009).

Em seguida, 100puL de cada uma das concentragdes descritas anteriormente, diluidas em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) foram adicionadas
em placas de 96 pocos de fundo chato totalizando um volume final de 200uL/ po¢o. Em seguida,
as placas foram incubadas a 37°C por 24h. Ap6s a incubacéo, as placas foram fotografadas com
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microscopio Eclipse Nikon E200 Mrm e cAmera CCD (Carl Zeiss GmbH), com a lente objetiva
de aumento de 400x. As imagens foram capturadas empregando o software Zen® (Carl Zeiss,
2012).

A cepa C. albicans SC 5314 é fluorescente e inicia a producéo de tubo germinativo apds
2h de cultivo. Para efeitos comparativos da acdo das cepas de Lactobacillus spp. sobre C.
albicans SC 5314, empregou-se a cepa C. albicans ATCC 90023 para compara¢do com a agéo
das espécies de Lactobacillus spp. sobre a formacéo de hifas e a producéo de biofilme pelas

espécies de Candida avaliadas.
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4 RESULTADOS

4.1. Avaliacao da atividade microbicida de cepas de Lactobacillus sobre espécies de

Candida spp.

Para analise da atividade microbicida das cepas de Lactobacillus acidophillus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus, sobre as cepas de Candida
albicans (ATCC 90023 e IC 216), e Candida glabrata (ATCC 90030 e IC 15), ap6s 0 método
de cocultivo, empregaou-se a analise quantitativa de células leveduriformes e bacterianas,
viaveis em meio agar MRS corado com corante vermelho neutro por meio da contagem de
col6nias em Unidades Formadoras de Col6nias por mL (CFU/mL - Colony Forming Unit), que
foi comparada aos controles positivos.

O meio agar MRS foi empregado para semeio apds o cocultivo de Lactobacillus spp. e
Candida spp.. Paniagua (2019) comparou os resultados de semeio nos meios dgar YM e MRS
e nao observou alteracbes quanto ao crescimento de CFU, favorecendo o crescimento
exuberante de Lactobacillus spp. e Candida spp. O corante possibilitou a melhor visualizagéo,
diferenciacdo e contagem de CFU/mL, como foi possivel visualizar na Figura 2.

Para avaliacdo da atividade microbicida das cepas de Lactobacillus spp. sobre Candida
spp., os dados de crescimento em CFU/mL de cada espécie de Candida spp. ou Lactobacillus
spp. isoladas consideradas CP e ap06s o cocultivo foram contabilizados e transformados em
porcentagem. A atividade microbicida (%) foi calculada de forma especifica para cada espécie
de Candida spp. e Lactobacillus spp.

A atividade microbicida de Lactobacillus spp. sobre as espécies fungicas testadas,

baseada na contagem de CFU/mL, é demonstrada a seguir:

4.1.1. Avaliacéo da atividade microbicida de cepas de Lactobacillus acidophillus

Apbs o cocultivo com L. acidophillus com C. albicans ATCC 90023 observa-se uma
reducdo de crescimento de C. albicans ATCC 90023 (CFU/mL 148) quando comparado ao CP
(CFU/mL 195) (p < 0,001). Uma reducédo também e observada na contagem de CFU de L.
acidophillus apos cocultivo (CFU/mL 311) com C. albicans ATCC 90023 quando comparado
ao seu CP (CFU/mL 365) (p < 0,001) (Figura 4A e Apéndice A).
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Figura 4 — Contagem de CFU apds cocultivo com Lactobacillus acidophilus
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Os dados representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata técnica. As analises
estatisticas foram realizadas empregando o teste ANOVA de duas vias, com pos-teste multiplo de Tukey, o p value
indicado representa a comparacgdo entre Candida spp. em cultura pura e ap6s cocultivo, e entre Lactobacillus
acidophillus. em cultura pura e sua contagem apés cocultivo.

No cocultivo de C. albicans IC 216 com essa mesma cepa de Lactobacillus, observa-se
uma reducdo do CFU/mL de C. albicans IC 216 ap6s o cocultivo em comparacgdo ao seu CP
(CFU/mL 163 para 59) (p < 0,001), embora o CFU de L. acidophillus apés o cocultivo com C.
albicans IC 216, tenha aumentado em relagéo ao CP, passando de CFU/mL 365 para 564 (p <
0,001) (Figura 4A e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. acidophillus apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. albicans ATCC 90023 em 24,1% e de C. albicans IC
216 em 63,8% (Tabela 1).
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Tabela 1 - Atividade microbicida de Lactobacillus sobre as cepas de Candida avaliadas
Atividade Microbicida (%)

Candida albicans Candida glabrata

Candida spp./ ATCC 90023 IC 216 ATCC 90030 IC 15
Lactobacillus spp.

L. acidophilus 24,1 63,8 23,8 27,5
L. casei 92,8 92,6 92,1 77,5
L. casei shirota 80,5 83,4 6,0 17,5
L. crispatus 93,8 87,1 921 62,5
L. johnsonii 79,0 66,3 91,4 30,0
L. paracasei 54,4 77,9 9,3 12,5
L. rhamnosus 92,8 93,3 62,9 60,0

Ap0s cocultivo com L. acidophillus com C. glabrata ATCC 90030 observa-se reducao
de crescimento de C. glabrata ATCC 90030 (CFU/mL 115), quando comparado ao CP
(CFU/mL 151) (p < 0,001). Um aumento ¢é observado na contagem de CFU de L. acidophillus
apos cocultivo (CFU/mL 421) com C. glabrata ATCC 90030 quando comparado ao seu CP
(CFU/mL 365) (p <0,001) (Figura 4B e Apéndice A).

No cocultivo de C. glabrata IC 15 com L. acidophillus observa-se uma reducdo de
CFU/mL de C. glabrata IC 15 ap6s o cocultivo em comparac¢édo ao seu CP (p <0,001) (CFU/mL
40 para 29), embora o CFU de L. acidophillus apds o cocultivo, tenha aumentado em relacéo
ao CP, passando de CFU/mL 365 para 389, ndo estatisticamente significativo (Figura 4B e
Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. acidophillus apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. glabrata ATCC 90030 em 23,8% e de C. glabrata IC
15 em 27,5%. (Tabela 1), sem perda do crescimento de L. acidophillus.

4.1.2. Avaliagdo da atividade microbicida de cepas de Lactobacillus casei

Apds o cocultivo com L. casei com C. albicans ATCC 90023 observa-se reducdo de
crescimento de C. albicans ATCC 90023 (CFU/mL 14), quando comparado ao CP (CFU/mL
195) (p < 0,001). Uma reducéo também é observada na contagem de CFU de L. casei apos
cocultivo (CFU/mL 229) com C. albicans ATCC 90023 quando comparado ao seu CP
(CFU/mL 284) (p <0,001) (Figura 5A e Apéndice A).
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Figura 5 — Contagem de CFU apds cocultivo com Lactobacillus casei
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Os dados representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata técnica. As analises
estatisticas foram realizadas empregando o teste ANOVA de duas vias, com pés-teste multiplo de Tukey, o p value
indicado representa a comparacao entre Candida spp. em cultura pura e apés cocultivo, e entre Lactobacillus casei.
em cultura pura e sua contagem apés cocultivo.

No cocultivo de C. albicans IC 216 com essa mesma cepa de Lactobacillus, observa-se
uma reducdo de CFU/mL de C. albicans IC 216 ap6s o cocultivo em comparacdo ao seu CP
(CFU/mL 163 para 12) (p < 0,001). Também se observa reducdo de CFU de L. casei apds o
cocultivo com C. albicans IC 216, em relagdo ao CP, passando de CFU/mL 284 para 189 (p <
0,001) (Figura 5A e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. casei apresentou atividade microbicida e inibiu,
em cocultivo, o crescimento de C. albicans ATCC 90023 em 92,8% e de C. albicans IC 216
em 92,6%. (Tabela 1).

Ap0s cocultivo com L. casei com C. glabrata ATCC 90030 observa-se reducdo de
crescimento de C. glabrata ATCC 90030 (CFU/mL 12), quando comparado ao CP (CFU/mL

151) (p < 0,001). Também se observa reducdo na contagem de CFU de L. casei apds cocultivo
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(CFU/mL 235) quando comparado ao seu CP (CFU/mL 284) (p <0,001) (Figura 5B e Apéndice
A).

No cocultivo de C. glabrata IC 15 com L. casei observa-se redugdo de CFU/mL de C.
glabrata IC 15 ap0s o cocultivo em comparacdo ao seu CP (CFU/mL 40 para 9) (p < 0,001).
Também se observa reducdo de CFU de L. casei apds o cocultivo com C. glabrata IC 15, em
relacdo ao CP, passando de CFU/mL 284 para 267, porém ndo estatisticamente significativo
(Figura 5B e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. casei apresentou atividade microbicida e inibiu,
em cocultivo, o crescimento de C. glabrata ATCC 90030 em 92,1% e de C. glabrata IC 15 em
77,5% (Tabela 1).

4.1.3. Avaliacdo da atividade microbicida de cepas de Lactobacillus casei shirota

Apos o cocultivo com L. casei shirota com C. albicans ATCC 90023 observa-se reducdo
de crescimento de C. albicans ATCC 90023 (CFU/mL 38), quando comparado ao CP (CFU/mL
195) (p < 0,001). Uma reducdo também é observada na contagem de CFU de L. casei shirota
apos cocultivo com (CFU/mL 168) com C. albicans ATCC 90023 quando comparado ao seu
CP (CFU/mL 232) (p < 0,001) (Figura 6A e Apéndice A).
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Figura 6 — Contagem de CFU ap0s cocultivo com Lactobacillus casei shirota
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Os dados representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata técnica. As analises
estatisticas foram realizadas empregando o teste ANOVA de duas vias, com p6s-teste multiplo de Tukey, o p value
indicado representa a comparagdo entre Candida spp. em cultura pura e apds cocultivo, e entre Lactobacillus casei
shirota. em cultura pura e sua contagem ap6s cocultivo.

