AVA
Avavav  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ¥ 40LI0 DE MESQUITA FILHO"

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

SIMONE FURGERI GODINHO VILELA

INFLUENCIA DE Lactobacillus acidophilus SOBRE
BIOFILME FORMADO POR Candida albicans in vitro E
INFECCAO EM MODELO DE INVERTEBRADO

2013



SIMONE FURGERI GODINHO VILELA

INFLUENCIA DE Lactobacillus acidophilus SOBRE BIOFILME
FORMADO POR Candida albicans in vitro E INFECGAO EM MODELO
DE INVERTEBRADO

Tese apresentada ao curso de Odontologia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista, Campus de S&do José dos
Campos, como parte dos requisitos para obtencao do titulo de DOUTOR,
pelo Programa de Pds- Graduagdo em BIOPATOLOGIA BUCAL, Area

Microbiologia / Imunologia.

Orientadora: Profa. Adj. Juliana Campos Junqueira

Sao Joseé dos Campos
2013



Apresentacao grafica e normalizagdo de acordo com:

Alvarez S, Coelho DCAG, Couto RAO, Durante APM. Guia pratico para
Normalizacao de Trabalhos Académicos do ICT. Rev. ampl. Sdo José dos
Campos: ICT/UNESP; 2013.

V711i  Vilela, Simone Furgeri Godinho
Influéncia de Lactobacillus acidophilus sobre biofilme formado por Candida
albicans in vitro e infeccdo em modelo de invertebrado / Simone Furgeri. Godinho
Vilela - Sdo José dos Campos: [s.n.], 2013.
115 1. ¢l

Tese (Doutorado em Biopatologia Bucal ) — Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Séo José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista, 2013.
Orientador: Profa. Juliana Campos Junqueira.

1. Candida albicans 2. Lactobacillus acidophilus 3. Galleria mellonella. 1.
Junqueira, Juliana Campos. Il. Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos
Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista. lll. Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”. IV. UNESP — Univ Estadual Paulista. V. Titulo

tD17

Ficha catalografica elaborada pelo Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagédo do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos — UNESP

AUTORIZACAO

Autorizo a reprodugéo e divulgagao total ou parcial deste trabalho, por
qualquer meio convencional ou eletrénico, desde que citada a fonte.

Sao José dos Campos, 28 de Maio de 2013 .
Assinatura:
E-mail: simonefurgeri@gmail.com




BANCA EXAMINADORA

Profa. Adjunta Juliana Campos Junqueira (Orientadora)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos
UNESP - Univ Estadual Paulista

Prof. Titular Olavo Cardoso Jorge
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos
UNESP - Univ Estadual Paulista

Profa. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara
UNESP - Univ Estadual Paulista

Profa.Dra. Mariella Vieira Pereira Leao
Instituto Basico de Biociéncias
Universidade de Taubaté — UNITAU

Profa. Dra. Luciane Dias de Oliveira

Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos
UNESP - Univ Estadual Paulista

Séao José dos Campos, 29 de julho de 2013.



DEDICATORIA

A Deus, acima de tudo e de todos, pela sua presenca

constante em minha vida e em meu trabalho.

Aos meus pais pelas incansaveis horas de dedicagéo

durante todas as etapas de minha vida.

Ao meu esposo Mario, que esteve sempre ao meu lado,
pelo apoio, compreensdo, conselhos, amizade e colaboragdo em

praticamente todas as fases deste trabalho.

A minha filha Giulia que veio iluminar minha vida, amor

unico e especial.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A minha orientadora Profa. Adj. Juliana Campos Junqueira, primeiramente
pelo convite para desenvolver esse trabalho, por apostar na minha
capacidade, desafiar meus limites e por oferecer todos os meios e
estruturas necessarias no desenvolvimento desse trabalho. Por sua
paciéncia, dedicacdo, amizade, por seu exemplo como pessoa e

profissional, meu eterno agradecimento.

Ao Prof. Tit. Antonio Olavo Cardoso Jorge por quem tenho uma grande
admiragdo, por seus ensinamentos tdo preciosos, pelas palavras de
incentivo e oportunidades que me proporcionou durante todo este

periodo, meu agradecimento.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Instituto de
Ciéncia e Tecnologia, Campus de Sdo José dos Campos, na pessoa do
diretor Prof. Carlos Augusto Pavanelli e do vice-diretor Prof. Dr. Estevdo

Tomomitsu Kimpara.

Ao Programa de Po¢s- graduagcdo em Biopatologia Bucal, coordenadora
Profa. Adj. Juliana Campos Junqueira e vice-coordenadora Profa. Dra.

Ana Lia Anbinder, pelo apoio constante para a realizagdo desse trabalho.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP
pela concessdo do Auxilio a Pesquisa que possibilitou aquisicdo dos
materiais necessarios para a realizagdo deste projeto (processo
2012/19915-6).

A todos os professores pelo convivio durante a realizacdo dos créditos

pela amizade, apoio e ensinamentos.

A Profa. Dra. Luciane Dias de Oliveira com sorriso sempre doce, pronta

para responder e ajudar em qualquer questionamento ou duvida.

A Profa Dra. Ana Lia Anbinder, pela sua disponibilidade e auxilio na

interpretagdo dos cortes histologicos.

A Dra. Thais Cachuté Paradella pela ajuda e maravilhosas fotos obtidas a

partir da microscopia eletrénica de varredura.



A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA de Juiz de
Fora, na pessoa da pesquisadora Marcia Prata, pelo envio das lagartas

sem as quais este trabalho néo teria éxito.

Aos técnicos do Laboratério de Microbiologia, Sérgio Giovanny Alves e
Domingos Gongalves Pontes, que foram essenciais para qualidade da

pesquisa.

Ao laboratério Cebape, na pessoa da Profa. Adjunta Mdnica Fernandes
Gomes, pela disponibilidade do espago para o preparo das laminas

histologicas.

Ao técnico do laboratério de patologia Walter Cruz, pelo cuidado e auxilio

na preparagdo dos cortes histologicos.

Aos secretarios da Secdo da Po6s Graduagdo, Rosemary de Fatima
Salgado, Bruno Shiguemitsu Marques Tanaka, Erena Michie Hasegawa e

Ivan Oliveira Damasceno pela amizade e ajuda durante este tempo.

A todos os funcionarios da biblioteca, em especial Renata Aparecida de
Oliveira Couto e Silvana Alvarez, pelo auxilio constante na coleta de

dados e na finalizagao do trabalho.

Aos caros colegas de pods-graduacdo em especial, Rodnei Dennis
Rossoni e Junia Oliveira Barbosa, pelos momentos de descontragao,

amizade e ajuda imprescindivel para conclus&o dos experimentos.

A todos os colegas de Poés-Graduagdo do mestrado e doutorado pelo

companheirismo e boa convivéncia que tivemos durante o curso.



A querida aluna de iniciagdo Cientifica, Jéssica Diane dos Santos pela

disponibilidade, pelo imenso auxilio durante todo este tempo.

A minha cara amiga Elisabete Piva, por nossos devaneios microbiol6gicos
nas primeiras horas do dia antes do trabalho na prefeitura. Por sua

compreenséo, ajuda e ombro amigo em todas as horas.

Agradeco a todas as pessoas que contribuiram para a concretizagdo

deste trabalho, estimulando-me intelectual e emocionalmente.



“Cada sonho que vocé deixa para tras é um pedaco do seu
futuro que deixa de existir”
(Steve Jobs)



SUMARIO

LISTADE FIGURAS...........ooooeee et 12
LISTADE QUADROS E TABELAS..........ooooiiiieeeeee e 17
RESUMOL....... et e e e e e ee e 19
ABSTRACT ... .ot e e e e e e e e re e e e e e nnnes 21
TINTRODUGAO........ccoiiiieeeeeeeeeee et 23
2 REVISAO DA LITERATURA . ........coovoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
2.1 Candida albicans.......................ccccuuuiiiiiiiiiiiiiie e 27
2.2 Lactobacillus acidophilus.......................ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 34
2.3 Modelo experimental de invertebrado - Galleria mellonella....... 40
BPROPOSIGAOD........c.ocoieeeeeeeeeeeeeeeee et 51
4 MATERIAL E METODO..........cooiiiiieeeeeeeeeeeeee e 52
4.1 Cepas de Micro-organiSmos...............cccccviiiiiiiiiiiiiieiieeee 52

4.2 Interagao de Candida albicans e Lactobacillus acidophilus em
MOAEIOS iN VIlrO............coooeeeeieeeee e 52
4.2.1 Grupos exXperiMentaiS. .........cciaiiieeeeee e 52
4.2.2 Estudo dos efeitos de Lactobacillus acidophilus sobre biofilmes
A€ C. @IDICANS. ... s 54
4.2.2.1 Preparo da suspensdo padronizada de Candida albicans e
Lactobacillus acidophilus..................cooeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 54

4.22.2 Preparo do sobrenadante da cultura de Lactobacillus

= Lo 0 [0 o) g L1 1 55
4.2.2.3 Formagao dos biofilmes de Candida albicans........................... 55
4.2.2.4 Determinagédo do numero de UFC/mL...........oooviiiiiiiccinnnn. 56

4.2.2.5 Efeitos de Lactobacillus acidophilus sobre biofimes de C.

albicans: analise por Microscopia Eletronica de Varredura................... 57



4.2.3 Estudo dos efeitos de L. acidophilus sobre a filamentacao de

Candida @lDICaANS .............ouuueiiiiiiiiai et 58
4.3 Interacao de Lactobacillus acidophilus com Candida albicans

em modelo experimental de Galleria mellonella................................ 60
4.3.1 Grupos experiMentais ........ccccoiieieeeeriiieeee e 60
4.3.2 Galleria mellonella..................ccooueeeeeeeeeeeeieeeeeeee e 61

4.3.3 Verificagao da susceptibilidade de Galleria mellonella a infecgao
por Lactobacillus acidophilus................ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 62
4.3.4 Efeitos de Lactobacillus acidophilus na candidose experimental
em Galleria mellonella.................c.coooooeeeiiiiiiiieeeee e 62
4.3.4.1 Preparo da suspensdo de Candida albicans e Lactobacillus
ACIAOPRIIUS........cooeiiiiiiiiie e 62
4.3.4.2 Injegdo de micro-organismos em Galleria mellonellla.............. 63
4.3.4.3 Determinagdo da curva de sobrevivéncia de Galleria

MEIIONEIIA ..........oiiieeii e 64
4.3.4.4 Estudo de cultura de tecidos - Contagem de UFC/mL................ 65
4.3.4.5 Analise histologica de G. mellonella...................cccccciiiiiinnnnen. 67
4.4 Analise estatistica.................ooooi 69
B RESULTADOS..... ..ot e et e e e e e e e e e e eneeas 70

5.1 Interacao de C. albicans e L. acidophilus em modelos in vitro. 70
5.1.1 Efeito de Lactobacillus acidophilus sobre biofilmes de C.

albicans quanto a contagem de UFC/ML............ooiiiiii, 70
5.1.2 Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura.......................... 73
5.1.3 Efeitos de L. acidophilus sobre a filamentacao de C. albicans...... 77

5.2 Interacao de Lactobacillus acidophilus com Candida albicans

em modelo experimental de Galleria mellonella............................... 81
5.2.1 Curva de sobrevivéncia da Galleria mellonella.............................. 81
5.2.2 Estudo de cultura de tecidos - Contagem de UFC/ mL.................. 84
5.2.3 Analise histologica de G. mellonella...............cccceeeevevveieeiiieeiinnnnn. 87

B DISCUSSAOD.........coouiiiiiiieiceeeeee ettt 94



7 CONCLUSAO.........coouiiiieeeeeee et
8REFERENCIAS ..........oovmiiiiieieeeeeeeeeeeeee e,



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Visualizacdo da lamina utilizada para analise da
filamentacao de C. albicans in vitro com a demarcagao dos campos
para a contagem do numero de hifas presentes. Os pontos brancos
representam o local onde foi realizada a contagem do numero de

hifas presentes em cada CampPO .........euiiiiiiiiii e

Figura 2 - Imagem do modelo experimental de G. mellonella. A) G.
mellonella em posi¢cao ventral com detalhamento das prolegues; B)
desmonstragdo da injegdo de micro-organismo em G. mellonella

utilizando seringa de Hamilton ...,

Figura 3 - Imagem do modelo experimental de G. mellonella. A)
lagarta posicionada para retirada da hemolinfa. Seta representa a
sequéncia das incisdes para retirada da hemolinfa. Incisdo feita
logo abaixo da ultima prolegue esquerda e posteriormente seguindo
a linha mediana da lagarta até sua regido caudal; B) hemolinfa
sendo retirada apés a incisao; C) tubo eppendorf com a quantidade

de hemolinfa referente ao pool de 6 lagartas ..............cccccceeeniiinnns

Figura 4 - Sequéncia da retirada do corpo de gordura da lagarta G.
mellonela. A) corte transversal realizado na parte ventral da lagarta
(seta); B) presséao lateral realizada na lagarta para remogado do
corpo de gordura; C) visualizagdo do corpo de gordura apos ter sido
retirado da lagarta ; D) comparagcdo do corpo de gordura em

relagdo ao tamanho da lagarta ..........c.ccoooeiiiiiiiiiiic

Figura 5- Média e desvio padrdao (Logip) de UFC/mL de L.

acidophilus do grupo interacdo C. albicans e célula de L.

59

64

66



acidophilus nos tempos de crescimento da cultura de L. acidophilus
4, 6, 18 e 24h. Verificou-se o comportamento semelhante entre os
tempos testados, sem diferenga estatisticamente significante (Teste
de ANOVA, P 0,05) ..o

Figura 6 - Microscopia eletrénica de varredura do grupo controle C.
albicans e PBS. A) Verifica-se a aderéncia de C. albicans ao corpo
de prova de poliestireno e a presenca de pseudohifas, aumento
original: 2000x; B) Presenga de hifa, leveduras, aumento original:
L0000 ) SRS

Figura 7 - Microscopia eletrénica de varredura do grupo interagéo
C. albicans e ceélula de L. acidophilus. A) Verifica-se a aderéncia de
C. albicans e L. acidophilus ao corpo de prova de poliestireno, com
predominio de leveduras de C. albicans. Presenga de células de L.
acidophilus aderidas as hifas e leveduras de C. albicans, aumento
original: 2000x; B) Verifica-se intima interagdo entre C. albicans e L.
acidophilus, aumento original: T0000X............cuuuuiiimiiiiiiiiiieiaaanann.

Figura 8 - Microscopia eletrénica de varredura do grupo interagéao
C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus. A) Verifica-se
aderéncia de C. albicans ao corpo de prova de poliestireno com
predominio de leveduras sem presenca de hifas, aumento original:
2000x. B) Presenca de varias leveduras. Aumento original:
0000 ) SR SPRP

Figura 9 - Microscopia Optica com a visualizagao da filamentagao
de C. albicans in vitro. A) Grupo controle C. albicans e PBS; B)
Grupo interagdo C. albicans e célula de L. acidophilus. C) Grupo
interacdo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus; D) Grupo
controle C. albicans e caldo MRS. Verifica-se nas imagens A e B

morfologia semelhante com presenca predominante de hifas e nas

72

74

75

76



imagens C e D presencga de hifas e leveduras, aumento original:

Figura 10 - Quantificacao de hifas nos testes de filamentagao de C.
albicans in vitro. Mediana e valor de p dos escores atribuidos aos
diversos grupos experimentais. A) Comparagdo entre grupo
controle C. albicans e PBS e grupo interacdo C. albicans e célula
de L. acidophilus. Verifica-se a presenga de uma quantidade menor
de hifas no grupo da interagdo ao ser comparado ao grupo controle,
valor de p= 0,0002; B) Comparagdo entre grupo controle C.
albicans e PBS e grupo interagao C. albicans e sobrenadante de L.
acidophilus. Verifica-se a presengca de um numero menor de hifas
no grupo da interagdo ao ser comparado ao grupo controle, valor de
p= 0,0002; C) Comparagédo entre grupo controle C. albicans e PBS
e grupo controle C. albicans e caldo MRS. Nao ocorreu redugéo
estatisticamente significante na quantidade de hifas presentes na
comparagao dos dois grupos, p= 0,3445 (teste estatistico Mann-
WINEY ). .

Figura 11 - Curva de sobrevivéncia em G. mellonella dos diferentes
grupos experimentais. Verificou-se que no grupo controle PBS néao
ocorreu morte de nenhuma lagarta. Para os grupos controle C.
albicans e PBS ou caldo MRS, profilatico ou terapéutico, houve

morte de 100% das lagartasem até 48 h ...

Figura 12 - Média e desvio padrdo (Log 10) dos diferentes grupos
experimentais nos tempos de 0, 4. 8, 12, 18 e 24 h. A) Controle C.
albicans e caldo MRS.; B) Interacdo C. albicans e célula L.
acidophilus; C) Interagao C. albicans e sobrenadante L. acidophilus.
Verifica-se o comportamento semelhante dos grupos em relagao ao

crecimento de C. albicans nos diferentes tempos da infecgao...........

80

82



Figura 13 - Média e desvio padréao (Logio) de UFC/mL de L.
acidophilus do grupo da interacdo C. albicans e célula de L.
acidophilus nos tempos de 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h. Verificou-se o
comportamento semelhante entre os tempos testados, sem

diferenca estatisticamente significante (Teste de ANOVA, p< 0,05)...

Figura 14 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo controle PBS. Observa-se a presencga dos tubulos de
Malpighi (tm), parte do intestino (int) e trofocitos (t) HE; aumento

(o] o 11 F= | 1 010 ) PRSP

Figura 15 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo controle PBS. Observa-se a presenga da traquéia (tr)
envolvida pelos trofécitos do corpo de gordura. HE; aumento

OFIGINAL B30X ...ttt

Figura 16 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo controle PBS. Observa-se a presenga do tubulo de
Malpighi (tm) responsavel pela remog¢ao dos excretas presentes na

hemolinfa, HE; aumento original: 630X .............cccoviiiiiiiiiiiiicceeee e,

Figura 17 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo controle PBS. Observa-se a presenga de trofécocitos (t)

com o0s nucleos irregulares e os endcitos (e). HE; aumento original:

Figura 18 - Média e desvio padrao (Log 19) da area ocupada por
hifas e/ou leveduras dos diferentes grupos experimentais apds 18h
de infecgdo. (Teste ANOVA , p<0,05) cooveereiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeee,

Figura 19 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo controle PBS. A) Aspecto normal do corpo de gordura.