No cocultivo de C. albicans IC 216 com essa mesma cepa de Lactobacillus, observa-se
uma reducdo de CFU/mL de C. albicans IC 216 ap6s o cocultivo em comparacdo ao seu CP
(CFU/mL 163 para 27) (p < 0,001). Também se observa reducdo de CFU de L. casei shirota
apos o cocultivo com C. albicans IC 216, em relacdo ao CP, passando de CFU/mL 232 para
168 (p < 0,001) (Figura 6A e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. casei shirota apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. albicans ATCC 90023 em 80,5% e de C. albicans IC
216 em 83,4% (Tabela 1).

Ap0s cocultivo com L. casei shirota com C. glabrata ATCC 90030 observa-se reducéo
de crescimento de C. glabrata ATCC 90030 (CFU/mL 142), quando comparado ao CP
(CFU/mL 151) (p < 0,001). Também é observada reducdo na contagem de CFU de L. casei
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shirota apds cocultivo (CFU/mL 149) com C. glabrata ATCC 90030 quando comparado ao seu
CP (CFU/mL 232) (p < 0.003) (Figura 6B e Apéndice A).

No cocultivo de C. glabrata IC 15 com L. casei shirota observa-se reducao de CFU/mL
de C. glabrata IC 15 apds o cocultivo em compara¢do ao seu CP (CFU/mL 40 para 33) (p <
0,001). Também se observa reducdo de CFU de L. casei shirota ap6s o cocultivo, em relacdo
ao CP, passando de CFU/mL 232 para 165 (p < 0.0029) (Figura 6B e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. casei shirota apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. glabrata ATCC 90030 em 6% e de C. glabrata IC 15
em 17,5% (Tabela 1).

4.1.4. Avaliagéo da atividade microbicida de cepas de Lactobacillus crispatus

Ap0s o cocultivo com L. crispatus com C. albicans ATCC 90023 observa-se reducéo
de crescimento de C. albicans ATCC 90023 (CFU/mL 12), quando comparado ao CP (CFU/mL
195) (p < 0,001). Uma reducdo também é observada na contagem de CFU de L. crispatus apds
cocultivo (CFU/mL 276) com C. albicans ATCC 90023 quando comparado ao seu CP
(CFU/mL 301) (p <0,001) (Figura 7A e Apéndice A).
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Figura 7 — Contagem de CFU ap0s cocultivo com Lactobacillus crispatus
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Os dados representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata técnica. As analises
estatisticas foram realizadas empregando o teste ANOVA de duas vias, com pos-teste multiplo de Tukey, o p value
indicado representa a comparacdo entre Candida spp. em cultura pura e ap6s cocultivo, e entre Lactobacillus
crispatus. em cultura pura e sua contagem ap6s cocultivo.

No cocultivo de C. albicans IC 216 com essa mesma cepa de Lactobacillus, observa-se
uma reducdo de CFU/mL de C. albicans IC 216 ap06s o cocultivo em compara¢do ao seu CP
(CFU/mL 163 para 21) (p < 0,001). Também se observa reducdo de CFU de L. crispatus apds
o cocultivo com C. albicans IC 216, em relagdo ao CP, passando de CFU/mL 301 para 247 (p
< 0,001) (Figura 7A e Apéndice A).

Esta avaliagdo sugere que a cepa de L. crispatus apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. albicans ATCC 90023 em 93,8% e de C. albicans IC
216 em 87,1% (Tabela 1).

Ap0s cocultivo com L. crispatus com C. glabrata ATCC 90030 observa-se reducao de
crescimento de C. glabrata ATCC 90030 (CFU/mL 12), quando comparado ao CP (CFU/mL

151) (p < 0,001). Também ¢ observada reducdo na contagem de CFU de L. crispatus apos
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cocultivo (CFU/mL 253) quando comparado ao seu CP (CFU/mL 301) (p < 0,001) (Figura 7B
e Apéndice A).

No cocultivo de C. glabrata IC 15 com L. crispatus observa-se reducdo de CFU/mL de
C. glabrata IC 15 ap0s o cocultivo em comparagdo ao seu CP (CFU/mL 40 para 15) (p <0,001).
Também se observa reducgdo de CFU de L. crispatus ap6s o cocultivo com C. glabrata IC 15,
em relagdo ao CP, passando de CFU/mL 301 para 221 (p < 0,001) (Figura 7B e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. crispatus apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. glabrata ATCC 90030 em 92,1% e de C. glabrata IC
15 em 62,5% (Tabela 1).

4.1.5. Avaliacéo da atividade microbicida de cepas de Lactobacillus johnsonii

Apos o cocultivo com L. johnsonii com C. albicans ATCC 90023 observa-se redugdo
de crescimento de C. albicans ATCC 90023 (CFU/mL 41), quando comparado ao CP (CFU/mL
195) (p < 0,001). Uma reducéo também é observada na contagem de CFU de L. johnsonii apds
cocultivo (CFU/mL 243) com C. albicans ATCC 90023 quando comparado ao seu CP
(CFU/mL 327) (p <0,001) (Figura 8A e Apéndice A).
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Figura 8 — Contagem de CFU ap0s cocultivo com Lactobacillus johnsonii
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Os dados representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata técnica. As
analises estatisticas foram realizadas empregando o teste ANOVA de duas vias, com pds-teste multiplo de Tukey,
0 p value indicado representa a comparagdo entre Candida spp. em cultura pura e ap6s cocultivo, e entre

Lactobacillus johnsonii em cultura pura e sua contagem ap6s cocultivo.

No cocultivo de C. albicans IC 216 com essa mesma cepa de Lactobacillus, observa-se
uma reducdo de CFU/mL de C. albicans IC 216 ap6s o cocultivo em compara¢do ao seu CP
(CFU/mL 163 para 55) (p < 0,001). Também se observa reducdo de CFU de L. johnsonii apos
o cocultivo C. albicans IC 216, em relagdo ao CP, passando de CFU/mL 327 para 238 (p <
0,001) (Figura 8A e Apéndice A).

Esta avaliagdo sugere que a cepa de L. johnsonii apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. albicans ATCC 90023 em 79% e de C. albicans IC
216 em 66,3% (Tabela 1).

Apos cocultivo com L. johnsonii com C. glabrata ATCC 90030 observa-se redugéo de
crescimento de C. glabrata ATCC 90030 (CFU/mL 13), quando comparado ao CP (CFU/mL
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151) (p < 0,001). Também é observada redugdo na contagem de CFU de L. johnsonii apos
cocultivo (CFU/mL 162) com C. glabrata ATCC 90030 quando comparado ao seu CP
(CFU/mL 327) (p <0,001) (Figura 8B e Apéndice A).

No cocultivo de C. glabrata IC 15 com L. johnsonii observa-se reducdo de CFU/mL de
C. glabrata IC 15 apds o cocultivo em comparagao ao seu CP (CFU/mL 40 para 28) (p < 0,001).
Também se observa reducdo de CFU de L. johnsonii ap6s o cocultivo com C. glabrata IC 15,
em relacdo ao CP, passando de CFU/mL 327 para 195 (p < 0,001) (Figura 8B e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. johnsonii apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. glabrata ATCC 90030 em 91,4% e de C. glabrata IC
15 em 30% (Tabela 1).

4.1.6. Avaliacdo da atividade microbicida de cepas de Lactobacillus paracasei

Apbs o cocultivo com L. paracasei com C. albicans ATCC 90023 observa-se moderada
reducdo de crescimento de C. albicans ATCC 90023 (CFU/mL 89), quando comparado ao CP
(CFU/mL 195) (p < 0,001). Uma reducdo também é observada na contagem de CFU de L.
paracasei apds cocultivo (CFU/mL 219) com C. albicans ATCC 90023 quando comparado ao
seu CP (CFU/mL 225), ndo estatisticamente significativo (Figura 9A e Apéndice A).
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Figura 9 — Contagem de CFU ap0s cocultivo com Lactobacillus paracasei
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Os dados representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata técnica. As analises
estatisticas foram realizadas empregando o teste ANOVA de duas vias, com pos-teste multiplo de Tukey, o p value
indicado representa a comparacdo entre Candida spp. em cultura pura e ap6s cocultivo, e entre Lactobacillus
paracasei. em cultura pura e sua contagem apdés cocultivo.

No cocultivo de C. albicans IC 216 com essa mesma cepa de Lactobacillus, observa-se
uma reducdo de CFU/mL de C. albicans IC 216 ap6s o cocultivo em comparacgdo ao seu CP
(CFU/mL 163 para 36) (p < 0,001). Também se observa reducdo de CFU de L. paracasei apos
o0 cocultivo com C. albicans IC 216, em relacdo ao CP, passando de CFU/mL 225 para 169 (p
< 0,001) (Figura 9A e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. paracasei apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. albicans ATCC 90023 em 54,4% e de C. albicans IC
216 em 77,9% (Tabela 1).

Ap0s cocultivo com L. paracasei com C. glabrata ATCC 90030 observa-se reducéo de
crescimento de C. glabrata ATCC 90030 (CFU/mL 137), quando comparado ao CP (CFU/mL

151), ndo estatisticamente significativo. Também é observada reducdo na contagem de CFU de
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L. paracasei ap6s cocultivo (CFU/mL 186) com C. glabrata ATCC 90030 quando comparado
ao seu CP (CFU/mL 225) (p < 0,001) (Figura 9B e Apéndice A).