PAS; aumento original: 100x; B) Setas destacam as principais

87

88

89

89

90

91



células presentes no corpo de gordura da lagarta, trofécitos (t) e
enocitos (en). PAS; aumento original: 1000X ..........cccovvvvieiiiiiiinnnnnnn.

Figura 20 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo interagcdo C. albicans e célula de L. acidophilus. A)
Observar-se parte do intestino da lagarta (int) e nas setas escuras a
presengca dos agrupamentos de hifas e leveduras. PAS; aumento
original: 100x; B) Observa-se a presenca de hifas e leveduras. PAS;
aumento original: T000X .......coevviieiiiiiiiiiiiiiii e

Figura 21 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo interagéo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus. A)
Observa-se nas setas escura a presenga aglomerados de hifas e
leveduras. PAS; aumento original: 100x; B) Observa-se a presenca

de hifas e leveduras em maior aumento. PAS; aumento original:

Figura 22 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo controle C. albicans e PBS. A) Observa-se na seta escura
a presenca aglomerados de hifas e leveduras. PAS; aumento
original: 100x; B) Observa-se a presencga de hifas e leveduras em

maior aumento. PAS; aumento original: 1000X .........cccccccvviiiiieeeeneen.

Figura 23 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella
do grupo controle C. albicans e caldo MRS. A) Observa-se nas
setas escuras a presenga de aglomerados hifas e leveduras. PAS;
aumento original: 100x; B) Observa-se a presenga de hifas e

leveduras em maior aumento. PAS; aumento original: 1000x ..........

91

92

92

93



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1 - Numero de ensaios realizados em cada grupo
experimental para o estudo dos efeitos de L. acidophilus sobre o
biofilme de C. albiCans ..............ooo o

Quadro 2 - Numero de ensaios realizados em cada grupo
experimental para o estudo dos efeitos de L. acidophilus sobre a

filamentagcao de C. albicans .............oouuueeeiiiiiiiiieeieeeeee e,

Quadro 3 - Escores utilizados para a contagem de numero de hifas

presentes em cada campo observado através da microscopia optica.

Quadro 4 - Grupos experimentais e numero de lagartas utilizadas

por experimento em modelo de G. mellonella..................ccccccceeeeeeenn.

Tabela 1 - Média e desvio padrdo do numero de UFC/mL (log1o)
obtidos a partir da contagem de C. albicans nos biofilmes do Grupo
controle C. albicans e PBS e Grupo Interacdo C. albicans e célula
de L. acidophilus nas diferentes fases de crescimento da cultura de

[ Lo [0 (o] o) o1 L1 1

Tabela 2 - Média e desvio padrdo do numero de UFC/mL (log 10)
obtidos a partir da contagem de C. albicans nos biofilmes do Grupo
controle C. albicans e PBS e Grupo Interacdo C. albicans e
sobrenadante de L. acidophilus no tempo de 24h de crescimento da

cultura de L. acidophilus................coeeeueeeiiiieeieiee e

Tabela 3 - Média e desvio padrdo do numero de UFC/mL (log 10)

obtidos a partir da contagem de C. albicans nos biofilmes do grupo

53

54

60

61

70

71



Controle C. albicans e PBS e Controle C. albicans e caldo MRS no

tempo de 24h de crescimento da cultura de L. acidophilus.................

Tabela 4 - Média, desvio-padréo (DP) e mediana obtidos a partir da
contagem do numero de hifas de C. albicans presentes apds 24 h
da indugéo da filamentagéao in vitro do grupo controle C. albicans e
PBS e grupo Interagdo C. albicans e célula de L. acidophilus.............

Tabela 5 - Média, desvio-padréao (DP) e mediana obtidos a partir da
contagem do numero de hifas de C. albicans presentes apos 24 h
da inducédo da filamentagao in vitro do grupo Controle C. albicans e
PBS e grupo Interagdo C. albicans e sobrenadante de L.

= Lo o [0 o) o [1 13

Tabela 6 - Média, desvio-padréo (DP) e mediana obtidos a partir da
contagem do numero de hifas de C. albicans presentes apos 24 h
da indugéo da filamentagé&o in vitro do grupo controle C. albicans e
PBS e grupo controle C. albicans e caldo MRS................ceevvvnnnnn.

Tabela 7 - Valores de p comparando os grupos do experimento da

curva de sobrevivénciaem G. mellonella...............ccooeeeeeieeiiiiieaiann..

Tabela 8 - Médias e desvio-padrdo dos numeros de UFC/mL de C.
albicans (Log10) obtidos nos ensaios realizados, nas diferentes

condigBes eXPeriMeENtaiS. ... ....uuuu i

Tabela 9 - Valores de p relativos a contagem de UFC/mL apo6s 24h

de infeccdo em G. mellonella ..............c..oooouueeeiiiiiiiiieeieiiiiieeeeeeeea,

72

79

79

79

84

86



Vilela SFG. Influéncia de Lactobacillus acidophilus sobre biofilme formado
por Candida albicans in vitro e infeccao em modelo de invertebrado [tese].
Sao José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP -
Univ Estadual Paulista; 2013.

RESUMO

As interagdes entre fungos e bactérias sdo abundantes na natureza e tem
importancia médica e ambiental. O desenvolvimento adequado de
modelos in vitro e in vivo para caracterizar essas interagdes é essencial
para o entendimento do desenvolvimento da doenca e descoberta de
novas estratégias terapéuticas. O objetivo desse estudo foi avaliar as
interagdes entre Lactobacillus acidophilus e Candida albicans em modelos
de estudo in vitro e em modelo experimental de invertebrado. No estudo
in vitro, foram avaliados os efeitos de L. acidophilus sobre a formagao de
biofilme por C. albicans e sobre a capacidade de filamentacdo de C.
albicans. Em ambos os testes, foram avaliados os efeitos diretos das
células de L. acidophilus sobre C. albicans e também os efeitos indiretos,
utilizando apenas o sobrenadante da cultura de Lactobacilos. Além disso,
foram testados os efeitos de L. acidophilus sobre C. albicans em
diferentes fases de crescimento da cultura bacteriana (4, 6, 18 e 24 h).
Para a realizacdo do estudo in vivo, as cepas de L. acidophilus foram
inoculadas juntamente com C. albicans em lagartas de Galleria mellonella
para inducao de infeccdo experimental. Os efeitos de L. acidophilus sobre
a candidose experimental foram avaliados pela analise de curva de
sobrevivéncia de G. mellonella, quantificacdo de UFC/mL de C. albicans e
avaliacdo histologica da filamentacdo de C. albicans nos tecidos do
hospedeiro. Os resultados dos testes in vitro e da contagem de UFC/mL
em G. mellonella foram submetidos a Analise de Variancia e teste de
Tukey. Os dados obtidos na curva de sobrevivéncia de G. mellonella
foram analisados pelo método de Log-rank. (P < 0,05). Os resultados in
vitro demonstraram que a cultura de 24 h de L. acidophilus foi capaz de
inibir a formacao de biofiilme e a filamentacdo por C. albicans. Esses
efeitos inibitérios também foram observados quando o sobrenadante da
cultura de L. acidophilus foi colocado em contato com C. albicans,
sugerindo que a agao inibitoria ocorreu pela secrecdo de substancias
bacterianas. No estudo in vivo, verificou-se que a injegdo de L.
acidophilus em lagartas de G. mellonella infectadas por C. albicans
aumentou significativamente a sobrevivéncia desses animais. Além disso,
o numero de UFC/ mL de C. albicans na hemolinfa das lagartas com



candidose experimental foi menor no grupo que recebeu inoculagéo de L.
acidophilus em relagdo ao grupo controle. Entretanto, ndo foi possivel
observar acao inibitéria de L. acidophilus sobre a filamantagdo de C.
albicans nos tecidos de G. mellonella. Concluiu-se que L. acidophilus
inibiu a formagdo de biofiime por C. albicans in vitro e protegeu G.
mellonella da candidose experimental in vivo. Além disso, G. mellonella
mostrou ser um modelo adequado para o estudo da interagcao entre essas
duas espécies estudadas.

Palavras-chave: Candida albicans. Lactobacillus acidophilus. Galleria
mellonella.
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ABSTRACT

Interactions between fungi and bacteria are abundant in nature and are of
medical and environmental importance. The developments of adequate
models in vitro and in vivo to characterize these interactions are essential
to understand diseases and to discover new therapeutic strategies. The
aim of this study was to evaluate the microbial interactions between
Lactobacillus acidophilus and Candida albicans on in vitro study models
and experimental models of invertebrates. In the in vitro study, we
analyzed the effects of L. acidophilus on C. albicans biofilm formation as
well as its filamentation ability. On both tests, the direct effects of L.
acidophilus cells and indirect effects of the supernatant culture of L.
acidophilus were evaluated , as well as the L. acidophilus effects on C.
albicans at different bacterial culture growth stages (4, 6 18 and 24h). To
perfom the in vivo study, L. acidophilus and C. albicans strains were
inoculated in Galleria mellonella model to induce experimental infection.
The L. acidophilus effects on experimental candidosis have been
evaluated by the analysis of the survival killing curve of G. mellonella,
quantify C. albicans colony forming units per millimeter (CFU/mL) and
through histological evaluation of C. albicans filamentation ability on the
host tissues. The in vitro test results and the CFU/mL number in G.
mellonella were submitted to ANOVA and Tukey’s test. The obtained data
on G. mellonella killing curves have been analyzed using the long-rank
test method. A 5% significance level has been considered on all tests. The
in vitro results showed that the L. acidophilus 24 hour culture was able to
inhibit the formation of biofilm and filamentation by C. albicans. These
inhibitory effects were also observed when the supernatant of the L.
acidophilus culture was placed in contact with C. albicans, suggesting that
the inhibitory action occurred by the secretion of bacterial substances. It
was found in the in vivo study that the injection of L. acidophilus in G.
mellonella larvae infected by C. albicans significantly increased the
survival of these animals. Moreover, the number of CFU/mL of C. albicans
in the hemolymph of caterpillars with experimental candidosis was lower in
the group that received L. acidophilus inoculation when compared to the
control group. However, it has not been possible to observe inhibitory




action of L. acidophilus on the filamentation of C. albicans in the G.
mellonella tissues. It was concluded that L. acidophilus inhibited biofilm
formation by C. albicans in vitro and protected G. mellonella from the in
vivo experimental candidosis. Furthermore, G. mellonella has proved to be
a suitable model for the study of the interaction between these two species
studied.

Keywords: Candida albicans. Lactobacillus acidophilus. Galleria
mellonella.




1 INTRODUGAO

A cavidade bucal é colonizada por diferentes espécies
microbianas que normalmente encontram-se organizadas em biofilmes
(Jarosz et al., 2009). Os biofiimes sao estruturas tri-dimensionais de
comunidades microbianas aderidas a uma superficie solida (Harriott,
Noverr, 2011; Zijnge et al., 2010) e inseridas em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares mostrando caracteristicas
fenotipicas que a diferenciam da forma plancténica (Seneviratne et al.,
2008).

A presenca da matriz extracelular € uma das
caracteristicas determinantes dos biofilmes bacterianos e fungicos. Este
material complexo defende os micro-organismos contra as células
fagociticas, serve como sustentagdo para a manutencdo da integridade
do biofilme e para limitar a difusdo de substancias tdxicas (Blankenship,
Mitchell, 2006; Nadell et al., 2009). Segundo dados recentes, estima-se
que pelo menos 80% de todas as infecgdes humanas estejam
relacionadas com biofilmes microbianos (Harriott, Noverr, 2011) que
possuem alta resisténcia aos agentes antimicrobianos em comparagao
com os seus homoélogos plancténicos (Ten Cate et al., 2009; Thein et al.,
2009)

Doencas infecciosas estdo geralmente relacionadas a
biofiilmes polimicrobianos o que torna o tratamento mais dificil.
Antimicrobianos administrados para uma determinada espécie em um
biofilme heterotipico, muitas vezes pode facilitar organismos n&o alvo a se
desenvolverem e continuarem a infecgédo (Thein et al., 2009).

A elucidacdo dos mecanismos de interacdo entre

diferentes espécies microbianas € extremamente importante para a
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compreensao das doencas infecciosas e para o desenvolvimento de
novos medicamentos. Apesar da abundante interagdo entre fungos e
bactérias na natureza, nosso conhecimento sobre o0s mecanismos
moleculares que determinam essas interagbes e sua importadncia na
saude humana ainda é escasso. Os micro-organismos possuem
mecanismos complexos para garantir sua sobrevivéncia, que o0s
defendem nao apenas das condigdes ambientais adversas, mas também
contra micro-organismos competidores (Peleg et al., 2010).

As interacgdes entre as diferentes espécies podem ser de
natureza competitiva, neutra ou benéfica e a presengca de uma segunda
espécie pode influenciar na formagao do biofilme da primeira (van Merode
et al., 2007). Bactérias e fungos podem influenciar uns aos outros pela
secrecao de moléculas extracelulares, por interagdes fisicas de contato
celular ou agregacéo. A interagcdo de bactérias com leveduras e hifas em
biofiimes tem sido associada com redugdo da viabilidade fungica, que
pode ser atribuida a secrecdo de moléculas antifungicas por bactérias,
pela transferéncia direta de toxinas das bactérias para as células fungicas
ou pela deplecao de nutrientes. Outro mecanismo de interagdo entre
bactérias e fungos é a modificacdo nas condigdes ambientais, como a
mudanca no pH, que pode influenciar a formagao de hifas por C. albicans.
Além das interagcdes antagobnicas, interagdes mutuamente benéficas em
biofilmes polimicrobianos tém sido também observadas, nas quais as
diferentes espécies podem fornecer protecdo uma para outra contra o
sistema imunoldgico ou aos agentes antimicrobianos (Peleg et al., 2010).

Candida é um patégeno humano, que além de causar
candidose bucal, pode provocar varias doencgas polimicrobianas devido a
sua capacidade em formar biofilmes multi-espécies (Pukkila-Worley et al.,
2009). Candida albicans é a espécie mais prevalente na formacao de
biofilme fungico podendo causar tanto infecgbes superficiais com
sistémicas (Harriott, Noverr, 2011).

O estudo de espécies de Candida é importante, pois este
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micro-organismo € o quarto agente nosocomial de infecgbes da corrente
sanguinea, sendo que as taxas de mortalidade de infecgbes por Candida
sao superiores a 50%. C. albicans é responsavel por 62% das infeccdes
de candidose invasiva geralmente isolado a partir da cavidade oral, trato
gastrointestinal e da vagina (Silverman et al., 2010). A presenga desse
fungo na cavidade bucal funciona como um reservatério para a inoculagao
e infecgbes em outras partes do corpo (Ten Cate et al., 2009). Quando
penetra no epitélio e invade os tecidos do hospedeiro, pode atingir a
corrente sanguinea e levar a infecgbes sistémicas (Pfaller, Diekema,
2007).

Foi demonstrado que nas interagcdes entre Candida e
Lactobacillus, as células de Lactobacillus apresentam efeitos inibitérios
sobre as leveduras do género Candida (Fitzsimmons et al., 1994; Thein et
al., 2006). Este principio € amplamente usado nos tratamentos ou
técnicas com probidticos, nos quais Lactobacilos utilizados em alimentos
ou medicamentos sdo administrados para aliviar infecgdes fungicas do
trato gastrointestinal (Thein et al., 2006; Hasslof et al., 2010).

Trabalhos de interacido entre bactérias bucais e Candida
albicans tem sido realizados principalmente em modelos de biofilme in
vitro. Modelos in vivo para o estudo de infecgdes microbianas sao
escassos e restritos a ratos e camundongos. Recentemente, modelos de
infecgdo em invertebrados foram desenvolvidos por apresentarem
inumeras vantagens em relagdo aos modelos de mamiferos, como baixo
custo, facilidade de manuseio e possibilidade de trabalho em grande
escala (Cotter et al., 2000; Pukkila-Worley et al., 2009; Rowan et al.,
2009; Fuchs et al.,, 2010b). Entre os varios modelos de invertebrados
podemos citar a lagarta da mariposa Galleria mellonella, que tem sido
utilizada para estudos de patogénese e viruléncia de micro-organismos,
como as leveduras do género Candida.

O desenvovimento apropriado de modelos in vitro e in

vivo para caracterizar as interagées microbianas é imperativo (Peleg et al.,
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2010). A busca de modelos alternativos in vivo para o estudo das
interagdes microbianas com a possibilidade do uso de um numero maior
de espécimes antes da realizacdo de experimentos em modelos de
vertebrados € atualmente uma possibilidade real e interessante a ser
desenvolvida.

Portanto, diante do exposto, a proposta desse trabalho foi
estudar a influéncia de Lactobacillus acidophilus sobre biofilme formado
por Candida albicans in vitro e infeccdo em modelo de Galleria mellonella.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Candida albicans

Candida albicans € um fungo que coloniza as superficies
mucosas dos seres humanos, persistindo nestes nichos como comensais
em até 60% dos individuos saudaveis (Diaz et al., 2012). Altera¢des na
imunidade do hospedeiro, microbiota bacteriana, fatores ambientais ou
locais, podem resultar na transigdo para fase patogénica, permitindo que
qualquer o6rgao do corpo humano seja afetado, podendo resultar em
infecgbes graves (Lu et al., 2006; Williams et al., 2011). C. albicans € o
patdégeno mais prevalente na formagao de biofilme fungico e pode causar
tanto infecgdes superficiais como sistémicas (Harriott, Noverr, 2011).