No cocultivo de C. glabrata IC 15 com L. paracasei observa-se reducdo de CFU/mL de
C. glabrata IC 15 ap06s o cocultivo em comparacao ao seu CP (CFU/mL 40 para 35) (p 0.0339).
Também se observa reducéo de CFU de L. paracasei apds o cocultivo com C. glabrata IC 15,
em relagdo ao CP, passando de CFU/mL 225 para 154 (p < 0,001) (Figura 9B e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. paracasei apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. glabrata ATCC 90030 em 9,3% e de C. glabrata IC
15 em 12,5% (Tabela 1).
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4.1.7. Avaliagdo da atividade microbicida de cepas de Lactobacillus rhamnosus andida

Apo6s o cocultivo com L. rhamnosus com C. albicans ATCC 90023 observa-se uma
reducdo de crescimento de C. albicans ATCC 90023 (CFU/mL 14), quando comparado ao CP
(CFU/mL 195) (p < 0,001). Um discreto aumento é observado na contagem de CFU de L.
rhamnosus apos cocultivo (CFU/mL 306) com C. albicans ATCC 90023 quando comparado
ao seu CP (CFU/mL 288), néo estatisticamente significativo (Figura 10A e Apéndice A).

Figura 10 — Contagem de CFU ap06s cocultivo com Lactobacillus rhamnosus
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Os dados representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata técnica. As analises
estatisticas foram realizadas empregando o teste ANOVA de duas vias, com pos-teste multiplo de Tukey, o p value
indicado representa a comparacdo entre Candida spp. em cultura pura e ap6s cocultivo, e entre Lactobacillus
rhamnosus. em cultura pura e sua contagem ap6s cocultivo.

No cocultivo de C. albicans IC 216 com essa mesma cepa de Lactobacillus, observa-se
uma reducdo de CFU/mL de C. albicans IC 216 ap6s o cocultivo em comparac¢do ao seu CP
(CFU/mL 163 para 11) (p < 0,001). Embora o resultado de CFU de L. rhamnosus apos o
cocultivo com C. albicans IC 216, tenha aumentado em relagéo ao CP, passando de CFU/mL

288 para 301, ndo estatisticamente significativo (Figura 10A e Apéndice A).
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Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. rhamnosus apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. albicans ATCC 90023 em 92,8% e de C. albicans IC
216 em 93,3% (Tabela 1).

Ap0s cocultivo com L. rhamnosus com C. glabrata ATCC 90030 observa-se reducéo
de crescimento de C. glabrata ATCC 90030 (CFU/mL 56), quando comparado ao CP (CFU/mL
151) (p < 0,001). Um aumento € observado na contagem de CFU de L. rhamnosus ap6s
cocultivo (CFU/mL 312) com C. glabrata ATCC 90030 quando comparado ao seu CP
(CFU/mL 288) (p < 0,001) (Figura 10B e Apéndice A).

No cocultivo de C. glabrata IC 15 com L. rhamnosus observa-se uma redugdo de
CFU/mL de C. glabrata IC 15 apds o cocultivo em comparacédo ao seu CP (p <0,001) (CFU/mL
40 para 16). Embora o resultado de CFU de L. rhamnosus ap6s o cocultivo com C. glabrata IC
15, tenha aumentado em relacédo ao CP, passando de CFU/mL 288 para 298 (p < 0,001) (Figura
10B e Apéndice A).

Esta avaliacdo sugere que a cepa de L. rhamnosus apresentou atividade microbicida e
inibiu, em cocultivo, o crescimento de C. glabrata ATCC 90030 em 62,9% e de C. glabrata IC
15 em 60%. (Tabela 1).

As cepas de Candida apresentaram comportamento diferentes nos cocultivo com
Lactobacillus spp. Candida albicans ATCC 90023 apresentou maior inibi¢cdo de crescimento
(> 79%) quando cocultivada com L. casei, L. casei shirota, L. crispatus, L. johnsonii e L.
rhamnosus. Entretanto, quando cocultivada com L. acidophillus e L. paracasei demonstraram
acao inibitdria abaixo de 60% (Tabela 1).

Sobre a cepa oriunda de isolado clinico, C. albicans IC 216, L. casei, L. casei shirota,
L. crispatus, L. johnsonii e L. rhamnosus apresentaram acdo inibitéria igual ou superior a
77,9%. Ja em cocultivo com L. acidophillus e L. johnsonii demonstraram acdo inibitéria abaixo
de 70% (Tabela 1).

As cepas de Lactobacillus demonstraram menor acao inibitoria sobre C. glabrata do
que a demonstrada sobre C. albicans. Candida glabrata ATCC 90030 apresentou inibicéo de
crescimento acima de 90% quando cocultivada com L. casei, L. crispatus e L. johnsonii. As
demais cepas, L. acidophillus, L. casei shirota, L. paracasei e L. rhamnosus demonstraram
inibicdo abaixo de 70% (Tabela 1).

Entretanto, estas cepas ndo demonstraram a mesma acdo sobre a cepa oriunda de isolado
clinico, C. glabrata IC 15. Apenas L. casei apresentou acéo inibitdria superior a 70% sobre C.
glabrata IC 15 (Tabela 1). As cepas L. acidophillus, L. casei shirota, L. johnsonii e L. paracaseli

apresentaram acéo inibitoria igual ou inferior a 30%. Além destas cepas L. crispatus e L.
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rhamnosus apresentaram acéo inibitoria superior a 60%, quando cocultivadas com C. glabrata
IC 15 (Tabela 1).

4.2. Acdo de Lactobacillus spp. sobre biofilme de Candida spp.

Para a avaliacdo da acdo de Lactobacillus spp. sobre biofilme de Candida spp. foram
analisadas as fotos das imagens microscopicas das laminulas coradas por coloracdo de Gram.
Para a andlise, foram utilizadas as cepas Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
paracasei, e Lactobacillus rhamnosus, sobre as cepas de Candida albicans (ATCC 90023 e IC
216) e Candida glabrata (ATCC 90030 e IC 15). Os biofilmes das cepas, cultivadas
isoladamente, foram considerados como controle e comparados aos biofilmes dos cocultivos
em cada uma das figuras.

Em cultivo isolado, C. albicans ATCC 90023 (Figura 11 C1) e C. albicans IC 216
(Figura 11 C2) apresentaram crescimento intenso, morfologia leveduriforme e biofilme denso,
e L. acidophillus (Figura 11 L1), L. casei (Figura 11 L2), L. casei shirota (Figura 11 L3)

apresentaram formato bacilar, crescimento intenso e tamanho menor do que as leveduras.
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Figura 11 - Imagens microscopicas (ampliacdo 40x) do cocultivo de Lactobacillus acidophilus, L.
casei e L. casei shirota com Candida albicans ATCC 90023 e IC 216.

Em cocultivo com L. acidophillus, C. albicans ATCC 90023 apresentou reducdo no
crescimento, com pontos isolados de formacdo de biofilme. As leveduras ndo apresentaram
formacao de hifas e foi possivel ver o L. acidophillus em quantidade, preenchendo os espacos
entre as células de C. albicans ATCC 90023 (Figura 11 L1 + C1).
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Candida albicans IC 216 apresentou comportamento semelhante em cocultivo com L.
acidophillus. A inibicéo do crescimento foi maior do que aconteceu com a C. albicans ATCC
90023, assim como a reducdo do biofilme. As células de leveduras apresentaram-se isoladas e
em menor quantidade. Lactobacillus acidophillus apresentou-se bem distribuido e em grande
quantidade (Figura 11 L1 + C2).

O estudo do biofilme de C. albicans ATCC 90023 em cocultivo com L. casei,
apresentou que reducdo do crescimento fungico, do biofilme e da formacdo de hifas. Foi
possivel perceber o niUmero de L. casei em torno de C. albicans ATCC 90023 e diversos espagos
vazios, diferentemente do visualizado no controle (Figura 11 L2 + C1).

As imagens microscopicas do cocultivo de C. albicans IC 216 e L. casei, sugerem que
a bactéria promoveu a inibicdo do crescimento de C. albicans IC 216, reducdo na formacédo de
hifas e na formacéo de biofilme. A lamina apresentava pontos isolados de biofilme e quantidade
de células de L. casei (Figura 11 L2 + C2).

As laminas do cocultivo de C. albicans ATCC 90023 e L. casei shirota apresentaram as
células de leveduras dispostas em biofilme, com alguns espacos vazios na lamina e algumas
leveduras apresentaram hifas. Entretanto, L. casei shirota era escasso (Figura 11 L3 + C1).

Em cocultivo, C. albicans IC 216 e L. casei shirota apresentaram comportamento
semelhante ao percebido no cocultivo de C. albicans ATCC 90023 com L. casei shirota.
Entretanto, C. albicans IC 216 apresentou maior nimero de hifas, inclusive em maior nimero
e tamanho das ramificacdes, quando comparada as imagens do controle de C. albicans IC 216
e do cocultivo de C. albicans ATCC 90023 com L. casei shirota. No cocultivo de C. albicans
IC 216 com L. casei shirota, houve reducdo do nimero de células de ambos os micro-
organismos (Figura 11 L3 + C2).

Candida albicans ATCC 90023 apresentou intensa redu¢do no crescimento quando
cocultivado com L. crispatus, com poucos pontos isolados de formacdo de biofilme. As
leveduras ndo apresentaram formacdo de hifas e foi possivel ver o L. crispatus em menor
quantidade, bem distribuido e preenchendo os espacgos entre as células de C. albicans ATCC
90023 (Figura 12 L4 + C1).



Figura 12 - Imagens microscopicas (ampliacdo 40x) do cocultivo de Lactobacillus crispatus, L.
johnsonii e L. paracasei com Candida albicans ATCC 90023 e IC 216.
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Candida albicans IC 216 também apresentou intensa reducdo no crescimento, quando
cocultivado com L. crispatus, ndo apresentou formacao de hifas e poucos pontos isolados de
biofilme. Neste caso, também houve reducdo de L. crispatus (Figura 12 L4 + C2).

As imagens do estudo do biofilme de C. albicans ATCC 90023 em cocultivo com L.
johnsonii indicam inibicdo do crescimento da levedura, reducdo no aparecimento de hifas e na
formacdo do biofilme. Lactobacillus johnsonii também apresentou reducéo, mas ndo foi tdo
intensa quanto a inibicdo de C. albicans ATCC 90023 (Figura 12 L5 + C1).

Candida albicans IC 216 apresentou intensa reducao, em cocultivo com L. johnsonii,
mas apresentou maior numero de pontos de biofilme, assim como hifas em maior nimero e
tamanho das ramificac6es, quando comparada as imagens do controle de C. albicans IC 216 e
do cocultivo de C. albicans ATCC 90023. Lactobacillus johnsonii também apresentou reducgéo
do namero de células (Figura 12 L5 + C2).

Em cocultivo com L. paracasei, C. albicans ATCC 90023 apresentou menor
crescimento quando comparado ao controle, muitas células apresentaram formacdo de hifas
com longos prolongamentos e pontos de biofilme ao longo da lamina. Lactobacillus paracasei
apresentou crescimento semelhante ao controle (Figura 12 L6 + C1).

Candida. albicans IC 216 também apresentou reducdo no crescimento, entretanto foi
possivel perceber biofilme e muitas células com formag&o de hifas com longos prolongamentos.
Lactobacillus paracasei apresentou crescimento inferior, em cocultivo com C. albicans IC 216,
guando comparada as imagens do controle de C. albicans IC 216 e do cocultivo de C. albicans
ATCC 90023 (Figura 12 L6 + C2).

As laminas do cocultivo de C. albicans ATCC 90023 e L. rhamnosus apresentaram as
células de leveduras distantes, com algumas células agrupadas e sem a formacéo de hifas e de
biofilme na lamina. Lactobacillus rhamnosus apresentou-se de forma escassa nas laminas de

cocultivo quando comparadas as laminas de controle (Figura 13 L7 + C1).
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Figura 13- Imagens microscopicas (ampliacdo 40x) do cocultivo de Lactobacillus rhamnosus com
Candida albicans ATCC 90023 e IC 216

Lactobacillus rhamnosus apresentou maior a¢do inibitoria quando cocultivado com C.
albicans IC 216. A as células de levedura estavam escassas, sem pontos de biofilme e formacao
de hifas (Figural3 L7 + C2).

Em cultivo isolado, C. glabrata ATCC 90030 (Figura 14 C3) e C. glabrata IC 15 (Figura
14 C4) apresentou crescimento intenso, auséncia de hifas (caracteristica da espécie) e formacédo
de biofilme. As células fungicas apresentaram morfologia leveduriforme, grande nimero de
células, proximas e com poucos espacos vazios na laminula. Lactobacillus spp. apresentaram-
se em formato bacilar e em menor tamanho, quando comparadas as leveduras. Candida
glabrata nédo apresenta a propriedade de formar hifas, caracteristica percebida nas imagens de

controle e cocultivo (Figura 14).
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Figura 14 — Imagens microscopicas (ampliacdo 40x) do cocultivo de Lactobacillus acidophilus, L.
casei e L. casei shirota com Candida glabrata ATCC 90030 e IC 15
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As imagens microscdpicas do cocultivo de C. glabrata ATCC 90030 e L. acidophillus
indicam a reducdo do crescimento da levedura, células fungicas dispersas, reducdo na formacéo
de biofilme e aumento na quantidade de bactérias presentes no cocultivo (Figura 14 L1 + C3).

Candida glabrata IC 15 também apresentou reducéo no crescimento e na formacéo de
biofilme. As leveduras apresentaram-se dispersas ao longo das laminas estudadas.
Lactobacillus acidophillus apresentou reduc¢do no crescimento, quando comparado as imagens
do controle (Figura 14 L1 + C4).

Em cocultivo com L. casei, C. glabrata ATCC 90030 apresentou intensa reducdo do
crescimento, comparada ao controle. As células de levedura apresentaram-se dispersas e sem
formagéo de biofilme. Lactobacillus casei apresentaram crescimento inferior ao apresentado
na lamina controle (Figura 14 L2 + C3).

Comportamento semelhante foi apresentado por C. glabrata IC 15, que apresentou
intensa reducdo no crescimento, com células dispersas e sem formacdo de biofilme.
Lactobacillus casei também mostrou crescimento inferior, quando comparado ao apresentado
na lamina controle e nas laminas de cocultivo com C. glabrata ATCC 90030 (Figura 14 L2 +
C4).

Candida glabrata ATCC 90030 mostrou inibicdo apds cocultivo com L. casei shirota,
quando comparada ao controle. As células estavam dispostas em grupos e em alguns pontos da
lamina apresentavam biofilme. Lactobacillus casei shirota apresentou redugdo quando
comparada a imagem controle (Figura 14 — Figura L3+ C3).

Candida glabrata IC 15 também apresentou comportamento semelhante, a C. glabrata
ATCC 90030, quando cocultivada com L. casei shirota. As leveduras também estavam
dispostas em grupos e em alguns pontos da lamina apresentavam biofilme. Lactobacillus casei
shirota apresentou reducdo quando comparada a imagem controle, mas em quantidade um
pouco maior do que havia no cocultivo com C. glabrata ATCC 90030 (Figura 14 L3 + C4).

As imagens do estudo do cocultivo de C. glabrata ATCC 90030 com L. crispatus,
revelaram que houve reducdo de crescimento do numero de células de C. glabrata ATCC
90030. A reducdo no crescimento do biofilme foi intensa neste cocultivo. As células de levedura
estavam escassas e sem presenca de biofilme nas laminas. Lactobacillus crispatus apresentou

aumento no crescimento, quando comparada ao controle (Figura 15 L4 + C3).
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Figura 15 — Imagens microscopicas (ampliacdo 40x) do cocultivo de Lactobacillus crispatus, L.
johnsonii e L. paracasei com Candida glabrata ATCC 90030 e IC 15
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Intensa inibi¢do do crescimento das leveduras também aconteceu no cocultivo de C.
glabrata IC 15 com L. crispatus. Foi possivel perceber reducdo na quantidade de células e na
formacdo de biofilme e apenas algumas células aglomeradas. Lactobacillus crispatus
apresentou aumento no crescimento, quando comparada ao controle, mas em quantidade um
pouco maior do que havia no cocultivo com C. glabrata ATCC 90030 (Figura 15 L4 + C4).

As laminas do cocultivo de C. albicans ATCC 90030 com L. johnsonii apresentaram as
células de leveduras distantes, com algumas células agrupadas e poucos pontos apresentaram
formacdo de biofilme. Lactobacillus johnsonii também apresentou reducdo do crescimento,
quando comparada & lamina do cultivo controle (Figura 15 L5 + C3).

Ja as laminas de C. glabrata IC 15 com L. johnsonii apresentaram reducdo do
crescimento, quando comparadas as laminas de controle. Outro aspecto percebido foi maior
guantidade de leveduras agrupadas e mais pontos de biofilme, do que visualizados na lamina
do cocultivo de C. glabrata ATCC 90030 com L. johnsonii. No cocultivo com C. glabrata IC
15, L. johnsonii apresentou reducdo maior do que aconteceu com o controle e, ainda maior, do
que aconteceu com C. albicans ATCC 90030 (Figura 15 L5 + C4).

Foi possivel perceber pontos de biofilme na Idmina do cocultivo de C. glabrata ATCC
90030 com L. paracasei apresentou reducdo do crescimento quando comparada a visualizada
no cultivo controle do mesmo (Figura 15 L6 + C3).

Na lamina com C. glabrata IC 15, observa-se a formagéo de biofilme, assim como o
crescimento das leveduras, quando comparado as laminas controle de C. glabrata IC 15.
Lactobacillus paracasei também apresentou reducdo no crescimento, tanto comparada ao
controle quanto as I[dminas de cocultivo de C. glabrata ATCC 90030 com L. paracasei (Figura
15 L6 + C4).
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Figura 16 — Imagens microscopicas (ampliacdo 40x) do cocultivo de Lactobacillus rhamnosus com
Candida glabratae IC 15

As imagens microscépicas do cocultivo de C. glabrata ATCC 90030 e L. rhamnosus
indicaram intensa reducdo no crescimento das leveduras. As células de C. glabrata ATCC
90030 apresentaram-se dispersas e ndo houve formacéo de biofilme. Lactobacillus rhamnosus
apresentou crescimento superior ao controle (Figura 16 L7 + C3).