A espécie C. albicans possui uma variedade de fatores de
viruléncia, como a aderéncia, que permite iniciar a colonizacdo nas
superficies solidas dos tecidos bucais e a formacao de hifas, que facilita a
adeséo as superficies hospedeiras (Waltimo et al., 2004).

Em biofilmes fungicos o passo inicial da formagédo do
biofilme consiste na adeséo de células na forma de levedura ao substrato.
E seguido por uma fase de filamentacéo e proliferagdo celular, o que
resulta na formacdo de multiplas camadas de células de diferentes
morfologias, incluindo pseuhifas, leveduras e hifas. O proximo passo é a
maturagao que resulta em uma rede complexa de células incorporada ao
material extracelular polimérico, composto de hidratos de carbono,
proteinas, hexosamina, fosforo e acido urénico, bem como constituintes
do hospedeiro. Existem evidéncias de que glicoproteinas do hospedeiro,

acidos nucléicos e células, tais como neutréfilos, podem participar na
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maturacao da matriz do biofilme, principalmente em sitios da mucosa
(Tournu, Van Dijck, 2012).

Os biofilmes microbianos tém sido amplamente estudados
na literatura e diferentes técnicas para formacao de biofilme in vitro ja
foram propostas (Hawser, Douglas, 1995; Bandara et al., 2010; Jin et al.,
2004; Thein et al., 2007; Pereira et al., 2011; Pereira et al., 2012; Anami et
al., 2012; Costa et al.,, 2012; Junqueira et al., 2011; Junqueira et al.,
2012). O modo de desenvolvimento do biofilme in vitro pode influenciar no
perfil da sensibilidade das leveduras sendo que o biofilme formado em
agitacdo suave produz mais substancia polimérica extracelular do que o
biofilme formado em condicbdes estaticas, além de assemelhar-se com o
que acontece in vivo (Hawser, Douglas, 1995; Blankenship, Mitchell,
2006).

A aderéncia as células do hospedeiro € o primeiro passo
para o estabelecimento de uma infecgdo. As proteinas da parede celular
dos fungos séo importantes para a estabilidade e atuam como fatores de
viruléncia e determinantes antigénicos. Entre as proteinas da parede
celular de C. albicans encontram-se as proteinas PIR1 e PIR32. A
proteina PIR1 esta envolvida na rigidez da parede celular e PIR32 parece
ser importante no contato com macréfagos. Bahnan et al. (2012)
realizaram um estudo para caracterizar a proteina PIR32 em relacdo a
capacidade de filamentagéo, resisténcia ao estresse oxidativo e agentes
antimicrobianos, capacidade de adeséo, formagao de biofilme, viruléncia
em modelo de camundongo e quantidade de quitina presente na parede
celular. Utilizou-se nesse experimento uma cepa geneticamente
modificada sem a presenca da proteina e uma cepa padrao contendo
PIR32. Nao houve diferenca estatistica entre as cepas estudadas quanto
a filamentagdo em agar, flamentagdo em soro fetal bovino, sensibilidade
antifungica ao fluconazol, anfotericina B, caspofungina e ao choque
térmico. Entretanto, a cepa mutante foi mais resistente ao estresse

oxidativo do que a cepa padrdo. A cepa mutante também apresentou
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menor aderéncia as células epiteliais, incapacidade de formar biofilme in
vitro e menor viruléncia em camundongos. Além disso, foi verificado um
aumento de duas vezes na quantidade de quitina na parede celular da
cepa mutante em comparagado com a cepa padrao. Os autores relataram
que a delecao de PIR32 na cepa mutante estimulou a produgdo de quitina
tornando a parede celular mais resistente, provavelmente devido a
presenca de mecanismos compensatorios.

Martins et al. (2007) realizaram um estudo para avaliar o
efeito de sobrenadantes obtidos a partir de culturas de C. albicans e C.
dubliniensis sobre a morfogénese dessas espécies. Inicialmente foi
realizada a cromatografia gasosa dos sobrenadantes, verificando que as
duas espécies possuiam basicamente os mesmos componentes: alcool
isoamilico, 2-feniletanol, E-nerolidol, e E-farnesol. Em seguida, testaram o
efeito destas substancias sobre células planctdnicas e biofimes formados
por C. albicans ou C. dublinienses, observando que esses alcodis inibiram
a transicdo da forma de levedura para a forma filamentosa em até 50%.
Sendo assim, os autores concluiram que essas moléculas de sinalizagao
secretadas por espécies de Candida em diferentes condicdes de
crescimento (plancténico e biofilme), interferem nas interagdes inter e intra
especies de Candida.

O butirato € um acido graxo de cadeia curta produzido por
varias bactérias humanas comensais, tais como espécies de
Lactobacillus, que inibem o crescimento fungico e reduzem a adeséao de
C. albicans. Nguyen et al. (2011) avaliaram a atividade antifungica de
butirato de sodio sobre cepas de C. albicans, C. parapsilosis e
Cryptococcus neoformans. As caracteristicas de crescimento e viruléncia
das leveduras foram testadas in vitro e durante a interagcdo com
macrofagos. Para testar a capacidade do butirato de s6dio em inibir o
crescimento, as células de levedura foram cultivadas em YNB com ou
sem adicao desse acido. Verificou-se que houve inibigdo significativa do

crescimento das leveduras que foi dependente da concentracao testada,
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sendo que 60 mM de butirato de sddio resultaram em reducédo de 33 a
57% de C. albicans e C. parapsilosis e 60 a 82% de C. neoformans. Além
disso, a presenca de butirato de sodio inibiu a filamentacdo de C.
albicans, a formacgao da capsula de melanina por C. neoformans e a
formacgao de biofilme por C. neoformans, C. parapsilosis e C. albicans. Foi
avaliado também o sinergismo com antifungicos, no qual butirato de sodio
a 40 mM resultou em um aumento significativo da susceptibilidade de
todas as leveduras ao fluconazol. Para avaliar o efeito na viabilidade de
macrofagos, foi realizado o ensaio de redugdao MTT. Verificou-se que a
presenga do butirato de sodio fortaleceu a viabilidade de macrofagos
durante a infeccdo e aumentou as fungdes efetoras dessas células. Estes
resultados demonstraram que o butirato de soédio exerce atividade
antifungica significativa em leveduras patogénicas e melhora a agéo
antimicrobiana dos macrofagos.

Silverman et al. (2011) investigaram o papel da Als3p no
estagio inicial da formagéo de biofilmes de C. albicans e na interacdo com
Streptococcus gordonii. Als3p €& uma glicoproteina hifa-especifica
envolvida na adesdo de Candida aos tecidos do hospedeiro sendo
necessaria para a formagdo do biofilme maduro. Essa glicoproteina
pertence a uma das principais familias de adesinas em C. albicans,
conhecidas como agglutinin-like sequence (Als). No estudo de Silverman
et al. (2011), laminulas de vidro foram revestidas com proteinas salivares
humanas e incubadas em suspensdes de C. albicans selvagem ou
mutante com deleg¢do de ALs3p. Em intervalos, ao longo de 6 h, os
biofilmes foram corados com cristal de violeta e visualizados por
microscopia de luz. Verificou-se que no periodo entre uma a trés horas
apos a incubacao nao houve diferenca na formacao das hifas. Apés 6 h, a
cepa selvagem de C. albicans formou um biofilme denso composto por
emaranhados de hifas, leveduras e pseudohifas. No entanto, a cepa
mutante ndo apresentou formacéao de biofilme maduro, sendo que apenas

algumas hifas e leveduras permaneciam ligadas a superficie da pelicula
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revestida por proteinas salivares. Estes resultados sugerem que, embora
a formacgao de biofilme tenha sido iniciada na cepa mutante, as células de
Candida nado permaneceram ligadas a superficie devido a delegcdo de
Alsp3.

Nas mucosas, C. albicans co-existe com uma microbiota
bacteriana altamente diversificada. A formacéo de biofilmes nas mucosas
leva a interagao destes fungos com varias espécies bacterianas (Diaz et
al., 2012). Ha evidéncias claras de que as interagdes polimicrobianas tém
um papel central no contexto da doenga humana (Tournu, Van Dijck et al.,
2012). E importante ressaltar que a constituicdo destes biofilmes pode ser
de dificil diagnostico e tratamento, necessitando algumas vezes da
administracdo de um complexo de farmacos ou de diferentes estratégias
de tratamento (Harriott, Noverr, 2011).

Estudos de reviséo de literatura mostram inumeros artigos
publicados sobre biofiilmes de Candida nas ultimas duas décadas. No
entanto, a maioria destes dados estdo baseados em monoespécies,
sendo que os estudos sobre biofiimes mistos de espécies de Candida ou
combinados com bactérias ainda sdo escassos (Thein et al., 2009;
Harriott, Noverr, 2011). Em estudos de biofilmes contendo bactérias
associadas com C. albicans foram demonstradas interagdes desses
micro-organismos, que variaram desde uma relagdo de ajuda mutua até
antagonismo entre seus componentes (Morales, Hogan, 2010).

As bactérias podem interagir com C. albicans dentro de
biofiimes mistos e em particular com as células das hifas (Tournu, Van
Dijck, 2012). Algumas bactérias estimulam a formagéo de hifas, o que
pode promover maior invasao dos tecidos do hospedeiro e com isto uma
maior viruléncia (Morales, Hogan, 2010; Bahnan et al., 2012).

Peters et al. (2010) investigaram a estrutura de biofilmes
formados pela interagcdo de S. aureus e C. albicans com microscopia
confocal a laser. As analises revelaram uma arquitetura unica do biofilme

com S. aureus geralmente associado as hifas. Essa interagao fisica pode
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proporcionar maior poder de invasao para estafilococos, aumentando a
viruléncia durante a co-infecgdo. Através da eletroforese em gel foram
identificadas 27 proteinas nestes biofilmes polimicrobianos. Entre elas,
proteinas importantes para o crescimento, metabolismo e viruléncia de
ambas as espécies. Estes resultados demonstram que a viruléncia de S.
aureus além de ser influenciada pelas interagdes fisicas com as hifas de
Candida, pode ser também regulada por proteinas especificas formadas
durante o crescimento microbiano. Segundo esses autores, essas
relagbes microbianas sdo complexas e envolvem a atuagdo conjunta de
varios fatores.

Na cavidade bucal, tem sido demonstrado que C. albicans
consegue coagregar com uma variedade de espécies de Streptococcus
bucais. Partindo do principio que os estreptococos sao os primeiros
colonizadores das superficies da cavidade bucal, essa coagregagao pode
favorecer a colonizagdo dos fungos do género Candida, sendo também
importantes para o desenvolvimento de biofilmes polimicrobianos em
superficies protéticas (Bamford et al., 2009).

Entre as infec¢gdes bucais, sabe-se que a estomatite
protética € provocada por espécies de Candida associadas a diferentes
bactérias, incluindo S. aureus, E. coli e Klebsiella. A queilite angular
também é uma infecg¢ao oral de etiologia mista, na qual C. albicans esta
associada a S. aureus, Streptococcus, Enterococcus, E. coli, Klebsiella e
Pseudomonas. Na periodontite, Candida coexiste com outros micro-
organismos do biofilme dentario, como Staphylococcus, bacilos entéricos,
Pseudomonas e com varios micro-organismos anaerobios (Thein et al.,
2009).

Dongari-Bagtzoglou et al. (2009) realizaram estudo com o
objetivo de caracterizar a estrutura e composigao de biofilmes de Candida
formado sobre a mucosa bucal em modelo de camundongo
imunossuprimido. Verificou-se que os biofimes de Candida eram

constituidos por leveduras, hifas e bactérias comensais, com queratina
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dispersa nos espacos intercelulares e presenca de neutrofilos no interior
do biofilme. Os autores concluiram que C. albicans formam biofilmes
complexos nas mucosas bucais com a presencga de bactérias comensais
e componentes do hospedeiro.

Varios estudos demonstram que a associagao entre C.
albicans e bactérias orais, tais como Streptococcus, Actinomyces e
Fusobacterium levam a interagdes fisicas que contribuem para
colonizacéo de espécies de Candida em préteses totais. Em contraste, as
bactérias que produzem acido lactico, competem com C. albicans na
adesao e secretam substancias que inibem sua fixagdo. O desequilibrio
na microbiota bacteriana normal causada por tratamento com antibiéticos
de largo espectro é um fator predisponente associado com a colonizagao
de C. albicans em pacientes imunocomprometidos provavelmente devido
a diminuicdo do numero de bactérias concorrentes (Morales, Hogan,
2010).

Outro exemplo de interagdo microbiana € a interagéao
cooperativa entre C. albicans e E. coli. E. coli favorece a adesao de C.
albicans a mucosa e aumenta a probabilidade de infecgbes fungicas. Em
contraste, as bactérias comensais que habitam o trato gastrointestinal e
aparelho reprodutor feminino, tais como Lactobacillus spp., inibem
potencialmente o crescimento e viruléncia de C. albicans através da
secrecdo de acidos organicos e produgdo de peroxido de hidrogénio
(Morales, Hogan, 2010).

Diaz et al. (2012) projetaram um sistema para simular o
ambiente da cavidade bucal com a presenca de fluxo salivar e realizaram
experimentos com a formacao de biofilmes sobre superficies abidticas e
tecido analogo a mucosa oral e esofagica . Para a formagao dos biofiimes
foram utilizadas cepas de C. albicans associados a estreptococos bucais
comensais  (Streptococcus  oralis, Streptococcus sanguinis e
Streptococcus gordonii). Foi observado que a interagdo entre as espécies

foi sinérgica, na qual a presenga de estreptococos aumentou a
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capacidade de C. albicans para invadir a mucosa oral e esofagica, mesmo

na presenga de fluxo salivar.

2.2 L actobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus sao bacilos Gram-positivos,
anaerdbios facultativos encontrados na microbiota normal do trato
gastrointestinal de aves e mamiferos, trato genitourinario e na cavidade
bucal humana (Jorge, 2012; Salvana, Frank, 2006).

O género Lactobacillus foi considerado o principal agente
etiolégico da doencga carie devido a sua capacidade de produzir grande
quantidade de acido na presenga de carboidratos e sobreviver em pH
extremamente baixo. Entretanto, atualmente sabe-se que Lactobacillus
nao se acumula em grande quantidade no biofiime dental, estando
associado mais com a progressdao da carie dentaria (Loesche, 1986;
Shivakumar et al., 2009).

Lactobacilos estdao também envolvidos na manutencao da
microbiota vaginal normal, impedindo o crescimento de organismos
patogénicos e oportunistas. Atuam na manutengdo da microbiota por meio
da ativacdo do sistema imunologico, competicdo com outros micro-
organismos pela adesdo ao epitélio, produgdo de bacteriocinas, acido
lactico e peroxido de hidrogénio (Chassot et al.,, 2010). Certos
Lactobacillus se coagregam com micro-organismos uropatogénicos, fator
importante no estabelecimento e manutengdo de uma microbiota
saudavel. Por esta razdo, a capacidade de coagregacédo é considerada
um parametro importante na selecdo de espécies probidticas para uso
vaginal (Ekmekci et al., 2009).

Wagner et al. (1997) realizaram estudo em camundongos

com candidose bucal e sistémica, nos quais foram inoculados quatro
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espécies de bactérias probidticas, incluindo L. acidophilus, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus casei e Bifidobacterium animalis. Foi verificado que a
presengca das bactérias probidticas no trato gastrintestinal prolongou a
sobrevida dos animais testados.

Falagas et al. (2006) realizaram revisdo da literatura de
1975 a 2006 para avaliar a utilizacdo de probidticos na prevencao de
candidose vulvovaginal recorrente. Concluiram que alguns estudos in vitro
e ensaios clinicos tiveram resultados positivos sobre a eficacia de
determinadas espécies de Lactobacilos sobre C. albicans. O resultado foi
diferente dependendo da espécie de probidtico testado, dosagem e
duracdo do tratamento. Dentre todos os estudos citados, os autores
concluiram que L. acidophilus, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus
fermentum, podem ser considerados como agentes preventivos em
episodios frequentes de candidose vulvovaginal recorrente.

Ekmekci et al. (2009) realizaram estudo in vitro para
avaliar a capacidade de coagregacdo de 30 cepas de Lactobacillus
isoladas do aparelho genital feminino com cepas clinicas e ATCC de C.
albicans e C. krusei. Foi avaliado o grau de coagregagao macroscopica e
microscopia em diferentes temperaturas de incubagdo. Todas as cepas
de Lactobacillus mostraram coagregagdo com as leveduras. Quanto a
temperatura, a melhor coagregag¢ao ocorreu na temperatura ambiente e o
tratamento térmico de Lactobacillus reduziu a coagregagao. Os autores
concluiram que ha poucas evidéncias de que os probidticos possam
efetivamente curar uma vaginite sintomatica causada por fungos, no
entanto podem ser utilizados para proteger o epitélio vaginal através do
mecanismo de coagregacao.

Chassot et al. (2010) realizaram estudo para avaliar a
influéncia de L. acidophilus sobre a capacidade de adesao de C. albicans
em anel vaginal contraceptivo. Para o estudo foram utilizados dois
isolados vaginais de C. albicans e uma cepa ATCC de L. acidophilus.

Leveduras isoladas e associadas a bactérias foram empregadas nos
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ensaios de aderéncia ao anel e microscopia eletrbnica de varredura
(MEV). Neste estudo os isolados de leveduras e lactobacilos aderiram
fortemente ao anel apds o periodo de 1 h. Apés a coagregagao, houve um
aumento na capacidade de adesdo das leveduras e uma adesao reduzida
dos lactobacilos. A microscopia eletrénica de varredura mostrou que os
micro-organismos isolados e coagregados se ligaram intimamente as
irregularidades do anel. Concluiu-se que o uso de probidticos com base
em L. acidophilus ou a sua presenga na microbiota vaginal n&o protege
contra a adesédo de C. albicans, o que difere da maioria dos estudos
encontrados na literatura. Segundo os autores, isto pode ter ocorrido
devido a diferengca dos mecanismos de adesdo entre as superficies
celulares e inertes. Um dos grandes desafios da pesquisa é coincidir as
condigdes experimentais in vitro, tanto quanto possivel, com o que ocorre
in vivo.

Keller et al. (2011) realizaram estudo para investigar a
capacidade in vitro de Lactobacilos probidticos inibirem o crescimento de
coagregados de S. mutans coletados da cavidade oral de pacientes com
niveis contrastantes de caries (livres de carie, susceptiveis a carie e com
lesdes de carie tratadas). Para o experimento, foram utilizadas oito cepas
de Lactobacilos probidticos disponiveis comercialmente (L. plantarum
931, L. plantarum 299v, L. paracasei F19, L. rhamnosus GG., L.
rhamnosus LB21, L. reuteri DSM17938, L. reuteri ATCC PTA 5289 e L.
acidophilus LA5). A coagregacéo foi determinada através da avaliagao da
densidade 6ptica em periodos de tempo determinados (1, 2, 3 e 4 h apds
a inoculagdo) com o auxilio do espectrofotbmetro e a inibigdo do
crescimento com a técnica de difusdo em agar. Todos Lactobacilos
probiodticos apresentaram capacidade de coagregagdo com as cepas de
S. mutans. Os Lactobacilos inibiram o crescimento S. mutans, mas a
capacidade variou entre as cepas com relagdo ao pH. Quanto maior o pH
menor foi a inibicdo encontrada. A inibicdo do crescimento foi também

dependente da concentragao de células. O crescimento de S. mutans foi
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totalmente inibido pelos Lactobacilos probidticos na concentracdo de 10’
células/mL.

Um modelo de cultura continua simulando a microbiota do
trato gastrointestinal superior de pacientes que necessitam de
alimentacdo enteral foi utilizado para investigar os efeitos de um
simbidtico contendo L. acidophilus, Bifidobacterium bifidum e
Bifidobacterium lactis. Neste estudo, realizado por Smith et al. (2012),
houve supressao de E. coli, K. pneumoniae, C. albicans e C. famata
durante o uso do simbidtico. Estes resultados indicam que a utilizagao de
um simbidtico tem o potencial de reduzir a colonizagado de determinados
patdégenos em superficies, diminuindo assim a incidéncia de biofilmes
relacionados com complicagdes infecciosas.

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar o
poder inibitério dos Lactobacillus sobre o crescimento e viruléncia de C.
albicans, incluindo a produgao de peréxido de hidrogénio ou a secregao
de acidos organicos (Peleg et al., 2010; Morales, Hogan, 2010).

Sabe-se que 0s micro-organismos competem diretamente
uns com os outros pela produgdo de varios compostos antimicrobianos,
incluindo enzimas bacterioliticas, bacteriocinas ou biossurfactantes. Estes
compostos podem alterar as condigbes fisicas e quimicas do ambiente
onde os biofilmes estdo se desenvolvendo. Lactobacilos constituem uma
parte importante da microbiota natural e sdo reconhecidos como bactérias
que produzem agentes antimicrobianos, assim, a prevengao da formagao
de biofilme por tais derivados naturais € uma abordagem possivel, sendo
uma estratégia terapéutica atualmente testada (Walencka et al., 2008;
Sadowska et al, 2010).

Walencka et al. (2008) realizaram estudo para avaliar se
derivados de Dbiossurfactantes de L. acidophilus poderiam ser
considerados agentes eficazes contra a formagao de biofilmes formados
por S. aureus e S. epidermidis. Para preparacao do biossurfactante a

suspensao de L. acidophilus foi centrifugada e o sobrenadante filtrado e
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dialisado com agua desmineralizada a 4°C. Antes do inicio dos
experimentos, os sobrenadantes foram testados quanto a presenca de
biossurfactante através da técnica gota colapso. Foi verificada a redugao
na capacidade de ades&o dos biofilmes de Staphylococcus na presenca
da substéncia. O efeito foi dependente da dose e concentragédo, sendo
que reducado mais eficaz na adesao bacteriana ocorreu quando utilizada
concentragdo de 100 pg/mL (56%). A atividade anti-biofiime dos
surfactantes foi avaliada por meio de microscopia confocal. A presenca
desse componente levou a formacdo de biofilmes que cobriram uma
menor area da superficie, com uma diminuicdo no volume e espessura
total. O modo pelo qual os biossurfactantes influenciam as interagées da
superficie bacteriana parece estar estreitamente relacionado com as
alteracgdes na tensdo de superficie e carga da parede celular bacteriana.
Como resultado, a superficie fica menos favoravel para a deposicao
bacteriana, influenciando a sua capacidade de adesao ou coagregagao. O
tratamento da superficie do biofiime com biossurfactante pode ser uma
forma alternativa para controlar o desenvolvimento do biofilme
influenciando a capacidade de adesao de patégenos bacterianos.
Sadowska et al. (2010) realizaram estudo para determinar
se isolados clinicos e cepas ATCC de Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e L. acidophilus
poderiam influenciar, direta ou indiretamente, a adesédo e a formacao de
biofilme de S. aureus. Foi utilizado neste experimento o método de placa
de duas camadas de meio de cultura que mostrou que, dentro dos grupos
de bactérias examinadas, apenas P. aeruginosa e L. acidophilus foram
capazes de produzir a substancia "bacteriocin-like inhibitory substance”
(BLIS) limitando significativamente o crescimento de todas as cepas de S.
aureus testadas. A ades&o e o crescimento do biofilme de S. aureus foi
também inibida pelo sobrenadante de L. acidophilus. Além disso,
interagbes competitivas diretas foram observadas entre estafilococos e as

demais bactérias, que influenciou a formagao de agregados na superficie.
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Tomas et al. (2011) avaliaram a ag&do de substancias
produzidas por Lactobacilos vaginais (Lactobacillus gasseri) sobre
bactérias uropatogénicas e a sua compatibilidade para o uso como
probioticos. Trinta e oito cepas vaginais de Lactobacillus foram testadas
contra patdgenos urogenitais por meio do método de difusdo em meio
sélido, utilizando o sobrenadante de Lactobacillus. Verificaram que 45%
dos sobrenadantes inibiram o crescimento de pelo menos um dos micro-
organismos testados (S. saprophyticus, S. agalactiae, Enterococcus sp.,
K. pneumoniae, E. coli), exceto C. albicans que nao foi inibida nessa
metodologia utilizada. Os autores relataram que em outros trabalhos
semelhantes ocorreu a inibigdo do crescimento de cepas de C. albicans
em meio liquido na presenga de Lactobacillus, mas ndo em meios de
cultura sélidos. Apesar de 71% das cepas de Lactobacillus terem
produzido peréxido de hidrogénio, o efeito antimicrobiano oxidativo nao foi
detectado. A inibicdo foi alcangada apenas em cepas isoladas de
pacientes saudaveis. Estes resultados sugerem que os Lactobacilos
presentes na microbiota vaginal infectada podem expressar algumas
caracteristicas diferentes daquelas presentes em um ecossistema vaginal
equilibrado, o que poderia estar relacionado com os mecanismos de
exclusao competitiva entre bactérias comensais.

As interagbes entre Candida spp. e Lactobacillus,
normalmente encontradas nas superficies mucosas do intestino e
aparelho reprodutor feminino, tem sido estudadas devido a importancia
clinica desta relagdo. Por exemplo, efeitos complicadores no uso de
antibidticos sistémicos, com atividade contra Lactobacillus, muitas vezes
levam a vaginite causada por espécies de Candida (Peleg et al., 2010).

Dentro das duas ultimas décadas o conceito de vacinas
vivas gerou um grande interesse devido a compreensdo imunoldgica
aumentada e a disponibilidade de varias técnicas que tornam o
desenvolvimento das vacinas vivas mais seguro. Os probioticos sao

agentes microbianos viaveis que afetam beneficamente o hospedeiro,
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melhorando o equilibrio de suas comunidades microbianas. O uso de
bactérias para induzir uma resposta imune € uma estratégia de vacina
interessante. Lactobacillus podem ser utilizados em vacinas vivas uma
vez que sao capazes de interagir com células epiteliais do intestino e
células do sistema imunologico que liberam citocinas e regulam a
resposta imune (Amdekar et al., 2010).

Estudos utilizando modelos de cultura de células tém
também levado pesquisadores a propor que algumas espécies de
Lactobacillus podem modular a viruléncia de C. albicans através dos
efeitos das bactérias na resposta imune do hospedeiro (Peleg et al.,
2010). O potencial de Lactobacilos em desempenhar um papel na
protecao contra a infecgéo fungica € extremamente interessante e merece

esforgos adicionais de pesquisa.

2.3 Modelo experimental de invertebrado - Galleria mellonella

Na literatura foram desenvolvidos varios trabalhos em
animais a fim de estudar a acdo de fatores predisponentes para a
candidose e o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento
(Samaranayake Y, Samaranayake L, 2001; Junqueira et al., 2005;
Junqueira et al., 2009; Costa et al., 2012). Os modelos in vivo mais
estudados de infecgdes microbianas sdo os ratos e camundongos.
Numerosos modelos de infecgdo, incluindo diferentes animais, como os
invertebrados, tém sido utilizados nas ultimas décadas para estudar a
base molecular da patogenicidade microbiana e interagbes patdgeno-
hospedeiro. Estes modelos tém proporcionado notavel conhecimento em
diferentes aspectos da infec¢cao microbiana (Fedhila et al., 2010).

Os modelos de infeccdo em invertebrados foram

desenvolvidos por apresentarem inumeras vantagens em relagdo aos
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modelos de mamiferos, como baixo custo, facilidade de manuseio e
possibilidade de trabalho em larga escala (Cotter et al., 2000; Pukkila-
Worley et al., 2009; Rowan et al., 2009; Fuchs et al., 2010b).

Entre os varios modelos de invertebrados podemos citar a
lagarta da mariposa Galleria mellonella. O habitat natural desse inseto
sao as colméias, onde eles se alimentam de pdlen, mel e cera de abelha.
Dentro de seu ambiente natural, G. mellonella tem contato com varios
micro-organismos, que sao responsaveis pelo desenvolvimento do
sistema imune nesses animais. Sua receptividade a infeccdo, bem como
a capacidade de montar uma resposta de defesa faz com que G.
mellonella seja um modelo interessante de estudo da patogénese
microbiana (Fuchs et al., 2010b).

G. mellonella tem sido utilizada com sucesso como
modelo para a patogénese de Candida, pois apresenta tamanho
suficiente para inje¢cdo de um inéculo padronizado de micro-organismo.
Além disso, as lagartas de G. mellonella apresentam hemolinfa com
varios tipos de hemocitos, incluindo plasmocitos e granulécitos, que
possuem um papel importante na defesa contra patoégenos (Mylonakis,
2008). A densidade do hemdcito e a sobrevivéncia da lagarta sao
indicadores utilizados para verificar a patogenicidade do micro-organismo.
Os hemocitos possuem proteinas semelhantes as de neutrdfilos
humanos, que podem participar no estresse oxidativo que leva a morte do
micro-organismo no interior da célula hospedeira (Fuchs, Mylonakis,
2006).

Bergin et al. (2005) realizaram estudo com o objetivo de
comparar o mecanismo de fagocitose de cepas de S. aureus e C. albicans
por hemdcitos de G. mellonella e neutrofilos humanos. Verificou-se que os
hemocitos de G. mellonella séo capazes de fagocitar bactérias e fungos e
que a cinética da fagocitose e morte microbiana sdo semelhantes nos
hemdécitos de insetos e neutrofilos humanos com a producido de

superperoxido e a presenga de proteinas homologas.
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Estes modelos experimentais ndo exigem instalagdes
especializadas para realizacdo dos experimentos e o desenvolvimento da
infeccao letal € mais rapido do que nas infec¢des fungicas em modelos de
mamiferos. A maior desvantagem € a auséncia de métodos para analise
genética e caréncia de informag&o sobre 0 seu genoma, que ainda n&o foi
sequenciado (Mylonakis, Aballay, 2005; Fuchs, Mylonakis, 2006;
Mylonakis, 2008).

Destaca-se, porém, dos outros modelos de invertebrados
por apresentar diversas formas de introdugdo do inéculo patogénico. A
inoculacdo pode se feita através de trés métodos: aplicagcdo tdpica,
administragcado oral e injecdo. A aplicagao topica € de facil execugao,
entretanto possui como desvantagem a dificuldade de estimar o numero
de células que penetraram para promover a infecgdo (Fuchs et al. 2010b).
A administragdo oral é um método que proporciona a entrada do
patégeno pela via natural e, portanto, avalia-se o processo de defesa
completo do hospedeiro. Este método tem sido utilizado em experimentos
com algumas espécies de bactérias que causam intoxicagdo alimentar
(Fedhila et al., 2010; Stenfors Arnesen et al., 2011). O método mais
utilizado é a injegao feita diretamente na hemolinfa da lagarta, inoculando-
se uma quantidade padronizada de patdégeno tanto para estudo da
patogénese bacteriana como fungica (Mylonakis, Aballay, 2005; Fuchs,
Mylonakis, 2006; Mylonakis, 2008; Fuchs et al., 2010a).

Outra vantagem deste modelo experimental é a
possibilidade da realizagdo dos experimentos com temperaturas que
variam entre 25 a 37°C, condi¢gdes que simulam o ambiente natural dos
hospedeiros mamiferos. Outros modelos de invertebrados, tais como
Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster nado podem ser
mantidos a 37°C e assim os fungos nao sado estudados na condigao
térmica em que s&o patogénicos para os hospedeiros humanos, fator que
pode afetar também a expressdo génica do micro-organismo (Fuchs et
al., 2010b).
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Tem-se mostrado um modelo interessante para
comprovagao in vivo da patogenicidade de espécies de leveduras como
C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e de
especies de bactérias como P. aeruginosa, Proteus mirabilis, E. coli e
Bacillus cereus (Cotter et al., 2000). Sdo modelos uteis para avaliar a
viruléncia de fungos que causam doengas em humanos, uma vez que
manifestam resposta imune semelhante a resposta imune inata de
mamiferos (Mowlds et al., 2009).

Cotter et al. (2000) testaram a patogenicidade de
leveduras do género Candida em modelos experimentais utilizando G.
mellonella. Foram inoculadas suspensdes microbianas padronizadas na
hemolinfa das lagartas e apdés 72 h as taxas de mortalidade foram
quantificadas. C. albicans foi a espécie mais patogénica causando morte
em 90% das lagartas, enquanto que a taxa de mortalidade para as outras
espécies foram proporcionalmente menores, o que estd de acordo com
estudos realizados em mamiferos.

Brennan et al. (2002) estudaram a patogenicidade de
cepas de C. albicans mutantes em lagartas de G. mellonella e em
camundongos. Os autores verificaram que o sistema imune dos insetos e
mamiferos compartilham um alto grau de similaridade em termos da
resposta imune inata, importante defesa contra infecgbes fungicas. Esses
dados indicam a possibilidade de reducao da utilizagdo de mamiferos em
trabalhos experimentais, empregando lagartas de Galleria como um
mecanismo de triagem primaria.

Fuchs et al. (2010a) estudaram o papel da filamentagdo
na viruléncia de C. albicans em modelo experimental de G. mellonella.
Neste experimento foram utilizadas cinco cepas de C. albicans com genes
mutantes responsaveis pela filamentagdo (BCR1, FLO8, KEM1, SUV3 e
TECA1). Estudos anteriores relacionados com a indugao da filamentagao in
vitro demonstraram que inser¢do do gene mutante kem1/kem1 levou a

formacdo apenas de pseudohifas e que a insercdo do mutante



44

surv3/surv3 levou a formagao de uma fina camada leveduras (Richard et.
al, 2005), enquanto a delegao do gene flo8/flo8 tornou a cepa incapaz da
formacgao de hifas apds sua indugéo (Cao et al, 2006). Estudos anteriores
em biofilmes in vitro também demonstraram que a inser¢do do gene
mutante tec1/tec? levou a formacao de hifas defeituosas o que resultou
numa fina camada de biofilme enquanto a insergéo de bcr1/ber1 produziu
hifas sem a capacidade de adesao (Nobile, Michell, 2005). No estudo de
Fuchs et al. (2010a) a mutagdo presente nestas cepas resultou também
na incapacidade da formacao de hifas e alteracbes na formacdo de
biofilmes in vitro. Porém, tanto as cepas virulentas usadas como controle,
como as mutantes, produziram leveduras e hifas no interior de G.
mellonella. Apenas a cepa mutante com a dele¢do do gene flo8/flo8, nao
formou filamentos e apresentou uma viruléncia reduzida em G. mellonella.
Para determinar se estas mutacbes afetavam as interagdes entre C.
albicans e do sistema imune de G. mellonella, foi testada a associagao, in
vitro, entre os hemocitos e as cepas mutantes de C. albicans. Verificou-se
que todas as cepas mutantes e controle tiveram a capacidade de
associar-se com hemocitos da hemolinfa de G. mellonella (Fuchs et al.,
2010a).

No modelo de G. mellonella o estudo da filamentagao é
feito através de cortes histolégicos do corpo de gordura da lagarta. O
corpo gorduroso € um 6rgao amorfo, formado por um conjunto de células
que constituem camadas ou Iébulos. Essas estruturas estdo suspensas
na hemocele pela lamina basal, musculos e traquéias, e estdao em contato
direto com a hemolinfa, o que facilita o intercambio de substéncias com os
demais 6rgéos (Ferreira et al., 2011). Suas células estdo fracamente
aderidas umas as outras e, dessa forma, tem um grande contato com a
hemolinfa, o que possibilita maiores trocas metabdlicas entre ambos
(Souza, 2009).