O cocultivo de C. glabrata IC 15 com L. rhamnosus revelou reducdo do nimero de
células de C. glabrata IC 15, células de levedura dispersas e a ndo formacdo de biofilme.
Entretanto, foi possivel perceber maior quantidade de C. glabrata IC 15, do que nas laminas do
cocultivo de C. glabrata ATCC 90030 com L. rhamnosus. Lactobacillus rhamnosus
apresentou-se em menor quantidade do que a encontrada na lamina controle (Figura 16 L7 +
C4).
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4.3. Ensaios de interacéo entre cepas de Candida albicans, Lactobacillus spp. e solugdo
sobrenadante de cultivo de Lactobacillus spp. para avaliacéo sobre a formagéo de hifas e

a producéo de biofilme

4.3.1. Ensaios de interacdo entre cepas de Candida albicans, Lactobacillus casei e solucéo
sobrenadante de cultivo de Lactobacillus casei para avaliacdo sobre a formacéo de hifas e a

producao de biofilme

C. albicans ATCC 90023 (Figura 17B) ap6s o cocultivo com L. casei (Figura 17A),
apresentou reducdo na quantidade de leveduras e na producdo de hifas (Figura 17C). O
cocultivo de C. albicans ATCC 90023 com a solugdo sobrenadante de L. casei apresentou que
C. albicans ATCC 90023 nao apresenta a formacdo de hifas em 24 h, apesar de nédo ter

apresentado reducéo no crescimento (Figura 17D).
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Figura 17 — Images microscdpicas (ampliacdo 400x) da interacdo de Candida albicans e Lactobacillus
casei ap0s 24h de cocultivo

(A) Lactobacillus casei; (B) Candida albicans ATCC 90023; (C) Cocultivo entre Candida albicans ATCC 90023
e Lactobacillus casei; (D) Cocultivo Candida albicans ATCC 90023 e solugdo sobrenadante do cultivo de
Lactobacillus casei; (E) Candida albicans SC 5314; (F) Cocultivo entre Candida albicans SC 5314 e

Lactobacillus casei (G) Cocultivo Candida albicans SC 5314 e solucdo sobrenadante do cultivo de Lactobacillus
casei.
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Ap0s interacdo entre L. casei (Figura 17A) e C. albicans SC 5314 (Figura 17E), observa-
se comportamento semelhante ao apresentado pela C. albicans ATCC 90023. Houve redugéo
na quantidade de leveduras e na producéo de hifas (Figura 17F). O cocultivo de C. albicans SC
5314 com a solucdo sobrenadante de L. casei apresentou que C. albicans SC 5314 néo
apresentou a formacdo de hifas em 24 h, apesar de ndo ter demonstrado reducao no crescimento
(Figura 17G).

4.3.2. Ensaios de interacdo entre cepas de Candida albicans, Lactobacillus crispatus e solugéo
sobrenadante de cultivo de Lactobacillus crispatus para avaliagdo sobre a formacao de hifas e

a producdo de biofilme

Ap0s cocultivo com L. crispatus (Figura 18A), C. albicans ATCC 90023 (Figura 18B)
apresentou reducdo na quantidade de leveduras e na producdo de hifas (Figura 18C). O
cocultivo de C. albicans ATCC 90023 com a solucdo sobrenadante de L. crispatus apresentou
que C. albicans ATCC 90023 néo apresentou a formacéo de hifas em 24 h, e apresentou intensa
redugéo no crescimento (Figura 18D).
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Figura 18 — Images microscopicas (ampliacdo 400x) da interacdo de Candida albicans com
Lactobacillus crispatus apos 24h de cocultivo

(A) Lactobacillus crispatus; (B) Candida albicans ATCC 90023; (C) Cocultivo entre Candida albicans ATCC
90023 e Lactobacillus crispatus; (D) Cocultivo Candida albicans (ATCC 90023) e solu¢do sobrenadante do
cultivo de Lactobacillus crispatus; (E) Candida albicans SC 5314; (F) Cocultivo entre Candida albicans SC 5314
e Lactobacillus crispatus (G) Cocultivo Candida albicans SC 5314 e solugdo sobrenadante do cultivo de
Lactobacillus crispatus.
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Ap0s interacdo entre L. crispatus (Figura 12A) e C. albicans SC 5314 (Figura 18E), ndo
se observa reducdo na quantidade de leveduras e na producéo de hifas (Figura 18F). O cocultivo
de C. albicans SC 5314 com a solucéo sobrenadante de L. crispatus apresentou que C. albicans
SC 5314 apresentou reducdo no crescimento das leveduras e ndo apresentou a formacéo de hifas
em 24 h (Figura 18G).

4.3.3. Ensaios de interacdo entre cepas de Candida albicans, Lactobacillus rhamnosus e
solucéo sobrenadante de cultivo de Lactobacillus rhamnosus para avaliagdo sobre a formacéo

de hifas e a producéo de biofilme

Apds cocultivo com L. rhamnosus (Figura 19A), C. albicans ATCC 90023 (Figura 19B)
apresentou reducdo na quantidade de leveduras e na producdo de hifas (Figura 19C). O
cocultivo de C. albicans ATCC 90023 com a solugéo sobrenadante de L. rhamnosus apresentou
que C. albicans ATCC 90023 néo apresentou a formacéo de hifas em 24 h, e apresentou intensa

reducdo no crescimento (Figura 19D).
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Figura 19 — Images microscopicas (ampliacdo 400x) da interagdo de Candida albicans e Lactobacillus
rhamnosus apds 24h de cocultivo

(A) Lactobacillus rhamnosus; (B) Candida albicans ATCC 90023; (C) Cocultivo entre Candida albicans ATCC
90023 e Lactobacillus rhamnosus; (D) Cocultivo Candida albicans (ATCC 90023) e solugio sobrenadante do
cultivo de Lactobacillus rhamnosus; (E) Candida albicans SC 5314; (F) Cocultivo entre Candida albicans SC
5314 e Lactobacillus rhamnosus (G) Cocultivo Candida albicans SC 5314 e solugéo sobrenadante do cultivo de
Lactobacillus rhamnosus.
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Ap0s interagdo entre L. rhamnosus (Figura 13A) e C. albicans SC 5314 (Figura 19E),
observa-se reducdo na quantidade de leveduras e na producdo de hifas (Figura 19F). O cocultivo
de C. albicans SC 5314 com a solucdo sobrenadante de L. rhamnosus apresentou que C.
albicans SC 5314 apresentou reducgédo no crescimento das leveduras e na formacéo de hifas em
24 h (Figura 19G).

4. 4. Avaliagdo do potencial inibitério minimo de substéncias com agéo antiflingica

Para esta analise foi empregado o sobrenadante do cocultivo de Candida spp. e o
respectivo Lactobacillus spp. ap6s 24h sem nenhuma diluicdo, e a partir desse sobrenadante
sem diluicdo (aqui chamado de 1) e foram realizadas dilui¢ces seriadas a partir dele 1:2, 1:4,
1:8, 1:16 e 1:32. Esse sobrenadante foi filtrado usando filtro de 0.22u e reservado para emprego
no teste do potencial inibitério minimo de substancias com acédo antifingica sobre as cepas de
Candida spp..

A cepa C. albicans ATCC 90023 apresentou inibicao de crescimento pelos antiflingicos
Anfotericina B na concentracdo de 0,125pg/mL e Fluconazol em concentragfes superiores a
2ug/mL (Tabela 2). O crescimento desta cepa foi inibido pelas solu¢Bes sobrenadante de L.
acidophillus >1, L. casei 1:2, L. casei shirota 1 (ndo diluido), L. crispatus 1:2, L. johnsonii 1:2,

L. paracasei 1:2 e L. rhamnosus 1 (ndo diluido) (Tabela 3).

Tabela 2 - Avaliacdo do MIC dos antifingicos sobre as cepas de Candida spp.
C. albicans C.albicans C.albicans C. glabrata C. glabrata
ATCC 90023 IC 216 SC 5314  ATCC 90030 IC 15

Anfotericina B 0,125ug/uL 0,125pg/pL  0,062pg/pL  0,125pg/pL > 0,25pg/pL

Fluconazol >2ug/mL >2ug/mL 2ug/uL > 2pug/mL > 2ug/mL

Valores de Referéncia: Anfotericina B — sensivel MIC < 0,25ug/pL; Fluconazol — sensivel MIC < 2ug/uL
FONTE: (SOBEL e SOBEL, 2018)
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Tabela 3 — Avaliacdo do potencial inibitorio minimo de substancias com agdo antifingica do
sobrenadante de cultivo sobre as cepas de Candida spp.

C. albicans C. albicans C. albicans  C. glabrata C. glabrata

ATCC 90023 IC 216 SC 5314  ATCC 90030 IC 15

Sobrenadante .

L. acidophillus = ! L8 =! =

Sobrenadante 1:2 1:2 1:32 1:32 1:4

L. casei

Sobrenadante 1 >1 1:16 >1 >1

L. casei shirota

Sobrenadante 1:2 1:2 1:32 1:32 1:32
L. crispatus

Sobrenadante 1:2 1 1:16 1 >1
L. johnsonii

Sobrenadant_e 1:2 >1 1:16 > 1 > 1
L. paracasei

Sobrenadante 1 > 1 1:32 1:4 1

L. rhamnosus

A cepa C. albicans IC 216 apresentou comportamento semelhante a C. albicans ATCC
90023. Apresentou inibicdo de crescimento pelos antifingicos Anfotericina B na concentracao
de 0,125ug/mL e Fluconazol em concentragcGes superiores a 2ug/mL (Tabela 2). O crescimento
desta cepa foi inibido pelas solugdes sobrenadante de L. acidophillus 1, L. casei 1:2, L. casei
shirota >1, L. crispatus 1:2 e L. johnsonii 1, L. paracasei >1 e L. rhamnosus >1 (Tabela 3).

Candida albicans SC 5314 apresentou inibi¢cdo de crescimento pelos antifingicos
Anfotericina B 0,062ug/mL e Fluconazol 2ug/mL (Tabela 2). O crescimento desta cepa foi
inibido com metade das concentraces necessarias para as cepas C. albicans ATCC 90023 e C.
albicans IC 216. O crescimento de C. albicans SC 5314 foi inibido por todas as solucdes
sobrenadante, nas concentracdes pelas solucBes sobrenadante de L. acidophillus 1:8, L. casei
1:32, L. casei shirota 1:16, L. crispatus 1:32 e L. johnsonii 1:16, L. paracasei 1:16 e L.
rhamnosus 1:32 (Tabela 3).

A cepa C. glabrata ATCC 90030 apresentou inibi¢do do crescimento pela Anfotericina
B 0,125ug/mL e por Fluconazol em concentracGes superiores a 2ug/mL (Tabela 2). O
crescimento desta cepa foi inibido pelas solugdes sobrenadante de L. acidophillus >1, L. casei
1:32, L. casei shirota >1, L. crispatus 1:32 e L. johnsonii 1, L. paracasei >1 e L. rhamnosus
1:4 (Tabela 3).

C. glabrata IC 15 apresentou inibi¢cdo do crescimento pela Anfotericina B 2ug/mL e

por Fluconazol em concentragcOes superiores a 2ug/mL (Tabela 2). O crescimento desta cepa
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foi inibido pelas solugdes sobrenadante de L. acidophillus >1, L. casei 1:4, L. casei shirota >1,
L. crispatus 1:32 e L. johnsonii >1, L. paracasei >1 e L. rhamnosus 1 (Tabela 3).
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5 DISCUSSAO

Candida spp. e Lactobacillus spp. sdo micro-organismos presentes na microbiota
vaginal. As leveduras, do trato gastrointestinal inferior, migram para a vagina e os Lactobacillus
spp. vaginais migram para o trato gastrointestinal inferior, vivendo em simbiose (SOARES
VIEIRA-BAPTISTA e TAVARES, 2017; BARRENETXEA, 2002; SOBEL, 1993). A
microbiota vaginal é influenciada pelos niveis do horménio estrogénio, periodo menstrual e pos
menopausa. O desequilibrio hormonal, citopatolégico ou imune, pode desencadear a
proliferacdo desordenada de micro-organismos, conhecida por dishiose. Essa tem importante
correspondéncia com as vulvovaginites. A adesdo de Candida spp. ao epitélio vaginal reduz a
colonizacdo de Lactobacillus spp. (ANDRIOLI, 2009; ROSA e RUMEL, 2004; FIDEL et al,
2000; SOBEL, 1990).

A segunda infecgdo genital mais comum é a CVV (WHO, 2013). Muitas espécies de
Candida sdo resistentes aos antifingicos da classe dos azois, ocasionando falhas terapéuticas e
CVV recorrentes (PFALLER, 2012; SOBEL, 2007). Lactobacillus spp. tem apresentado
atividade microbicida sobre Candida spp. sem apresentar efeitos colaterais, como 0s
antifungicos tao utilizados na pratica clinica (RODRIGUEZ-CERQUEIRA et al, 2019; KIM e
PARK, 2017; GONCALVES et al, 2016; SOBEL, 2016), mostrando claramente que podem ser
empregados em sinergia com o tratamento farmacoldgico.

Analisou-se a atividade microbicida de cepas de L. acidophillus, L. casei, L. casei
shirota, L. crispatus, L. johnsonii, L. paracasei e L. rhamnosus sobre as cepas de C. albicans
(ATCC 90023 e IC 216) e C. glabrata (ATCC 90030 e IC 15), ap6s o método de cocultivo,
analisou-se a quantidade de células leveduriformes e bacterianas, vidveis em meio 4gar MRS
corado com corante vermelho neutro.

Cepas de L. acidophillus, L. casei, L. casei shirota, L. crispatus, L. johnsonii, L.
paracasei e L. rhamnosus foram selecionadas em virtude de caracteristicas como a secrecao de
acidos organicos, especialmente acido latico (TACHEDJIAN et al, 2017), bacteriocinas
(FUOCHI et al, 2018; ZIARRUSTA, 2002), biossurfactantes (SATPUTE, 2016) e peroxido de
hidrogénio (SGIBNEV e KREMLEVA, 2015). Estes micro-organismos apresentam acéo
microbicida, competicdo por nutrientes e receptores no momento da adesdo ao epitélio, e
presenca na microbiota do trato gastrointestinal e geniturinario de pessoas saudaveis. As
caracteristicas acima mencionadas que ratificam a importancia de Lactobacillus vaginais no
controle do crescimento de Candida spp. (FUOCHI et al, 2018; SGIBNEV e KREMLEVA,
2015; VASQUEZ et al, 2005).
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Os testes de avaliagdo da atividade microbicida por meio da contagem de CFU,
avaliacdo sobre a formacéo de hifas e a producéo de biofilme, e avaliacdo de MIC sugerem que
as interacdes entre Lactobacillus spp. e Candida spp. cultivados in vitro, apresentam diferentes
resultados, espécie-especifico.

Os testes de avaliagédo sobre a formacéo de hifas e a producdo de biofilme (Figuras 11,
12 e 13) e avaliacdo do potencial inibitério minimo de substancias com acéo antifingica (Tabela
2) foram realizados com as cepas L. casei, L. crispatus, L. rhamnosus uma vez que estas cepas
apresentaram os maiores percentuais de atividade microbicida sobre a cepa padréo C. albicans
ATCC 90023, acima de 90% (Tabela 1).

C. albicans ATCC 90023 e C. albicans SC 5314 foram escolhidas por serem cepas
padronizadas e apesentarem a capacidade de formacao de hifas e de producéo de biofilme. As
cepas de C. glabrata foram incluidas nos ensaios para avaliar se 0 sobrenadante causaria efeito
inibitorio, como percebido nas cepas C. albicans.

Além de serem estudadas as cepas ATCC, cujo comportamento biolégico é conhecido,
neste estudo foram incluidas cepas de C. albicans e C. glabrata isoladas de infec¢Bes vaginais,
que apresentavam padrdo de resisténcia aos antifingicos usuais, € que foram incluidas na
pesquisa para avaliarmos como estas cepas clinicas se comportam na presenca de Lactobacillus
spp., uma vez que mimetizam comportamentos de cepas oriundas de infecgdes reais
(PANIAGUA, 2019).

Lactobacillus acidophillus fazem parte da microbiota intestinal normal, sdo &cido
produtores, acidificando o meio colonizado (SGIBNEV e KREMLEVA, 2015). Em cocultivo,
foi a cepa que apresentou menor atividade microbicida sobre C. albicans ATCC 90023 e sobre
C. albicans IC 216, e a terceira menor atividade microbicida sobre C. glabrata ATCC 90030 e
C. glabrata IC 15. Estes dados sugerem que L. acidophillus ndo € um probidtico com potencial
para prevencdo de biofilme e formacéo de hifas por Candida spp., 0 que preveniria as infec¢oes
por C. albicans e C. glabrata, estes achados sdo semelhantes ao encontrado no estudo de
Hasslof et al (2010), que também identificou baixa atividade inibitéria de Candida spp.

Apesar disso, apos cocultivo com as cepas de C. albicans IC 216, C. glabrata ATCC
90030 e C. glabrata IC 15, L. acidophillus apresentou aumento no numero de coldnias
(Apéndice A) indicando sua viabilidade ap6s a interacdo com Candida spp.. Este
comportamento corrobora com sua capacidade de continuar produzindo substancias
microbicidas, estratégia importante e considerada mecanismo de acdo dos probidticos
(FALAGAS, BETSI e ATHANASIOU, 2007).
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A solucdo concentrada do sobrenadante do cultivo da cepa L. acidophillus inibiu o
crescimento de C. albicans IC 216 e a solugédo sobrenadante, na concentragdo 1:8, foi suficiente
para inibir o crescimento de C. albicans SC 5314 (Tabela 3), sugerindo que L. acidophillus
parece apresentar grande producédo de substancias microbicidas, ndo mensuradas na pesquisa,
mas que podem inferir os mesmos achados suportados pelos estudos de L. acidophillus
empregados para o tratamento de VB, que pela produc¢éo de peroxido de hidrogénio, &cido latico
e bacteriocinas, inibem o crescimento bacteriano e impedem o desenvolvimento da VB
(FALAGAS, BETSI e ATHANASIOU, 2007; TACHEDJIAN et al., 2017).

Lactobacillus casei compdem a microbiota intestinal normal, sdo produtores de &cido e
resistentes ao medicamento antimicrobiano vancomicina (CHARTERIS et al, 1998). Apresenta
excelente atividade microbicida sobre cepas C. albicans ATCC 90023, C. albicans IC 216 e C.
glabrata ATCC 90030, embora tenha apresentado atividade microbicida inferior sobre a cepa
C. glabrata IC 15, representando uma boa opg¢éo para inibir crescimento de Candida spp. Nos
testes in vitro, foi a cepa de Lactobacillus spp. que apresentou melhor atividade microbicida
sobre C. glabrata IC 15 (Tabela 1 e Figura 11). A atividade microbicida foi acompanhada da
reducdo concomitante do crescimento das cepas de L. casei (Apéndice A), demonstrando que
sua atividade microbicida sobre o fungo induz sua eliminacéo.

Lactobacillus casei reduziu o crescimento e a formacao de hifas e de biofilme das cepas
C. albicans (Figura 11). Redugdo significativa aconteceu no cocultivo com C. albicans ATCC
90023 (Figura 11D). Observa-se significante reducao na formacao de hifas quando as cepas de
C. albicans ATCC 90023 (Figura 11D) e C. albicans SC 5314 (Figura 11G) foram cocultivadas
com a solugdo sobrenadante. Entretanto, nas mesmas figuras é possivel perceber que a solugéo
sobrenadante ndo proporcionou reducdo no crescimento da levedura e formacao de biofilme.
Assim, percebe-se que os metabdlitos de L. casei, soltveis na solucdo sobrenadante, podem
reduzir a formacdo de hifas, importante fator de viruléncia relacionado a C. albicans.
Entretanto, a acdo microbicida sobre o fungo foi observada quando o cocultivo foi realizado
com L. casei e ndo apenas com a solugéo sobrenadante (Figuras 11C e 11F). Matsubara (2016)
observou resultado semelhante em seu estudo, quando as células de L. casei inibiram o
crescimento fangico e o desenvolvimento de biofilme.

As cepas C. albicans ATCC 90023 e C. albicans IC 216 necessitaram de maiores
concentracdes de sobrenadante (1:2) para inibir o crescimento da levedura (Tabela 3), quando
comparadas as demais cepas. Os resultados observados, sugerem que as cepas de L. casei
promovem a reducdo do nimero de coldnias fangicas e a formag&o de hifas, provalmente pelas

substancias secretadas. A inibicdo da formacdo do biofilme por Lactobacillus spp. acontece
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pelo bloqueio da adesdo de Candida as superficies (KANG et al, 2018; SANTOS et al, 2019;
PAROLIN et al, 2015), competicdo por sitios de receptores e deslocamento das células de
leveduras aderidas contato direto entre as células fangicas e bacterianas (PAROLIN et al,
2015). Assim, L. casei pode ser um probidtico para prevencao e tratamento de infeccdes por C.
albicans e C. glabrata.