O corpo gorduroso dos insetos é um o6rgao de multiplas

funcodes, participa diretamente do metabolismo de lipideos, carboidratos e
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proteinas. Analogamente, € semelhante ao figado nos seres humanos
sendo responsavel pela remog¢ao substancias da hemolinfa que serao
posteriormente excretadas pelos tubulos de Malpighi (Carvalho, 2008).
Apresenta-se em duas formas: a perivisceral, que envolve os 6rgaos
internos da lagarta e na regido parietal, localizada proximo ao tegumento
(Roma et al., 2006). Diferentes tipos celulares podem estar presentes,
porém, as mais comuns sao os trofocitos (ou adipécitos) e endcitos,
funcionalmente diversificados e capazes de armazenar glicogénio,
lipideos e proteinas. Além disso, sdo responsaveis pela excre¢cao de
substéancias toxicas absorvidas pela lagarta (Roma et al., 2006, Ferreira et
al., 2011).

Junqueira et al. (2011) realizaram estudo para comparar a
patogenicidade das diferentes espécies de Candida em modelos de
infeccdo com G. mellonella. Foram utilizados neste estudo cepas de C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.
norvegensis, C. dubliniensis, C. lusitaniae e C. kefyr provenientes de
isolados orais de saliva e de lesdes orofaringeas de candidose em
pacientes HIV positivos. A viruléncia in vivo foi dependente da espécie
analisada. C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. parapsilosis
foram as espécies mais virulentas em G. mellonella com 100% de
mortalidade, seguido por C. lusitaniae (87%), C. novergensis (37%), C.
krusei (25%), C. glabrata (20%), e C. kefyr (12%).

A pesquisa de novos medicamentos € um campo em que
os modelos de invertebrados sao utilizados. Entre eles destacamos o
estudo de McCann et al. (2012), que testaram as propriedades
antimicrobianas e a citotoxidade in vivo de um composto de cetoconazol
contendo nanoparticulas de prata sobre cepas de C. albicans. Foram
realizados dois experimentos distintos em G. mellonellla. No primeiro, foi
realizado o tratamento profilatico e terapéutico das lagartas infectadas. No
tratamento profilatico, o composto testado foi administrado 1 h antes da
infeccdo com uma dose letal de células patogénicas de C. albicans e para



46

o tratamento da infeccdo o composto foi administrado apdés 1 h. No
segundo experimento, altas doses do composto testado foram
administradas para avaliar a citotoxicidade. Em cada caso, a
sobrevivéncia das lagartas foi avaliada ap6s um intervalo de 72 h. Os
resultados mostraram que este composto promoveu tanto a protecao
terapéutica e profilatica a infecgdo quando foi administrada uma dose letal
de ceélulas patogénicas de C. albicans. Além disso, G. mellonella
sobreviveu a doses elevadas dos complexos antimicrobianos
administrados.

Ha evidéncias de que o sistema imunoldogico de G.
mellonella, também €& capaz de distinguir diferentes classes de micro-
organismos e responder ao agente invasor. Em estudo realizado por Mak
et al. (2010), lagartas de G. mellonella foram inoculadas com bactérias
Gram-negativas (E. coli) e Gram-positivas (Micrococcus Iuteus), bem
como com fungos filamentosos e leveduriformes (C. albicans, Fusarium
oxysporum). O estudo demonstrou evidéncias de que G. mellonella
distinguiu as diferentes classes de micro-organismos com o aumento de
peptideos especificos na hemolinfa da lagarta dependendo do micro-
organismo inoculado.

Inumeros trabalhos tém sido desenvolvidos em bactérias
com este modelo experimental associados com técnicas de biologia
molecular e células eucaridticas, para elucidar fatores de viruléncia
relacionados as varias espécies de micro-organismos, bem como a
realizacdo de uma triagem inicial com um grande numero de cobaias
antes da realizacao de experimentos em mamiferos.

Stenfors Arnesen et al. (2011) realizaram estudo para
avaliar o potencial patogénico dependente da temperatura de uma cepa
de Bacillus cereus. Foi verificado que células vegetativas e o
sobrenadante foram patogénicos para o modelo de G. mellonella apenas
na temperatura de 15°C. Resultado semelhante foi encontrado quando

inoculado em células epiteliais e macrofagos. Foi demonstrado que a
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baixa temperatura estava relacionada a sintese de varias proteinas
envolvidas na viruléncia como, por exemplo, a enterotoxina HBL e duas
proteases, NprB e NprP2, cujo crescimento foi maior na temperatura de
15°C. A quantificagado dos niveis de RNAm para estes genes foi realizada
por PCR em tempo real quantitativo que mostrou também, neste caso,
haver maior quantidade de RNAm, na temperatura mais baixa.

Olsen et al. em 2011 realizaram estudo com cepas de
Streptococcus do grupo A (GAS). O estudo teve por objetivo desenvolver
um modelo de infecgcdo para GAS invasivo em lagartas de G. mellonella.
Segundo os autores, este novo modelo é particularmente util para uma
rapida triagem de viruléncia em casos com amostras muito diversificadas.
ApoGs a injecao de GAS em G. mellonella, foram realizados os seguintes
estudos: curva de sobrevivéncia, contagem de UFC/mL, avaliagdo da
expressdo génica e analise histoldgica. Verificou-se que GAS provocou
danos graves nos tecidos e matou as lagartas dependendo da
concentragao de células injetadas. Os autores concluiram que a viruléncia
de GAS em G. mellonella correlacionou-se fortemente com os dados
obtidos em modelos de vertebrados, sugerindo que esse organismo
hospedeiro pode ser util para o estudo da patogénese de Streptococcus
do grupo A.

Desbois e Coote (2011) avaliaram a lagarta G. mellonella
como modelo experimental para o estudo da eficacia de agentes
antimicrobianos contra S. aureus e S. aureus meticilina resistentes. Foi
demonstrada uma relacao direta entre o aumento das doses inoculadas
de S. aureus e a mortalidade das lagartas, porém, quando foram
inoculadas células mortas ou filtrados livres de células, a viabilidade das
lagartas permaneceu inalterada. A sobrevivéncia das lagartas também
melhorou com a administracdo de doses crescentes de antibidticos. O
aumento da temperatura de incubacéo pds-inoculagao levou ao aumento

da taxa de mortalidade. Os autores concluiram que G. mellonella é um
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modelo preliminar util para a avaliagdo da eficacia in vivo de agentes
antimicrobianos antes de estudos com mamiferos.

Brackman et al. (2011) avaliaram o efeito de inibidores de
quorum sensing associados a antibiodticos sobre cepas de S. aureus
Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia cepacia. Os experimentos foram
realizados em modelos de invertebrados. Uma fragc&o significativamente
maior de lagartas de G. mellonella infectadas sobreviveu apds o
tratamento combinado, em comparagao com o tratamento somente com
antibidtico. Os dados sugerem que antibidticos combinados com
inibidores de quorum sensing podem aumentar o sucesso de um
tratamento através do aumento da eficacia dos antibidticos contra
infecgdes relacionadas com o biofilme.

Oliveira et al. (2011) realizaram estudo para caracterizar
genética e fisiologicamente uma proteina (clpB) relacionada com o
aumento da capacidade de Enterococcus faecalis para sobreviver em
condigdes adversas. A analise revelou que a expressdo de clpB é
induzida por uma variedade de condi¢gdes de stress e que inativagao de
clpB nao teve grande impacto sobre a capacidade de E. faecalis crescer
sob diferentes condi¢gdes. Porém, quando foi induzida viruléncia em G.
mellonella a taxa de mortalidade foi significantemente menor em lagartas
infectadas por E. faecalis modificados com a deleg¢ao de clpB.

No estudo realizado por Evans e Rozen (2012), G.
mellonella foi utilizada para avaliar o comportamento de S. pneumoniae
nesse modelo hospedeiro. As largartas foram inoculadas e a dindmica da
infeccdo foi determinada através de obtengdo de contagens bacterianas.
Galleria mellonella teve respostas diferentes dependendo da viruléncia de
cada cepa de S. pneumoniae e com isto concluiu-se ser um modelo
adequado para esse micro-organismo.

Kim Y e Mylonakis (2012) realizaram estudo para avaliar
os efeitos de L. acidophilus sobre C. elegans, outro modelo de

invertebrado. Verificaram que L. acidophilus ndo é prejudicial para C.



49

elegans, pois ndo é capaz de colonizar seu intestino. O experimento
mostrou que a exposicdo de C. elegans a cepa probidtica diminuiu
significativamente a infeccdo subsequente por Enterococcus faecalis no
intestino do nematodo e prolongou a sobrevivéncia dos nematdides
expostos a cepas patogénicas de E. faecalis e S. aureus. Entretanto a
pré-exposicao dos nematdides nao forneceu qualquer efeito benéfico
quando exposto posteriormente ao Bacillus subtilis. Segundo os autores,
L. acidophilus ativa as principais vias imunes de sinalizagao de C. elegans
envolvidas na defesa contra bactérias Gram-positivas. Curiosamente, L.
acidophilus teve um efeito minimo sobre a infecgdo com bactérias Gram-
negativas, Pseudomonas aeruginosa ou Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium.

Até o momento, ndo encontramos na literatura a utilizagao
de G. mellonella para o estudo de interagdo Candida e L. acidophilus.
Existem trabalhos na literatura com Lactococcus lactis, utilizado como
controle por n&o ser considerado patogénico para este modelo
experimental.

A fim de determinar se G. mellonella poderia ser usada
como um modelo de infec¢do por Listeria spp., Joyce e Gahan (2010),
utilizaram espécies de L. monocytogenes, um patégeno humano, e L.
innocua, nao patogénica para o homem. Inicialmente, foi padronizada a
concentragao ideal de micro-organismo a ser inoculada em G. mellonella,
que levasse a morte de 50% das lagartas no periodo de 48 h para que os
experimentos posteriores fossem viabilizados. Para avaliagcdo dos
resultados foram utilizadas imagens de bioluminescéncia em tempo real.
Os resultados mostraram que o aumento da morte das lagartas coincidiu
com o aumento da luminescéncia relativa. Neste estudo, verificou-se que
a inoculagdo destes micro-organismos iniciou uma infeccdo em G.
mellonella e que a produgéo do listeriolisina citolisina O (LLO), proteina
que impede a fagocitose em modelos mamiferos, € também necessaria

para a viruléncia no modelo de invertebrados. Foi utilizado como controle,
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Lactococcus lactis, que €& considerado um micro-organismo nao
patogénico para este modelo experimental por ndo levar a morte de
nenhuma lagarta durante o periodo do experimento. Foi também
demonstrado que a infecgdo ativa por L. monocytogenes induz o
crescimento intracelular do patogeno dependentemente da produgao de
fatores de viruléncia. Além disso, determinou-se que L. innocua,
considerada n&o patogénica para o ser humano, foi patogénica para as
lagartas de G. mellonella.

Michaux et al. (2011) realizaram estudo da analise
funcional do regulador, slyA, de E. faecalis em G. mellonella. Verificou-se
que este gene desempenha um papel na viruléncia, bem como na
persisténcia do micro-organismo no interior do hospedeiro. Foram
utilizadas neste experimento, uma cepa selvagem e uma mutante com
69% do gene slyA suprimido. A lagarta foi infectada e a curva de morte
determinada. Depois de 20 h de infec¢cdo, mais de 26% das lagartas
infectadas com a cepa selvagem estavam ainda vivas, enquanto menos
de 6% das infectadas com cepas mutantes tinham sobrevivido. A bactéria
Gram-positiva L. lactis IL1403 foi utilizada como controle e ap6s 20 h
todas as lagartas infectadas com este micro-organismo haviam

sobrevivido.



3 PROPOSIGAO

Objetivos gerais:
e Avaliar as interagbes microbianas entre L.
acidophilus e C. albicans em modelos de biofiimes
formados in vitro e em modelo experimental de

invertebrado.

Objetivos especificos:

e Verificar os efeitos dos diferentes tempos de
crescimento das culturas de L. acidophilus sobre o
biofilme formado por C. albicans in vitro;

e Avaliar a interagao in vitro entre L. acidophilus e C.
albicans na formacao de biofiime por meio da
contagem de unidades formadoras de colbnias,
analise por microscopia eletrénica de varredura, e
na indugao de filamentacao por C. albicans;

¢ Analisar os efeitos in vivo de L. acidophilus sobre a
candidose  experimental em  modelo de
invertebrado de G. mellonella por meio da analise
da curva de sobrevivéncia de G. mellonella, pela
quantificacdo de UFC/mL de C. albicans e pela
avaliacao histolégica da filamentagcdo de C.

albicans nos tecidos do hospedeiro.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Cepas de Micro-organismos

Foram utilizadas cepas padrdao de Candida albicans
(ATCC 18804) e Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356) mantidas em
freezer a menos 80°C no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos/ UNESP. Para
ativagdo desses micro-organismos, a cepa de C. albicans foi cultivada em
meio de cultura agar Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories, Munbai,
india) por 48 h a 37°C em estufa bacterioldgica e a cepa de L. acidophilus
foi cultivada em agar Rogosa (Himedia, Mumbai, India) por 4 dias a 37°C

sob condigbes de microaerofilia (5% de COy).

4.2 Interagao de C. albicans e L. acidophilus em modelos in vitro

4.2.1 Grupos experimentais

No estudo in vitro da interacdo de C. albicans e L.
acidophilus, foram avaliados os efeitos de L. acidophilus sobre a formacéao
de biofilme por C. albicans (Quadro 1) e sobre a capacidade de
filamentacdo de C. albicans (Quadro 2). Em ambos os testes, foram
avaliados os efeitos diretos das células de L. acidophilus sobre C.

albicans e também os efeitos indiretos de L. acidophilus sobre C.
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albicans, utilizando apenas o sobrenadante da cultura de Lactobacillus.

O primeiro teste realizado foi o efeito direto das células de
L. acidophilus sobre o biofilme de C. albicans, no qual foram testados os
efeitos de L. acidophilus sobre C. albicans em diferentes fases de
crescimento da cultura bacteriana (4, 6, 18 e 24 h). De acordo com os
resultados obtidos, o tempo da cultura de Lactobacilos que mais inibiu C.

albicans, foi adotado para os testes subsequentes.

Quadro 1 - Numero de ensaios realizados em cada grupo experimental
para o estudo dos efeitos de L. acidophilus sobre o biofilme de C. albicans

Analise dos | Tempo da cultura

Testes dados de L. acidophilus n

4 h 10

6 h 10

Células de L. acidophilus sobre UFC/mL 18 h 10
biofilme de C. albicans

24 h 10

MEV Maior inibigao 3

Sobrenadante de L. acidophilus | YFC/mL Maior inibi¢ao 10

sobre biofilme de C. albicans MEV Maior inibig&o 3

Caldo MRS sobre biofilme de C. | UFC/mL - 10

albicans (Grupo Controle) MEV _ 3

PBS sobre biofilme de C. UFC/mL ) 10

albicans (Grupo Controle) MEV ) 3

Total de experimentos 82
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Quadro 2 - Numero de ensaios realizados em cada grupo experimental
para o estudo dos efeitos de L. acidophilus sobre a filamentagdo de C.
albicans

Testes Tempo da cultura de n
L. acidophilus
Células de L. acidophilus sobre L
) Maior inibigdo 10
C. albicans
Sobrenadante de L. acidophilus sobre .
) Maior inibicao 10
C. albicans
PBS sobre C. albicans (Grupo Controle) - 10
Caldo MRS sobre C. albicans (Grupo
- 10
Controle)
Total de experimentos 40

4.2.2 Estudo dos efeitos de L. acidophilus sobre biofilmes de C. albicans

4.2.2.1 Preparo da suspenséao padronizada de C. albicans e L. acidophilus

C. albicans foi cultivada a 37°C por 18 h em caldo Yeast
Nitrogen Base (YNB- Difco, Detroit, USA) suplementado com glicose na
concentracdo de 100 mM. L. acidophilus foi cultivado em caldo MRS
Lactobacilos (Himedia, Mumbai, India) a 37°C por 4, 6, 18 € 24 h em
estufa bacteriologica sob condigdes de microaerofilia (5% de COy).

Posteriormente, as  células  microbianas  foram
centrifugadas (2000 xg por 10 min), o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento foi suspenso em 6 mL de solugao fisiolégica tamponada com
fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido novamente. A contagem do

numero de células da suspensdao foi realizada através de
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espectrofotbmetro  (B582, Micronal, S&o Paulo, Brasil) a uma
concentracdo de 107 micro-organismos/mL para as cepas de C. albicans e
L. acidophillus. Os parametros de densidade Optica e comprimento de
onda utilizados foram respecivamente 0,381 e 530 nm para C. albicans e

0,296 e 600nm para L. acidophilus.

4.2.2.2 Preparo do sobrenadante da cultura de L. acidophilus

Para o preparo do sobrenadante de L. acidophillus, a
cepa foi incubada em caldo MRS a 37°C por 24 h sob condigbes de
microaerofilia (5% de CO,). Apds este periodo foi realizada a suspenséo
padronizada de 10" células por mL conforme descrito anteriormente. Um
volume de 1 mL da suspensao padronizada foi transferido para um tubo
falcon contendo 6 mL de caldo MRS e incubados novamente a 37°C por
24 h em estufa bacteriolégica sob condigdes de microaerofilia (5% de
CO,). Apds este periodo, o caldo foi centifugado (2000 xg por 10 min) e
fitrado em membrana com poros de didametro de 0,22 um (MFS, Dublin,
EUA).

4.2.2.3 Formagao dos biofilmes de C. albicans

Para a formag&o dos biofilmes foi utilizada a metodologia
descrita por Thein et al., 2006 com algumas modificagdes.

Os biofiimes foram formados no fundo da placa de
microtitulacdo de 96 pogos (Costar Corning, Nova York, EUA). Para isso,
inicialmente foram inoculados 100 pyL da suspensdo padronizada de
células de C. albicans (107 células/mL). A placa foi incubada em agitacdo
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a uma rotagdo de 75 rpm (Quimis, Diadema, Sdo Paulo) a 37°C por 90
min para promover a adesao inicial dos micro-organismos.

Apos a fase inicial de adesao, a suspensao de células foi
aspirada e cada poco foi lavado duas vezes com PBS para remover as
células frouxamente aderidas. Um total de 100 uL de soro fetal bovino foi
transferido para cada pogo e a placa reincubada por 2 h. Apos este
periodo, os pogos foram lavados duas vezes com PBS.

Em cada pogo da placa de 96 pogos, foi inoculado 50 pL
da suspenséo padronizada de L. acidophillus ou 50 yL do sobrenadante
da cultura de L. acidophilus. No grupo controle, foi inoculado 50 L de
PBS.

Para a promogédo do crescimento do biofiime, 70 pyL de
YNB acrescido de 100 mM de glicose e 30 yL de caldo BHI foram
adicionados a cada poco. O caldo foi parcialmente trocado a cada 24 h.
As placas foram tampadas e incubadas a 37°C em estufa de incubagao

com agitacao de 75 rpm por 48 h.

4.2.2.4 Determinacédo do numero de UFC/mL

Apos 48 h, cada pogo contendo biofilme foi lavado duas
vezes com PBS. Em seguida, 100 pL de PBS foram transferidos para
cada pogo e o biofiime aderido ao fundo da placa foi cuidadosamente
raspado usando palitos de madeira estéril. Em seguida, 100 yL deste
inéculo foi transferido para tubo falcon contendo 6 mL de PBS, os quais
foram homogeneizados por 30 s, utilizando homogeneizador ultra-s6nico
(Sonoplus HD 2200, Bandelin Eletronic) com poténcia de 50 W para
romper os agregados microbianos. A partir da solugdo obtida foram
realizadas diluicdes decimais da suspensao do biofilme, das quais

aliquotas de 100 uL foram semeadas em placas de Petri contendo meios
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de cultura seletivos: agar Sabouraud dextrose para C. albicans e agar
Rogosa para L. acidophilus. As placas de agar Sabouraud dextrose foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 48 h. As placas de agar
Rogosa para L. acidophilus foram incubadas a 37°C em estufa sob
condigdes de microaerofilia (5% de CO3) por 48 h. Apos este periodo, as
colbnias foram contadas para o calculo de unidades formadoras de

colénias por mL (UFC/mL).

4.2.2.5 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura

Para a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi
utilizado como corpo-de-prova uma peca de poliestireno com 8 mm de
didmetro colocada em placa de 24 pogos para aderéncia do biofilme.
Inicialmente foram inoculados 1 mL da suspensao padronizada de células
de C. albicans (107 células/mL). A placa foi incubada em agitacdo a uma
rotacdo de 75 rpm (Quimis, Diadema, Sao Paulo) a 37°C por 90 min para
promover a adesao inicial dos micro-organismos.

Apoés a fase inicial de adeséao, a suspensao de células foi
aspirada e cada pogo foi lavado duas vezes com PBS para remover as
células frouxamente aderidas. Um total de 1 mL de soro fetal bovino foi
transferido para cada poco e a placa reincubada por 2 h. Apds este
periodo, os pocos foram lavados duas vezes com PBS.

Em cada poco da placa de 24 pogos contendo os corpos
de prova, foi inoculado 500 pL da suspensao padronizada de L.
acidophillus ou 500 pyL do sobrenadante da cultura de L. acidophilus. No
grupo controle, foi inoculado 500 pL de PBS.

Para a promocao do crescimento do biofilme, 700 uL de
YNB acrescido de 100 mM de glicose e 300 yL de caldo BHI foram

adicionados a cada poc¢o. O caldo foi trocado a cada 24 h. As placas
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foram tampadas e incubadas a 37°C em estufa de incubagdo com
agitacédo de 75 rpm por 48 h.

A seguir, as pecgas foram transferidas para placa de 24
pocos contendo 1 mL de glutaraldeido a 2,5% para fixagao por 1 h. Apds
este periodo as pecas foram submersas em 1 mL de solugdo de alcool
nas concentracdes de 10, 25, 50, 75 e 90% por 20 min em cada uma das
concentragdes e, posteriormente, em 100% de alcool por 1 h. Os corpos
de prova foram colocados em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 h para
secagem completa das pecas.

As pecas foram retiradas do fundo da placa com o auxilio
de uma pinga estéril, transferidas para stubs de aluminio e recobertas
com ouro por 160 s a 40 milianperes (Denton Vacuum Desk Il). Apds a
metalizagdo, as pegas foram examinadas e fotografadas em MEV (Jeol
JSM5600) operando em 15 kV nos aumentos de 2000 e 10000x.

4.2.3 Estudo dos efeitos de L. acidophilus sobre a filamentagcdo de C.
albicans

Para o estudo da filamentacao in vitro foram realizados
ensaios com o0s seguintes grupos experimentais: interacdo C. albicans e
célula de L. acidophilus, interagdo C. albicans e sobrenadante de L.
acidophilus, controle C. albicans e PBS e controle C. albicans e caldo
MRS.

Para a realizagdo do experimento, apds o crescimento em
caldo, as cepas de L. acidophillus e C. albicans foram centrifugadas para
o preparo de suspensdes padronizadas de 10’ células por mL conforme
descrito no item 4.2.2.1. Foi preparado também o sobrenadante da cultura
de L. acidophilus de acordo com o item 4.2.2.2.

Em uma placa de cultura de células de 24 pocgos (Costar
Corning, Nova York, EUA) foi colocado 1 mL de &agua destilada
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suplementada com 10% de soro fetal bovino e 100 yL da suspensao
padronizada de C. albicans.

A seguir, em cada pogo foi colocado 50 uL da suspensao
padronizada de L. acidophilus ou 50 uL do sobrenadante da cultura de L.
acidophilus. Nos grupos controle, foi colocado em cada pogo 50 uL de
PBS ou 50 uL de caldo MRS dependendo do grupo experimental.

As placas contendo os indculos foram incubadas a 37°C
em estufa bacterioldgica na presenca de 5% de CO,. Apds 24 h, 50 uL do
in6culo contido em cada pogo da placa de cultura de células de 24 pocos
(Costar Corning, Nova York, EUA) foi disperso sobre laminas de vidro

com os campos previamente demarcados no verso da lamina (Figura 1).

Figura 1 — Visualizagdo da lamina utilizada para analise da filamentagao de C. albicans
in vitro com a demarcagédo dos campos para a contagem do numero de hifas presentes.
Os pontos brancos representam o local onde foi realizada a contagem do numero de
hifas presentes em cada campo.

O material sobre a Iamina foi recoberto por laminula e as
laminas de microscopia observadas em microscépio éptico com aumento
de 400x. Foram realizados 10 ensaios para cada grupo experimental. Os
ensaios foram repetidos pelo menos duas vezes em momentos distintos.
As imagens foram analisadas sob o aspecto morfoloégico e quantitativo.
Para quantificagdo das hifas presentes, foram analisados 10 campos

microscopios em cada lamina, sendo que foi padronizado o ponto médio
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de cada campo para a analise. Em cada campo microscopio foi atribuido

um escore, de acordo com o numero de hifas presentes (Quadro 3).

Quadro 3 — Escores utilizados para a contagem de numero de hifas
presentes em cada campo observado através da microscopia éptica

Escores Quantidade de hifas
0 auséncia
1 1a3
2 4a10
3 11a 20
4 mais de 20

4.3 Interacao de L. acidophilus com C. albicans em modelo
experimental de Galleria mellonella

Para este estudo foi utilizada a metodologia descrita por
Mylonakis et al. (2005) e Fuchs et al. (2010b).

4.3.1 Grupos experimentais

Os grupos experimentais e o numero de lagartas

utilizadas por experimento estdo descrimidadas no Quadro 4.
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Quadro 4 — Grupos experimentais e numero de lagartas utilizadas por
experimento em modelo de G. mellonella

Grupo Experimentais

Curva de
sobrevivéncia

Contagem de UFC/mL

Oh

4h [ 8h | 12h | 18h

24h

Analise
histoldgica

Infeccéo por
L. acidophilus

80

Interacao célula de
L. acidophilus e C.
albicans (Profilatico)

16

Interacéo
sobrenadante de L.
acidophilus e C.
albicans (Profilatico)

16

Interacao
C. albicans e célula
de L. acidophilus
(Terapéutico)

16

18

18118 18 | 18

18

Interacao
C. albicans e
sobrenadante de
L. acidophilus
(Terapéutico)

16

18

18118 18 | 18

18

Controle C. albicans
e caldo MRS
(Terapéutico)

16

18

18118 | 18 | 18

18

Controle caldo MRS
e C. albicans
(Profilatico)

16

Controle C. albicans
e PBS

16

Controle PBS

16

TOTAL

208

360

25

4.3.2 Galleria mellonella

Foram utilizadas lagartas de G. mellonella em estagio final

da fase larval com peso corporal de aproximadamente 25 mg cedidas
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pela pesquisadora Marcia Prata da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA de Juiz de Fora, Minas Gerais.

4.3.3 Verificagdo da susceptibilidade de G. mellonella a infecgdo por L.
acidophilus

Antes do estudo da interacdo de C. albicans e L.
acidophilus, foi realizada uma analise da susceptibilidade de G. mellonella
a infecgao por L. acidophilus para determinagao da concentragao sub-letal
de L. acidophilus nesses animais. Para isso, foram inoculadas em G.
mellonella varias suspensdes padronizadas de L. acidophilus na
concentragao que variou de 10*a 108 células/mL. Para cada concentracao
inoculada, foi utilizado um grupo de 16 lagartas. As suspensdes
padronizadas de L. acidophilus foram preparadas de acordo com o item
4221

Um indculo de 5 pL de cada suspenséo foi injetado em G.
mellonella para determinagdo da curva de sobrevivéncia conforme

descrito a seguir, no item 4.3.4.2.

4.3.4 Efeitos de L. acidophilus na candidose experimental em G.
mellonella

4.3.4.1 Preparo da suspensao de C. albicans e L. acidophilus

C. albicans foi cultivada a 37°C por 18 h em caldo Yeast
Nitrogen Base (YNB- Difco, Detroit, USA) suplementado com glicose na

concentragcao de 100 mM. A seguir, as células foram centrifugadas a 2000
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Xg por 10 min, sendo o sobrenadante descartado. O depdsito foi
ressuspendido em PBS e misturado em agitador de tubos (vortex) por 30
segundos. Esta lavagem das células foi repetida por mais 2 vezes. As
densidades celulares de C. albicans foram ajustadas em 10° células/mL
por meio de hemocitdbmetro.

A suspensao padronizada de L. acidophilus foi realizada

conforme descrito no item 4.2.2.1 na concentragdo de 10° células/mL.

4.3.4.2 Injecao de micro-organismos em G. mellonellla

Antes da inoculagédo, as seringas (Hamilton Inc., EUA),
utilizadas para as injecbes foram esterilizadas com acido peracético
(Henkel - Ecolab GmbH, Dusseldorf, Alemanha) de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Um in6culo de 5 yL da suspensao padronizada de C.
albicans foi injetado na hemolinfa de cada lagarta através da ultima
prolegue esquerda. Cinco microlitros da suspensdo padronizada de
células ou sobrenadante da cultura L. acidophilus foi inoculado na ultima
prolegue direita (Figura 2). Para os grupos com infecgdo por um unico
micro-organismo, 5 gL da suspensdo do micro-organismo foi inoculada na
ultima prolegue esquerda e o mesmo volume de PBS ou caldo MRS na
ultima prolegue direita.

Para cada micro-organismo foi utilizada uma seringa
Hamilton. A limpeza da agulha e da parte interna da seringa foram
realizadas a cada 5 injecbes. Para esta limpeza a seringa foi lavada em
uma sequencia de 4 tubos falcon que continham respectivamente: 1°) 20
mL de hipoclorito de sédio, 2°) 20 mL de alcool absoluto, 3°) 20 mL de
agua destilada estéril e 4°) 20 mL de PBS estéril. Em cada tubo a agulha
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foi mergulhada e realizados 5 movimentos no émbolo para cima e para
baixo, na sequencia acima descrita.

Em todos os experimentos foi realizado um grupo
inoculado apenas com PBS para acompanhar o estado de saude das

lagartas de G. mellonella durante todo o experimento.

Figura 2 — Imagem do modelo experimental de G. mellonella. A) G. mellonella em
posicdo ventral com detalhamento das prolegues; B) Desmonstracdo da inje¢do de
micro-organismo em G. mellonella utilizando seringa de Hamilton.

4.3.4.3 Determinacao da curva de sobrevivéncia da G. mellonella

Para determinacdo da curva de sobrevivéncia os grupos
de interagdo foram subdivididos em profilatico e terapéutico. No grupo
profilatico (Interagdo célula de L. acidophilus e C. albicans e Interagao
sobrenadante de L. acidophilus e C. albicans) as células de L. acidophilus
ou o sobrenadante obtido a partir da cultura de L. acidophilus foi injetado
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na ultima prolegue direita da lagarta 1 h antes da inoculagdo das células
de C. albicans. No grupo terapéutico (Interagéo C. albicans e célula de L.
acidophilus e Interacdo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus) as
células de C. albicans foram inoculadas na ultima prolegue esquerda 1 h
antes da inoculagédo das células de L. acidophilus ou do sobrenadante
obtido a partir da cultura de L. acidophilus.

Apods a inoculagdo, as lagartas foram armazenadas em
placas de Petri e incubadas a 37°C em estufa bacteriolégica. O numero
de G. mellonella mortas foi anotado diariamente durante 7 dias. As
lagartas foram consideradas mortas quando nao apresentaram nenhum
movimento ao toque. A morte de todas as lagartas do grupo experimental
ou a transicdo para a forma de pupa determinou o término do
experimento.

De acordo com os resultados obtidos na comparagao
entre o grupo profilatico e terapéutico, o grupo em que ocorreu a maior

sobrevida das lagartas, foi adotado para os testes subsequentes.

4.3.4.4 Estudo da cultura de tecidos - Contagem de UFC/mL

Para quantificar a presenca de C. albicans na infecgao em
G. mellonella, foram realizados experimentos com a eutanasia de lagartas
nos tempos de 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h apds a infecgao, nos seguintes
grupos experimentais: Interacdo C. albicans e célula de L. acidophilus,
Interacdo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus, Controle C.
albicans e MBS.

Para cada grupo e tempo foi utilizado um pool de 3 a 6
lagartas para coleta de hemolinfa suficiente para realizagdo das dilui¢des
seriadas. Como o experimento foi realizado em triplicata, para cada grupo

e tempo foram utilizadas 18 lagartas, totalizando 324 lagartas infectadas
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para todos os ensaios.

Para cada tempo, foi incluido um grupo controle contendo
6 lagartas no qual foi injetado 5 uL de PBS na ultima prolegue esquerda e
5 uL de PBS na ultima prolegue direita com o objetivo de analisar a
ocorréncia de mortes de G. mellonella provocadas pela injuria traumatica
das injecoes.

Em cada tempo, as lagartas foram pegas, cortadas com
bisturi no sentido céfalo caudal e espremidas para retirada da hemolinfa

que foi colocada em um eppendorf (Figura 3).

Figura 3 - Imagem do modelo experimental de G. mellonella. A) lagarta posicionada para
retirada da hemolinfa Seta representa a sequéncia das incisdes para retirada da
hemolinfa. Incisdo feita logo abaixo da ultima prolegue esquerda e posteriormente
seguindo a linha mediana da lagarta até sua regiao caudal; B) hemolinfa sendo retirada
apos a incisao; C) tubo eppendorf com a quantidade de hemolinfa referente ao pool de 6
lagartas.

A partir do pool da hemolinfa das lagartas, foram feitas
diluicbes seriadas e semeadas em placas de Petri contendo meios de
cultura seletivos: agar Sabouraud dextrose com cloronfenicol para C.
albicans e agar Rogosa para L. acidophilus. As placas foram incubadas
em estufa bacteriolégica a 37°C por 48 h. As placas de agar Rogosa para
L. acidophilus foram incubadas em estufa a 37°C sob condi¢cdes de

microaerofilia (5% de CO2) pelo periodo de 48 h. Apds este periodo, as



67

colbnias foram contadas para o calculo de unidades formadoras de
coloénias por mL (UFC/mL).

4.3.4.5 Analise histolégica de G. mellonella

A andlise histoldgica foi realizada para avaliar os efeitos
de L. acidophilus na filamentagcdo de C. albicans em G. mellonella e
analise das estruturas histologicas presentes no corpo de gordura da
lagarta. Foram realizados os seguintes grupos experimentais: Interagao
C. albicans e célula de L. acidophilus, Interacdo C. albicans e
sobrenadante de L. acidophilus, Controle C. albicans e PBS, Controle C.
albicans e caldo MRS e Controle PBS. Para cada grupo experimental
foram utilizadas 5 lagartas.

Apos 18h da infecgao, foi realizada uma incisdo na linha
mediana da parte ventral do animal. A partir desta incisdo a hemolinfa foi
descartada e o corpo de gordura removido (Figura 4).

O corpo de gordura foi colocado em formalina a 10% e
armazenado a 4°C para fixagao por 24 h. Apds este periodo, o tecido foi
colocado em alcool a 50, 70 e 90% por 1 h para cada uma das
concentracdées e 100% durante 3 h para promover a desidratacdo. O
tecido foi transferido para uma solugdo de xilol durante 3 h e montados

em blocos de parafina.
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Figura 4 — Sequéncia da retirada do corpo de gordura da lagarta G. mellonela. A) corte
transversal realizado na parte ventral da lagarta (seta); B) pressao lateral realizada na
lagarta para remogao do corpo de gordura; C) visualizagdo do corpo de gordura apos ter
sido retirado da lagarta; D) comparagao do corpo de gordura em relacdo ao tamanho da
lagarta.