Lactobacillus casei shirota é uma cepa amplamente utilizada como probidtico por
demonstrar acdo sobre a modulacdo do sistema imunoldgico (TOI et al, 2013; DONG et al,
2010), indicios de reducdo do risco de canceres de bexiga (SUR et al, 2011), célon (FUJITA et
al, 2013) e mama (NAGATA et al, 2011) e atenuar sintomas de infec¢des gastrointestinais
(TAKADA et al, 2016).

Em cocultivo, a atividade microbicida de L. casei shirota foi uma das mais baixas, sendo
as menores sobre C. glabrata (Tabela 1). Lactobacillus casei shirota também apresentou
significativa reducdo no nimero de coldnias, sugerindo acdo de um mecanismo de competicdo
para manter sob controle ambas as popula¢@es (Apéndice A). Sutula et al (2012 e 2013) também
ndo identificou efeito microbicida significante de L. casei shirota sobre Candida spp.

Lactobacillus casei shirota ndo promoveu reducdo significativa na formacdo de
biofilme em nenhuma das cepas de Candida avaliadas. Embora sobre C. albicans inibiu a
formacao de hifas da cepa oriunda de isolado clinico.

A cepa C. albicans ATCC 90023 foi inibida apenas pela solucdo sobrenadante
concentrada de L. casei shirota. A cepa C. albicans SC 5314 foi inibida por uma solu¢cdo menos
concentrada de L. casei shirota (1:16). A solucdo concetrada de L. casei shirota ndo inibiu o
crescimento de outras cepas de C. glabrata (Tabela 3). Este resultado indica que as substancias
secretadas por L. casei shirota ndo possuem ac¢do microbicida sobre C. glabrata e confirma a
atividade cepa-especifica, considerando que apresenta resultados bem diferentes entre as 3
cepas de C. albicans.

Portanto indicam que L. casei shirota pode ndo ser um bom probi6tico para prevencao
de infeccOes por C. albicans e C. glabrata, embora muitos efeitos benéficos, ja tenham sido
atribuidos a essa cepa, como citado anteriormente.

Lactobacillus crispatus € uma espécie presente na microbiota vaginal e contribui para a
manutencdo da microbiota vaginal saudavel (FUOCHI et al, 2018; ANTONIO, RABE e
HILIER, 2005) e reducdo da ocorréncia de VB (ABDELMAKSOUD et al, 2016). Apresentou
excelentes indices de atividade microbicida sobre C. albicans ATCC 90023, C. albicans IC 216
e C. glabrata ATCC 90030, acompanhada da reducdo concomitante do crescimento das cepas

de Lactobacillus spp. Em cocultivo com C. glabrata IC 15, apresentou atividade inferior e
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maior reducdo do numero de coldnias de Lactobacillus spp. A reducdo das cepas de
Lactobacillus spp. concomitantemente as cepas de C. albicans e C. glabrata, sugere que sua
atividade microbicida sobre o fungo induz sua eliminacéo (Tabela 2 e Apéndice A).

O estudo sobre a acdo de L. crispatus sobre as cepas de C. albicans e C. glabrata,
apresentou importante reducdo do numero de col6nias fungicas, reducdo de biofilme e de um
importante fator de viruléncia da C. albicans, a formacdo de hifas (Tabela 1, Figura 12 e
Apéndice A).

Lactobacillus crispatus reduziu o crescimento, a formacao de hifas e de biofilme das
cepas C. albicans (Figura 12F), apesar da reducdo na formacdo de hifas ter sido menos
significativa cobre a cepa C. albicans SC 5314. A maior redugdo na formacdo de hifas foi
percebida quando as cepas de C. albicans foram cocultivadas com a solucdo sobrenadante do
cultivo de L. crispatus. As cepas C. albicans ATCC 90023 e C. albicans IC 216 necessitaram
de maiores concentracOes de sobrenadante (1:2) para inibir o crescimento da levedura, quando
comparadas as demais cepas, que foram inibidas com a concentracdo minima (1:32) do
sobrenadante (Tabela 3).

Os resultados acima indicam que L. crispatus pode ser um probiotico para prevencéo de
infeccdes por C. albicans e C. glabrata. Estudos indicam que L. crispatus apresenta grande
producio de substancias microbicidas, como por exemplo perdxido de hidrogénio (HUTT et al,
2016; SONG et al, 1999) e acido latico (WITKIN et al, 2013), ndo mensuradas na pesquisa,
mas que favorecem aos achados deste estudo.

Lactobacillus johnsonii sdo produtores de substancias microbicidas e competem por
nutrientes com Candida spp. (KOHLER, ASSEFA, REID, 2012). Apresentou excelente
atividade microbicida sobre cepas C. albicans ATCC 90023 e C. glabrata ATCC 90030. Sobre
a cepa C. albicans IC 216 apresentou atividade um pouco menor, mas acima de 60%.
Entretanto, apresentou atividade microbicida bem inferior (30%) sobre a cepa C. glabrata IC
15 (Tabela 1). A atividade microbicida foi acompanhada de importante reducdo concomitante
do crescimento das cepas de Lactobacillus spp. (Apéndice A).

Lactobacillus johnsonii inibiu a formac&o de biofilme nas cepas C. albicans, entretanto
ndo proporcionou inibicdo da formagéo de hifas C. albicans IC 216, como foi possivel perceber
sobre a cepa C. albicans ATCC 90023. Promoveu reducdo significativa na formacdo de
biofilme no cocultivo com C. glabrata ATCC 90030 e reducdo na formagéo do biofilme por C.
glabrata IC 15 (Figura 15).

A solucdo sobrenadante de L. johnsonii néo foi eficaz para inibir o crescimento da cepa

C. glabrata IC 15. Apenas a solucdo sobrenadante ndo diluida foi eficaz para inibir o
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crescimento das cepas C. albicans IC 216 e C. glabrata ATCC 90030. Concentra¢des menores
da solucdo sobrenadante inibiram as cepas C. albicans ATCC 90023 e C. albicans SC 5314
(Tabela 3).

Os resultados acima indicam que L. johnsonii pode ser um bom probidtico para
prevencdo de infecgdes por C. albicans, entretanto pode ndo apresentar bons resultados clinicos
para C. glabrata, resultado semelhante ao encontrado no estudo de Hasslof et al (2010).
KHERADMAND et al (2014) demonstraram que L. johnsonii enriquecido por nanoparticulas
de selénio apresentaram atividade microbicida potenciada, tanto por atividade direta por meio
do contato com o fungo quanto por atividade indireta da solucdo sobrenadante.

Lactobacillus paracasei é descrito como um bom probidtico para a manutencdo da
microbiota intestinal saudavel e reducédo dos sintomas de diarreia em criancas (SARKER et al,
2005; Arici et al, 2004) e adultos (ROCHET et al, 2006). Jahreis et al (2002) relatou a
modulacdo de pardmetros do sistema imune, como significativo aumento do nimero de
anticorpos e linfocitos CD4, por L. paracasei.

No presente estudo, L. paracasei apresentou boa atividade microbicida apenas sobre a
cepa C. albicans IC 216. Sobre a cepa C. albicans ATCC 90023 a atividade microbicida foi
regular e fraca atividade sobre as cepas de C. glabrata (Tabela 2). A atividade microbicida foi
acompanhada de importante reducdo concomitante do crescimento das cepas de L. paracasei
(Apéndice A). Este resultado sugere que a competicdo pode ser um dos mecanismos para
manter sob controle ambas as populacdes.

Lactobacillus paracasei reduziu a formacéo de biofilme pelas cepas de C. albicans e C.
glabrata. Entretanto, ndo houve reducéo significativa na formacdo de hifas, pelas cepas de C.
albicans. A solucéo sobrenadante de L. paracasei nao foi eficaz para inibir o crescimento da
cepa C. albicans IC 216, C. glabrata ATCC 90030 e C. glabrata IC 15. Concentra¢Ges menores
da solucdo sobrenadante inibiram as cepas C. albicans ATCC 90023 e C. albicans SC 5314
(Tabela 3), demonstrando que as substancias microbicidas soltveis no sobrenadante tem maior
atividade sobre cepas C. albicans.

Os resultados do cocultivo com L. paracasei indicam que este pode ser um bom
probiotico para prevencado de infeccbes por C. albicans, mas ndo € um bom probiotico para C.
glabrata.

Lactobacillus rhamnosus estdo presentes na microbiota intestinal normal e séo
resistentes a vancomicina (CHARTERIS et al, 1998). Estudos indicam que esta espécie de
Lactobacillus apresenta capacidade de inibirem o crescimento de Candida spp. por meio da

producéo de perdxido de hidrogénio e bacteriocinas (MARTINEZ, 2008), regulacéo de genes



86

envolvidos na formagcéo de hifas (KOHLER e REID, 2005), autoagregacio, coagregagio com
C. albicans e aderéncia a células do epitélio vaginal (PASCUAL et al, 2008). Apresentou
crescimento superior quando cultivado com as cepas de Candida, apresentando excelente
atividade microbicida sobre cepas C. albicans e C. glabrata. (Tabela 2). Esse supercrescimento
teve uma acgédo negativa sobre as estirpes de Candida, que tiveram seu crescimento reduzido
(Apéndice A).

O estudo sobre a acdo de L. rhmanosus sobre as cepas de C. albicans e C. glabrata,
apresentou significativa reducdo do nimero de colbnias fungicas e de um importante fator de
viruléncia da C. albicans, a formacéo de hifas.