Os blocos foram cortados e corados com hematoxilina e
eosina (HE) e acido peridédico de Schiff (PAS). As observagdes dos
tecidos de G. mellonella e a presenga de hifas e leveduras foram
realizadas em microscopio optico nos aumentos de 100, 630 e 1000x.
Para andlise da filamentagao, foram fotografadas todas as areas do corte
histolégico que apresentavam hifas e leveduras em um aumento original
de 1000x, através da camara digital Cyber Shott modelo DSC-585 (Sony
Corporation) acoplada ao microscoépio de luz Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss,
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Oberkochen, Alemanha). Em cada imagem foi determinada a area
ocupada por hifas e leveduras em pym, com o auxilio do programa Image-J
(Verséo 1,32 para Windows), de dominio publico, do Instituto Nacional de
Saude (NIH), Bethesda, EUA. Todas as areas de hifas e leveduras de
cada corte foram somadas e o resultado foi convertido para logaritimo de
base 10.

4.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos na contagem de UFC/mL do
biofilme in vitro foram submetidos ao teste t-Student. A analise de
UFC/mL recuperada de G. mellonella e analise microscépica da presenca
de hifas, foram submetidas a Analise de Variancia e teste de Tukey. Para
0s escores obtidos na analise de filamentagao in vitro foi utilizado o teste
de Mann-Whitney. Todos esses testes estatisticos foram realizados no
Programa Minitab.

Em relagdo aos experimentos de sobrevivéncia em G.
mellonella, foi realizada a curva de sobrevivéncia e estimativa das
diferengas pelo método de Log-rank (Mantel - Cox) utilizando o Programa
Graph Pad Prism.

Em todos os testes, foi considerado nivel de significancia
de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Interacao de C. albicans e L. acidophilus em modelos in vitro

5.1.1 Efeito de Lactobacillus acidophilus sobre biofiimes de C. albicans
quanto a contagem de UFC/mL

Primeiramente, foi testada a melhor fase de crescimento
da cultura de L. acidophilus (4, 6, 18 e 24 h) para inibir as células de C.
albicans em biofilmes formados in vitro. De acordo com os resultados
obtidos, houve redugdo na contagem de UFC/mL de C. albicans em
relagdo ao grupo controle para todos os tempos testados, porém esta
diferengca foi estatisticamente significante apenas para o grupo com
crescimento de 24 h (Tabela 1). A partir dos resultados obtidos, o tempo
de 24 h de cultura de L. acidophilus foi adotado para todos os testes

subsequentes.

Tabela 1- Média e desvio padrdao do numero de UFC/mL (log4o) obtidos a
partir da contagem de C. albicans nos biofiimes do Grupo Controle C.
albicans e PBS e Grupo Interacdo C. albicans e célula de L. acidophilus
nas diferentes fases de crescimento da cultura de L. acidophilus

Fase de crescimento Controle C. Interacéo C. albicans
da cultura de albicans e PBS e célula de p-valor *
L. acidophilus (n=10) L. acidophilus (n=10)
4h 7,74 +0,10 7,66 + 0,12 0,15
6h 7,51+ 0,26 7,29 + 0,31 0,10
18h 7,73 +0,11 7,55 + 0,26 0,07
24h 7,47 £ 0,11 7,08 £ 0,22 0,0001

*Valor de p obtido na comparagdo do grupo controle C. albicans e PBS e Interacgéo C.
albicans e célula de L. acidophilus (Teste t Student, p < 0,05)
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Além dos efeitos das células de L. acidophilus sobre o
biofilme de C. albicans, também foram analisados os efeitos indiretos de
L. acidophilus sobre C. albicans, utilizando apenas o sobrenadante da
cultura de Lactobacillus no tempo de crescimento de 24h. A partir dos
resultados obtidos foi observado efeito inibitorio do sobrenadante da

cultura bacteriana sobre o biofilme de C. albicans (Tabela 2).

Tabela 2- Média e desvio padrao do numero de UFC/mL (log 1¢) obtidos a
partir da contagem de C. albicans nos biofiimes do Grupo Controle C.
albicans e PBS e Grupo Interagcao C. albicans e sobrenadante de L.
acidophilus no tempo de 24h de crescimento da cultura de L. acidophilus

Controle C. albicans Interacéo C. albicans e

_ sobrenadante de p-valor *
€ PBS (n=10) L. acidophilus (n=10)
7,74 £ 0,05 7,47 £ 0,08 0,0001

*Valor de p obtido na comparacdo do Grupo controle C. albicans e PBS e Grupo
Interagao C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus (Teste t Student, p < 0,05)

Para comprovar se a composicdo do caldo MRS da
cultura de L. acidophilus poderia ter acdo sobre C. albicans e, portanto
interferir no experimento com o sobrenadante da cultura de L. acidophilus,
foi realizado posteriormente um experimento comparando o Grupo
controle C. albicans e PBS com o Grupo controle C. albicans e caldo
MRS. Os resultados demonstraram que a utilizagado apenas do caldo MRS
em substituicdo ao sobrenadante ndao promoveu inibigdo na contagem de

UFC/ mL (Log1o) de C. albicans, conforme demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3- Média e desvio padrao do numero de UFC/mL (log 1¢) obtidos a
partir da contagem de C. albicans nos biofilmes do grupo Controle C.
albicans e PBS e Controle C. albicans e caldo MRS no tempo de 24h de
crescimento da cultura de L. acidophilus

Controle C. albicans e PBS Controle C. albicans e

(n=10) caldo MRS (n=10) p-valor

7,07 £0,16 7,13 £0,14 0,37

*Valor de p obtido na comparagdo do grupo controle C. albicans e PBS e Controle C.
albicans e caldo MRS (Teste t Student, p < 0,05)

No grupo da interacdo C. albicans e célula de L.
acidophilus, além da contagem de C. albicans, foi também realizada a
contagem de unidades formadas de col6nias por mL de L. acidophilus e
verificou-se que houve um comportamento semelhante no crescimento de
L. acidophilus em todos os tempos testados sem diferenca estatistica

entre os tempos analisados (Figura 5).

p=0,703
6-
£
S 5-
: prn S
E
2 4]
>
3 T
4 h 6 h 18 h 24 h

Figura 5- Média e desvio padrao (Log4y) de UFC/mL de L. acidophilus do grupo interagao
C. albicans e célula de L. acidophilus nos tempos de crescimento da cultura de L.
acidophilus 4, 6, 18 e 24h. Verificou-se o comportamento semelhante entre os tempos
testados, sem diferenca estatisticamente significante (Teste de ANOVA, p< 0,05).
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5.1.2 Efeitos de Lactobacillus acidophilus sobre biofilmes de C. albicans:
analise por Microscopia Eletrbnica de Varredura

A formacéo do biofilme de C. albicans sobre os corpos de
prova de poliestireno foi comprovada pela analise de Microscopia
Eletrbnica de Varredura, na qual foi observado que o grupo controle C.
albicans e PBS apresentou um biofilme monotipico composto por
numerosas leveduras com formagao de pseudohifas e hifas (Figura 6).

No grupo interagédo C. albicans e célula de L. acidophilus,
observou-se uma intima associagdo entre os dois micro-organismos
estudados, com a aderéncia de L. acidophilus sobre as leveduras de C.
albicans e formacdo de algumas hifas (Figura 7). Além disso, ndo foi
observada redugdo do numero de células de C. albicans no grupo
interacdo C. albicans e célula de L. acidophilus em relagdo ao grupo
controle formado por biofilme monotipico de C. albicans.

Por outro lado, nas imagens dos biofilmes formados no
grupo interagédo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus verificou-se
a presencga de numerosas leveduras sem formagao de hifas, sugerindo
que o sobrenadante de L. acidophilus pode ter inibido a formagao de hifas
(Figura 8).
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Figura 6 - Microscopia eletrénica de varredura do grupo controle C. albicans e PBS. A)
Verifica-se a aderéncia de C. albicans ao corpo de prova de poliestireno e a presenga de
pseudohifas, aumento original: 2000x; B) Presenca de hifa e leveduras, aumento original:
10000x.
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Figura 7 - Microscopia eletrbnica de varredura do grupo interagdo C. albicans e célula de
L. acidophilus. A) Verifica-se a aderéncia de C. albicans e L. acidophilus ao corpo de
prova de poliestireno, com predominio de leveduras de C. albicans. Presenca de células
de L. acidophilus aderidas as hifas e leveduras de C. albicans, aumento original: 2000x;
B) Verifica-se intima interagdo entre C. albicans e L. acidophilus, aumento original:

10000x.
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Figura 8 - Microscopia eletrénica de varredura do grupo interacdo C. albicans e
sobrenadante de L. acidophilus. A) Verifica-se aderéncia de C. albicans ao corpo de
prova de poliestireno com predominio de leveduras sem presenga de hifas, aumento
original: 2000x. B) Presenca de vérias leveduras. Aumento original: 10000x.
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5.1.3 Efeitos de L. acidophilus sobre a flamentagao de C. albicans

A filamentacdo in vitro foi visualizada em microscopia
optica com aumento de 400x apos a incubacao de C. albicans por 24 h
em condi¢gdes de microaerofilia (5% de CO,). A presenca de hifas de C.
albicans nos diferentes grupos experimentais foi analisada quanto aos
aspectos morfolégicos e quantitativos.

Quanto a morfologia as imagens mostraram que o grupo
controle C. albicans e PBS e o grupo interagao C. albicans e célula de L.
acidophilus apresentaram morfologia semelhante com maior numero de
hifas em detrimento a presencga de leveduras ou pseudohifas (Figura 9 A
e B). No grupo interacéo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus,
verificou-se a presenga de varias leveduras e um numero reduzido de
hifas comparado ao grupo controle C. albicans e PBS (Figura 9 A e C).

Para verificar se a composicao do caldo MRS mesmo sem
a presencga dos produtos obtidos a partir do crescimento bacteriano teria
algum efeito sobre o aspecto morfolégico da filamentagédo de C. albicans
in vitro, foi realizado posteriormente um experimento comparando-se o
grupo controle C. albicans e PBS com o grupo controle C. albicans e
caldo MRS. Os resultados demonstraram que ocorreu alteracdo na
morfologia com aumento do numero de leveduras no grupo controle C.
albicans e caldo MRS quando comparados ao grupo controle C. albicans
e PBS (Figura9 A e D).
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Figura 9 — Microscopia éptica com a visualizagao da filamentagéo de C. albicans in vitro.
A) Grupo controle C. albicans e PBS; B) Grupo interagdo C. albicans e célula de L.
acidophilus. C) Grupo interacao C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus; D) Grupo
controle C. albicans e caldo MRS. Verifica-se nas imagens A e B morfologia semelhante
com presenga predominante de hifas e nas imagens C e D presenga de hifas e
leveduras, aumento original: 400x.

A segunda analise realizada foi a quantificagdo do numero
de hifas presentes nas laminas observadas (Tabelas 4-6). A partir dos
resultados verificou-se que houve reducgao estatisticamente significante do
namero de hifas quando o grupo controle C. albicans e PBS foi
comparado com o grupo interacédo C. albicans e célula de L. acidophilus e
com o grupo interacdo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus.
Entretanto, quando o grupo controle C. albicans e PBS foi comparado ao
grupo controle C. albicans e caldo MRS, néao foi verificada diferenga na

quantidade de hifas presentes nos dois grupos analisados (Figura 10).
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Tabela 4 — Média, desvio-padrao (DP) e mediana obtidos a partir da
contagem do numero de hifas de C. albicans presentes apds 24 h da
indugdo da filamentagado in vitro do grupo controle C. albicans e PBS e
grupo Interacéo C. albicans e célula de L. acidophilus.

Grupos Média e DP  Mediana

Controle C. albicans e PBS 3,69+0,19 3,75

Interacéo C. albicans e célula de L. acidophilus 2,46 + 0,46 2,55

Tabela 5 - Média, desvio-padrdo (DP) e mediana obtidos a partir da
contagem do numero de hifas de C. albicans presentes apos 24 h da
inducao da filamentacao in vitro do grupo controle C. albicans e PBS e
grupo Interagéo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus.

Grupos Média e DP  Mediana

Controle C. albicans e PBS 3,35+0,17 3,33

Interacéo C. albicans e sobrenadante

L. acidophilus 2,61+0,20 2,68

Tabela 6 — Média, desvio-padrdo (DP) e mediana obtidos a partir da
contagem do numero de hifas de C. albicans presentes apos 24 h da
inducao da filamentacao in vitro do grupo controle C. albicans e PBS e
grupo controle C. albicans e caldo MRS.

Grupos Média e DP Mediana

Controle C. albicans e PBS 3,19+ 0,26 3,23

Controle C. albicans e caldo MRS 3,09+0,18 3,15
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Figura 10 — Quantificacdo de hifas nos testes de filamentagéo de C. albicans in vitro.
Mediana e valor de p dos escores atribuidos aos diversos grupos experimentais. A)
Comparagao entre grupo controle C. albicans e PBS e grupo interacdo C. albicans e
célula de L. acidophilus. Verifica-se a presenca de uma quantidade menor de hifas no
grupo da interagdo ao ser comparado ao grupo controle, valor de p= 0,0002; B)
Comparagao entre grupo controle C. albicans e PBS e grupo interagdo C. albicans e
sobrenadante de L. acidophilus. Verifica-se a presenga de um nimero menor de hifas no
grupo da interagdo ao ser comparado ao grupo controle, valor de p= 0,0002; C)
Comparacgao entre grupo controle C. albicans e PBS e grupo controle C. albicans e caldo
MRS. Nao ocorreu redugdo estatisticamente significante na quantidade de hifas
presentes na comparagao dos dois grupos, p= 0,3445 (teste estatistico Mann- Whitney).
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5.2 Interagao de Lactobacillus acidophilus com Candida albicans em
modelo experimental de Galleria mellonella

5.2.1 Curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella

Antes do experimento da curva de sobrevivéncia foi
avaliada a susceptibilidade de G. mellonella a infec¢ao por L. acidophilus.
Suspensdes padronizadas de L. acidophilus nas concentragdes de 10%,
10°, 10% 10" e 10® micro-organismos/mL foram inoculadas em G.
mellonella. Para cada concentragao foram utilizadas 16 lagartas na fase
larval final com peso corporal de aproximadamente 25 mg. As lagartas
foram observadas por 168 h (7 dias) e o numero de lagartas mortas
anotados diariamente.

Através dos resultados obtidos verificou-se que L.
acidophilus nao foi patogénico para G. mellonella, pois nao ocorreu morte
de nenhuma lagarta durante todo o experimento em nenhuma das
concentragdes testadas. A partir destes resultados a concentracdo de 10°
micro-organismos/mL foi adotada para todos os ensaios subsequentes,
uma vez que € a mesma concentracao utilizada para a infeccdo de C.
albicans em G. mellonella.

A seguir, as lagartas de G. mellonella foram utilizadas
para o estudo da interagdo de L. acidophilus e C. albicans. Em alguns
grupos, denominados terapéuticos, primeiramente foi injetada em G.
mellonella a suspensao padronizada de C. albicans, e uma hora depois foi
realizada a inoculagédo das células ou sobrenadante de L. acidophilus. Em
outros grupos, denominados profilaticos, a inoculagdo da célula ou do
sobrenadante de L. acidophilus foi realizada uma hora antes da
inoculacao de C. albicans.

Em todos os grupos foram realizadas duas inje¢des, uma

na ultima prolegue esquerda e outra na ultima prolegue direita. Para o
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grupo controle de C. albicans e PBS foi utilizada a mesma quantidade de
PBS para a injegdo na outra prolegue. Foram utilizados para o
experimento quatro grupos controle: controle apenas com a inoculagao de
PBS nas duas prolegues, controle C. albicans e PBS, controle C. albicans
e caldo MRS (Terapéutico) e controle caldo MRS e C. albicans
(Profilatico).

De acordo com os resultados obtidos, a viruléncia de C.
albicans no modelo de G. mellonella foi dependente do grupo estudado.
Os grupos controle com inoculagao de C. albicans e PBS, C. albicans e
caldo MRS (Terapéutico) e caldo MRS e C. albicans (Profilatico) foram os
mais virulentos com morte de 100% das lagartas no periodo de até 48 h.

Quando foi realizada a interagdo de C. albicans com
células ou sobrenadante de L. acidophilus a sobrevida das lagartas
aumentou, tanto nos grupos profildticos como nos terapéuticos,
permanecendo lagartas vivas durante todos os dias do experimento
(168h) (Figura 11).

Interagao C. albicans e célula de
L. acidophilus (Terapéutico)

100

- Interagao C. albicans e sobrenadante de
L. acidophilus (Terapéutico)

Interacao célula de L. acidophilus e C.
albicans (Profilatico)

Interagdo sobrenadante de
L. acidophilus e C. albicans (Profilatico)

-A- Controle PBS

Percentual de sobrevivéncia

0 24 48 72 9IG 150 1:1_4 168 8- Controle C. albicans e PBS
Tempo (h) Controle caldo MRS e C. albicans
(Profilatico)

o Controle C. albicans e caldo MRS
(Terapéutico)

Figura 11 - Curva de sobrevivéncia em G. mellonella dos diferentes grupos
experimentais. Verificou-se que no grupo controle PBS nao ocorreu morte de nenhuma
lagarta. Para os grupos controle C. albicans e PBS ou caldo MRS, profilatico ou
terapéutico, houve morte de 100% das lagartas em até 48 h.
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Na analise estatistica foram comparados os grupos
controles C. albicans e PBS e C. albicans e caldo MRS com os grupos
das interagbes com o sobrenadante ou célula de L. acidophilus, tanto
quando estes foram aplicados profilatica ou terapeuticamente e verificou-
se que a sobrevivéncia das lagartas foi maior nos grupos das interagbes
com diferenga estatisticamente significante.

Quando a comparacao foi realizada entre os grupos
controle C. albicans e PBS e controle C. albicans e caldo MRS foi
verificado que nao houve diferenga estatistica entre os dois grupos, tanto
para a inoculacao profilatica como terapéutica do caldo MRS, mostrando
mais uma vez que apenas o caldo MRS nao tem a capacidade de induzir
a reducdo na viruléncia de C. albicans. Os valores de p para todos os
grupos experimentais estao descritos na Tabela 7.