O efeito da solucéo sobrenadante na avaliagdo do MIC foi bem variado sobre as cepas
estudadas, sendo as cepas C. albicans SC 5314 e C. glabrata ATCC 90030 as mais suscetiveis
a inibicdo (Tabela 3). Os resultados acima indicam que L. rhamnosus pode ser um bom
probidtico para prevengdo de infecgbes por C. albicans e C. glabrata. Os resultados foram
semelhantes aos observados por Matsubara (2016), que identificou que as solucdes
sobrenadantes apresentavam atividade microbicida e redutora da formacéo de biofilme, mas os
efeitos eram mais significativos quando havia L. rhamnosus no cocultivo.

De Seta et al (2014) afirmam que os Lactobacillus spp. inibem a ades&o epitelial, o
crescimento e a proliferacdo de outros micro-organismos nao pertencentes a microbiota vaginal.
O presente estudo observou que o efeito de L. casei, L. crispatus, L. rhamnosus sobre C.
albicans e C. glabrata sugere que essas espécies podem ser utilizadas como probidticos na
prevencdo de CVV. Apesar de L. casei shirota ndo ter apresentado bons resultados em cocultivo
com C. glabrata, apresentou bons resultados com C. albicans podendo ser um bom probi6tico
para o controle e profilaxia de IF causadas por essa espécie. Lactobacillus johnsonii apresentou
boa atividade inibitoria apenas sobre a cepa C. glabrata ATCC 90030, entretanto a sobre o
isolado clinico da mesma espécie a acao foi leve.

De forma homologa ao que ocorre com a producdo de substancias inibitérias por
Lactobacillus sobre Candida, as leveduras também podem inibir o crescimento bacteriano.
Candida albicans é um microrganismo patogénico que desenvolveu vérias caracteristicas de
viruléncia, permitindo a invasdo dos tecidos do hospedeiro e evitando mecanismos de defesa
do hospedeiro. Entre os fatores de viruléncia que contribuem para esse processo estdo as
enzimas hidroliticas secretadas extracelularmente pelo fungo, como proteinases e lipases. Elas
provavelmente desempenham um papel na patogenicidade, além do simples papel de nutricéo.
As proteinases asparticas, por exemplo, contribuem para a invasdo tecidual do hospedeiro

digerindo ou destruindo as membranas celulares e degradando as moléculas da superficie do
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hospedeiro. H& também evidéncia de que enzimas hidroliticas sdo capazes de atacar células e
moléculas do sistema imunoldgico para resistir a atividade antimicrobiana (SCHALLER et al,
2005).

Embora Lactobacillus spp. também produzam substancias com efeito microbicida sobre
outros organismos, a0 menos no caso de alguns cocultivos Lactobacillus spp./ C. albicans é
possivel que a secre¢do de compostos como enzimas hidroliticas pela cepa de C. albicans tenha
afetado negativamente as bactérias, neste caso os Lactobacillus spp. presentes neste cocultivo,
reduzindo sua viabilidade.

C. glabrata é um patdgeno oportunista em infeccGes humanas. Varios fatores associados
a sua viruléncia estdo sendo investigados. No trabalho de Figueiredo-Carvalho et al (2017)
isolados de C. glabrata obtidos de casos clinicos foram consideradas bons produtores de
catalase, protease aspartica, esterase, fitase e hemolisina. Ainda, 0s autores associaram a
producdo de destas enzimas hidroliticas, a resisténcia a antifungicos (FIGUEIREDO-
CARVALHO etal, 2017).

O aumento do nimero de leveduras e pseudo-hifas é associado ao aparecimento dos
sintomas da CVV (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al, 2019). A transicdo levedura-hifa inicia
com o surgimento das pseudohifas dando inicio a formagdo dos biofilmes. Os biofilmes de
Candida tém um papel importantissimo na patogénese, tanto pela mudanga na expressao génica
como pela presenga do biofilme em si, que dificulta o reconhecimento pelo sistema imune e a
acao dos antifangicos. Bandara et al (2013) sugere que Lactobacillus spp. e seus metabolitos
promovam a reducdo da formacdo de hifas devido a modulagdo da expressao de genes hifa-
especificos.

Os ensaios sugerem que L. crispatus € capaz de reduzir o crescimento de leveduras,
corroborando os resultados encontrados nos testes de CFU. Lactobacillus rhamnosus mostrou-
se capaz de inibir fortemente a formacdo de psudohifas de ambas as cepas de C.
albicans, consequentemente atuando na redugédo da formagéo do biofilme.

Para avaliar o efeito das substancias presentes no sobrenadante de Lactobacillus spp.,
analisamos o MIC de sobrenadante e, consequentemente, das substancias com acdo antifungica
sobre as cepas de Candida spp. Os resultados dos sobrenadantes de L. casei, L. crispatus e L.
rhamnosus, foram comparados aos efeitos de antifingicos utilizados no tratamento de infecgdes
causadas por Candida spp. Os resultados indicaram que o sobrenadante de cultura de L. casei,
L. crispatus e L. rhamnosus contém substancias com efeito antifungico e que interferem na

formacdo de hifas. Entretanto, a acdo microbicida e a interferéncia na formacdo do biofilme,
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sugerem que a acdo inibitoria também esta relacionada a presenca da espécie de Lactobacillus
spp.

Apesar da limitacdo observada na acdo do sobrenadante, estudos indicam que a
concentracdo de metabdlitos secretados, pelos probioticos, esta diretamente relacionada ao
efeito antifangico observado (MATSUBARA, 2016; SIMARK-MATTSSON et al, 2009). O
estudo realizado por Maldonado-Barragan et al (2013) sugere que 0os componentes encontrados
na solucdo sobrenadante, alteram a tensdo superficial dos blastoporos de Candida e, assim,
atuariam na prevencdo da adesdo celular e formacdo do biofilme. Sdo exemplos, desses
componentes, os biossurfactantes (RYU et al, 2014), &cido latico (MALDONADO-
BARRAGAN et al, 2013) e bacteriocinas (MALDONADO-BARRAGAN et al, 2013).
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6 CONCLUSAO

A atividade antimicrobiana de Lactobacillus spp. € cepa-especifica. A associacao
eficiente para o tratamento de CVV deve ser cuidadosamente avaliada por estudos que associem
cepas probidticas com os patdgenos a serem inibidos. A cepa-especificidade explica os
resultados divergentes em estudos sobre a interagéo entre Candida spp. e Lactobacillus spp.
Apesar de alguns estudos correlacionarem as mesmas espeécies, a variacdo das cepas interfere
no comportamento dos micro-organismos, tanto dos probidticos quanto dos patogenos.

A acdo fungicida e a interferéncia na formacéao de biofilmes estdo associadas a presenca
e interacdo de Lactobacillus spp. no cocultivo, como sugerem as imagens microscopicas dos
testes que avaliaram a acdo de Lactobacillus spp. sobre biofilme de Candida spp. e a acdo das
solucdes sobrenadantes de Lactobacillus spp. sobre biofilme de Candida spp.. A acdo sobre a
formagcdo de hifas esta relacionada as substancias metabdlicas secretadas pelos Lactobacillus
spp., entretanto, a acdo microbicida € mais significativa quando ha presenca do probiético.
Assim, para o alcance do efeito desejado, é importante que o tratamento de CVV e CVVR
incluam as bactérias probidticas e ndo apenas seus metabolitos (MATSUBARA, 2016;
RODRIGUES et al, 2006).

E importante a continuidade de estudos que elucidem o comportamento das diversas
espécies e cepas de Candida spp. e Lactobacillus spp. Estudos sobre a expressdo génica de
cepas de Candida spp. relacionada a formacdo de hifas e pseudo-hifas, o isolamento e
identificacdo de metabdlitos secretados por Lactobacillus spp., bem como o impacto destas
substancias na formacéo e desenvolvimento do biofilme sdo sugestdes de pesquisas a serem
desenvolvidas para o tratamento de CVV e CVVR.

Vale salientar ainda, que o emprego de cepas de Lactobacillus spp. combinadas entre
si, ou seja, a aplicacdo de cepas multiplas, com antifingicos e agentes quelantes de biofilme,
poderdo apresentar efeitos ampliados ou potencializados para inibicdo ou eliminagdo das
infeccdes por Candida vulvovaginais. O emprego de probidticos de forma topica vaginal,
podera repor ou substituir ainda que temporariamente uma microbiota vaginal que mimetize
uma microbiota real saudavel, transferindo os beneficios destes probiodticos que somandos aos
efeitos dos antifingicos empregados permitirdo que a microbiota vaginal saudavel se

recomponha com o fim da infeccéo.
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APENDICE
APENDICE A - Tabela CFU
CFU CFU
Candida/ Lactobacillus/
Candida spp. Candida  Cocultivo | Lactobacillus spp. Lactobacillus Cocultivo
C. albicans
148 L. acidophilus 365 311
14 L. casei 284 229
38 L. casei shirota 232 185
12 L. crispatus 301 276
ATCC 90023 195 41 L. johnsonii 327 243
89 L. paracasei 225 219
14 L. rhamnosus 288 306
59 L. acidophilus 365 564
12 L. casei 284 189
27 L. casei shirota 232 168
21 L. crispatus 301 247
IC 216 163 55  |L. johnsonii 327 238
36 L. paracasei 225 169
11 L. rhamnosus 288 301
C. glabrata
115 L. acidophilus 365 421
12 L. casei 284 235
142 L. casei shirota 232 149
12 L. crispatus 301 253
ATCC 90030 151 13 L. johnsonii 327 162
137 L. paracasei 225 186
56 L. rhamnosus 288 312
29 L. acidophilus 365 389
9 L. casei 284 267
33 L. casei shirota 232 165
15 L. crispatus 301 221
IC 15 40 28 | L. johnsonii 327 195
35 L. paracasei 225 154
16 L. rhamnosus 288 298