Através da analise estatistica, a mediana de
sobrevivéncia para o grupo controle de C. albicans e PBS foi de 18h, para
0s grupos profilaticos com a inoculagéo de células ou sobrenadante de L.
acidophilus de 36h e para os grupos terapéuticos de 48h. Apesar da
mediana de sobrevivéncia ter sido maior no grupo das interagdes
terapéuticas quando a comparacao foi realizada entre os grupos
profilaticos e terapéuticos das interagcbes pode-se verificar que nao houve
diferenga estatistica entre eles. Devido ao resultado obtido a partir da
mediana de sobrevivéncia, para realizacdo dos experimentos

subsequentes foram utilizados os grupos terapéuticos.
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Tabela 7 — Valores de p comparando os grupos do experimento da curva
de sobrevivéncia em G. mellonella

A B C D E F G

0,6084 0,6680 0,7160 0,0001 0,0012 0,0048
- - 0,5188 0,5131 0,0001 0,0002 0,0008
- - 1,0000 0,0001 0,0152 0,0490
- - - - 0,0001 0,0152 0,0490
- - - - - 0,4214 0,3062
- - - - - - 0,5678

MmMmOO @ >

A) Grupo interacdo C. albicans e célula de L. acidophilus (Terapéutico); B) Grupo
interagdo C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus (Terapéutico); C) Grupo interagéo
célula de L. acidophilus e C. albicans (Profilatico); D) Grupo interagdo sobrenadante L.
acidophilus e C. albicans (Profilatico); E) Grupo controle C. albicans e PBS; F) Grupo
controle C. albicans e caldo MRS (Terapéutico); G) Grupo controle caldo MRS e C.
albicans (Profilatico). Valor de p obtido na comparagao dos diferentes grupos (Log-rank ,
p < 0,05)

5.2.2 Estudo da cultura de tecidos - Contagem de UFC/mL

Para quantificar a presencga de C. albicans na infeccdo em
G. mellonella foi determinado o numero de unidades formadoras de
colénias por mL de C. albicans recuperadas da hemolinfa da lagarta nos
tempos de 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h apds a infecgdo. Neste experimento
foram avaliados trés grupos experimentais: Interagdo C. albicans e célula
de L. acidophilus, Interagao C. albicans e sobrenadante de L. acidophilus
e o Controle C. albicans e caldo MRS. Os ensaios foram realizados em
triplicata para cada grupo e tempo analisado.

Através dos resultados obtidos verificou-se haver um
comportamento semelhante no crescimento de C. albicans em todos os
grupos experimentais (Figura 12). Apenas no tempo de 24 h da infecgao
foi verificada diferenga estatisticamente significante entre os grupos
analisados (Tabela 8).
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Figura 12 - Média e desvio padréo (Log 19) dos diferentes grupos experimentais nos
tempos de 0, 4. 8, 12, 18 e 24 h. A) Controle C. albicans e caldo MRS.; B) Interagéo C.
albicans e célula de L. acidophilus; C) Interacdo C. albicans e sobrenadante de L.
acidophilus. Verifica-se o comportamento semelhante dos grupos em relacdo ao
crecimento de C. albicans nos diferentes tempos da infecgao.
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Tabela 8 - Médias e desvio-padrdo dos numeros de UFC/mL de C.
albicans (Log10) obtidos nos ensaios realizados, nas diferentes condi¢oes
experimentais

Interagéo

Interacéo

Tempo C. albicans C. albicans e C (_)ontrole Valor de
. . albicans e caldo -
(h) e célula sobrenadante MRS
L. acidiphilus L. acidophilus

0 5,50 + 0,19 5,58 + 0,05 5,37 + 0,02 0,149
4 4,84 + 0,04 4,74 + 0,03 4,42 + 0,18 0,068
8 4,63 + 0,30 4,62 + 0,15 4,26 + 0,40 0,551
12 4,93 + 0,75 5,59+ 0,15 4,76 + 0,04 0,128
18 5,72 + 0,83 5,65+0,24 4,74 + 0,68 0,351
24 5,93 + 0,06 5,90+ 0,10 6,19 + 0,05 0,009

*Valor de p obtido na comparacdo dos grupos experimentais (Teste ANOVA, p< 0,05)

Na Tabela 9 estdo descritos os valores de p para o tempo
de 24 h de infecgdo por C. albicans em G. mellonella. Os resultados
mostraram que a diferenca estatistica ocorreu apenas quando foram
comparados o grupo controle com os grupos das interagées. Quando a
comparacao foi realizada entre os grupos das interagdes a diferenga

estatistica ndo foi percebida.

Tabela 9 — Valores de p relativos a contagem de UFC/mL apos 24h de
infeccdo em G. mellonella

Interagao CI n;/ebriacgic; e Controle
Valor de p* C. albicans e célula sobr'enadante de C.albicans e caldo
de L. acidophilus | aci ) MRS
. acidophilus
Interagéo C.

albicans e célula

L.acidophilus B 0,9251 0,0205
Interac&o
C. albicans e ~ _ 0.0135

sobrenadante de
L. acidophilus

*Valor de p obtido na comparagao dos grupos experimentais (Teste Tukey, p < 0,05)
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No grupo da interacdo C. albicans e célula de L.
acidophilus foi realizada também a contagem do numero de unidades
formadas colénias por mL de L. acidophilus nos tempos de 0, 4, 8, 12, 18
e 24 h (Figura 13). Através dos resultados foi possivel verificar que houve
um comportamento semelhante no crescimento de L. acidophilus em
todos os tempos testados sem ter sido encontrada diferenga estatistica

entre os tempos analisados.

p= 0,840

3]
1

UFC/ mL (log)
+

w

0 4 8 12 18 24
Tempo (h)

Figura 13- Média e desvio padrdo (Logy) de UFC/mL de L. acidophilus do grupo da
interagdo C. albicans e célula de L. acidophilus nos tempos de 0, 4, 8, 12, 18 e 24 h.
Verificou-se o comportamento semelhante entre os tempos testados, sem diferenca
estatisticamente significante (Teste de ANOVA, p< 0,05).

5.2.3 Analise histologica de G. mellonella

Os cortes histologicos analisados referem-se ao corpo de
gordura da lagarta G. mellonella no estagio final da fase larval que foram
seccionados longitudinalmente na porcao perivisceral apés 18 h de

infecgao por C. albicans.
Em cada grupo foi extraido o corpo de gordura de 5
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lagartas. As pecgas foram preparadas e as laminas coradas com
hematoxina - eosina (HE) e acido periddico-Schiff (PAS).

Nas laminas coradas com HE do grupo controle sem
infecgdo por C. albicans no qual foi injetado apenas PBS nas duas
prolegues, foram analisadas estruturas histomorfolégicas presentes na
por¢cao perivisceral do corpo de gordura. Esta porgdo engloba o6rgaos
internos da lagarta e nos cortes histolégicos foram observadas partes de
alguns destes 6rgaos que estdo descritos nas Figuras 14, 15 e 16.

O corpo de gordura da lagarta € composto basicamente
por duas células, os trofocitos ou adipdcitos e os endcitos. Os trofocitos
apareceram em maior numero em todos os cortes analisados. Suas
células tinham aspecto globuloso com a presenga de um nucleo irregular
na porgao central da célula (Figura 17). Os endcitos foram encontrados
em menor quantidade espalhados pelo corpo de gordura, apresentando

nucleo arredondado ou ligeriramente eliptico (Figura 17).

Figura 14 - Corte histoldégico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo controle
PBS. Observa-se a presenga dos tubulos de Malpighi (tm), parte do intestino (int) e
trofocitos (t) HE; aumento original: 100x.
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Figura 15 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo controle
PBS. Observa-se a presenga da traquéia (tr) envolvida pelos trofécitos do corpo de
gordura. HE; aumento original: 630x.

Figura 16 - Corte histoldgico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo controle
PBS. Observa-se a presenga do tubulo de Malpighi (tm) responsavel pela remogao dos
excretas presentes na hemolinfa, HE; aumento original: 630x.
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Figura 17 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo controle
PBS. Observa-se a presencga de trofécocitos (t) com os nucleos irregulares e os endcitos
(e). HE; aumento original: 630x.

Nos grupos das lagartas infectadas por C. albicans dos
cortes histologicos corados com PAS, as hifas e leveduras presentes nao
se encontravam espalhadas de maneira uniforme pelo corpo de gordura
havendo a presenga de agrupamentos em determinados pontos dos
cortes histologicos (Figura 19 a 23). A localizagao destes agrupamentos
de hifas e leveduras nao foi a mesma em todos os cortes, podendo estar
localizados préximo aos orgaos ou espalhados pelo tecido adiposo.

Devido ao grande numero de hifas e leveduras presentes
nestes agrupamentos nao foi possivel contar individualmente o niumero de
hifas e leveduras. Para a andlise foram fotografadas todas as areas
contendo hifas e leveduras com aumento de 1000x e em cada imagem foi
determinada a area ocupada por hifas e leveduras em uym. Todas as
areas de cada corte foram somadas, o resultado convertido para

logaritimo de base 10 e realizada a analise estatistica.
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As médias e desvio padrao dos grupos analisados estao
apresentados na Figura 18. Através dessa analise verificou-se nao haver

diferenga estatisticamente significante entre os grupos estudados.

p=0,204
8- .
Controle C. albicans e
PBS
—— Controle C. albicans e
7 caldo MRS

Interagao C. albicans e
célula L. acidophilus

»
1

Interagéo C. albicans e
sobrenadante L. acidophilus

O B EN

z

Area ocupada (log)

5

Grupos

Figura 18 - Média e desvio padréo (Log 1¢) da area ocupada por hifas e/ou leveduras dos
diferentes grupos experimentais apds 18h de infecgdo. (Teste ANOVA, p < 0,05).

As Figuras de 19 a 23 representam os cortes histologicos

em coloragcado PAS dos diferentes grupos experimentais analisados.

Figura 19 — Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo controle
PBS. A) Aspecto normal do corpo de gordura. PAS; aumento original: 100x; B) As setas
destacam as principais células presentes no corpo de gordura da lagarta, trofécitos (t) e
endcitos (en). PAS; aumento original: 1000x.
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Figura 20 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo interacéo C.
albicans e célula de L. acidophilus. A) Observar-se parte do intestino da lagarta (int) e
nas setas escuras a presenga dos agrupamentos de hifas e leveduras. PAS; aumento
original: 100X; B) Observa-se a presenca de hifas e leveduras. PAS; aumento original:
1000X.

Figura 21 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo interacéo C.
albicans e sobrenadante de L. acidophilus. A) Observa-se nas setas escura a presenga
aglomerados de hifas e leveduras. PAS; aumento original: 100x; B) Observa-se a
presenga de hifas e leveduras em maior aumento. PAS; aumento original: 1000x.
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Figura 22 — Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo controle C.
albicans e PBS. A) Observa-se na seta escura a presenca aglomerados de hifas e
leveduras. PAS; aumento original: 100x; B) Observa-se a presencga de hifas e leveduras
em maior aumento. PAS; aumento original: 1000x.

Figura 23 - Corte histolégico do corpo do gordura de G. mellonella do grupo controle C.
albicans e caldo MRS. A) Observa-se nas setas escuras a presenca de aglomerados
hifas e leveduras. PAS; aumento original: 100x; B) Observa-se a presenca de hifas e
leveduras em maior aumento. PAS; aumento original: 1000x.



6 DISCUSSAO

L. acidophilus sao citados na literatura como organismos
probidticos que proporcionam excelentes beneficios terapéuticos. A
atividade biolégica destas bactérias exerce influéncia sobre micro-
organismos comensais devido a produgdo de acido lactico e
bacteriocinas. Estas substancias podem inibir o crescimento de
patdogenos e também alterar o equilibrio ecolégico de micro-organismos
comensais entéricos (Kailasapathy, Chin, 2000). A prevengdo da
formagdo de biofilme por estes agentes derivados de espécies de
Lactobacillus parece ser uma abordagem possivel que tem sido testada
atualmente (Walencka et al., 2008). Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de L. acidophilus sobre biofilmes formados in vitro por C.
albicans e a sua influéncia sobre a candidose experimental induzida em
modelo de G. mellonella.

A literatura tem monstrado que nas interagcbes entre
Candida e Lactobacillus, as células de Lactobacillus apresentam efeitos
inibitérios sobre as leveduras do género Candida (Noverr, Huffnagle,
2004; Thein et al., 2006; Smith et al., 2012). Neste trabalho, inicialmente,
utilizamos L. acidophilus em varias fases de crescimento da cultura
bacteriana para verificar o tempo de crescimento bacteriano com maior
efeito inibitério sobre C. albicans (4, 6, 18 e 24 h). Nossos resultados
demonstraram que houve redugcdo na contagem de UFC/mL de C.
albicans nos biofilmes heterotipicos com L. acidophilus em relagdo ao
grupo controle para todos os tempos testados, porém esta diferenga foi
estatisticamente significante apenas para o grupo com crescimento de 24
h com percentual de reducgéo de 57%.

Estes resultados estdo coerentes com os apresentados
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por Thein et al. (2006) que demonstraram uma redugao de até 36% no
crescimento de C. albicans quando associados com L. acidophilus em
biofilmes polimicrobianos, resultado este obtido a partir média das
concentracbes testadas. Resultados semelhantes foram também
encontrados por Smith et al. (2012) que realizaram experimento com
modelo de cultura continua simulando a microbiota da por¢éo superior do
trato gastrointestinal de pacientes com disfagia e que necessitavam de
alimentacao parenteral. Os resultados mostraram uma contagem de
células do biofilme de C. albicans reduzida em cerca de 2 logo durante a
alimentagdo com simbidtico (composto pelos probidticos L. acidophilus
DUN-311, Bifidobacterium bifidum BB-02 e Bifidobacterium lactis BL-01).

Em nosso trabalho também foi comprovado que ao
interagirmos apenas o sobrenadante resultante do metabolismo de L.
acidophilus com o biofiime formado por C. albicans, ocorreu reducao
significativa na contagem de UFC/mL desse fungo. Com isto,
demonstramos que, durante a interacdo, ha uma relacdo de competicao
entre as duas espécies determinada pela presenga de substancias que
modificam o meio tornando-o hostil para desenvolvimento do fungo.

Em determinadas interacbes, moléculas secretadas no
meio externo por bactérias podem determinar a inibicdo do crescimento
de uma segunda espécie (Martins et al., 2007; Walencka et al., 2008;
Sadowska et al., 2010). Isto tem sido demonstrado em diversos trabalhos
na literatura, como no estudo de Walencka et al. (2008), no qual
utilizaram uma substancia biosurfactante obtida a partir do sobrenadante
de uma cepa de L. acidophilus sobre biofilmes formados por S. aureus e
S. epidermidis. Foi demonstrado através da microscopia confocal, que a
presenca dessa substancia levou a formacao de biofilmes que cobriram
uma menor area da superficie da placa de 24 pogos, com uma diminuigao
no volume e espessura total.

Pascual et al. (2008) realizaram isolamento, purificacéo e

caracterizacdo parcial de uma bacteriocina presente no sobrenadante de
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L. fermentum L23, cepa isolada da secregcao vaginal de mulheres
saudaveis. Foi verificado que a presenca desta substadncia era
responsavel por um amplo espectro de inibicdo quando inoculada
juntamente com bactérias patogénicas Gram-negativas e Gram-positivas
e espécies de Candida. Foi comprovado também que a substancia era de
origem proteica por apresentar atividade nula na presenca de enzimas
proteoliticas, sendo estavel ao calor e com atividade progressivamente
inativa em pH alcalino.

A interagdo no biofilme in vitro foi comprovada em nosso
trabalho, pela analise da microscopia eletrénica de varredura onde foi
observado aderéncia de L. acidophilus sobre as leveduras de C. albicans,
mostrando uma intima associagdo entre esses dois micro-organismos.
Na analise das imagens nao foi possivel verificar uma redugdo do numero
de células de C. albicans quando os biofilmes monotipicos foram
comparados aos heterotipicos. Entretanto, foi verificada uma redugéo na
formacgao de hifas e pseudohifas nos grupos de interagdo. Etgeton et al.
(2011) também verificaram, por meio de microscopia eletbnica de
varredura, a presencga de co-agregacao entre C. albicans e L. acidophilus
na adesao as células epiteliais vaginais humanas em estudo in vitro.

Nossos experimentos com filamentagdo in vitro
demonstraram que a interagao entre C. albicans e L. acidophilus levou a
uma reduc¢do na quantidade de hifas de até 1,2 Log1o quando comparada
ao grupo controle, formado apenas por C. albicans. A formagao de hifas
parece ser um dos pontos criticos para o desenvolvimento de biofilmes de
C. albicans, pois estudos demonstram que mutagdes nos genes
relacionados com a formagdo de hifas resultaram em graves defeitos na
formacao do biofilme in vitro (Nobile, Michell, 2005; Nobile, Mitchell, 2006;
Fucks et al., 2010a).

Tem sido demonstrado na literatura que a presenga de
metabdlitos liberados por espécies de Lactobacillus, como por exemplo, o

butirato de sddio, inibe a formacao de biofilme, potencializa o efeito de



97

antifungicos e suprime a filamentagcdo de C. albicans, diminuindo a
patogenicidade do fungo (Nguyen et al. , 2011).

No estudo das interagcbes de C. albicans e P. aeruginosa,
realizado por Morales et al. (2013), foi demonstrado que fenazinas,
produzidas por P. aeruginosa podem modular o metabolismo de C.
albicans. A presenca de baixas concentragdes desta substancia permitiu
o crescimento de C. albicans, mas afetou o desenvolvimento dos
biofilmes, inibiu a transicdo da levedura para a forma de hifa e levou a
formacgao de col6nias rugosas.

Noverr e Huffnagle (2004) examinaram o efeito de
culturas vivas, sobrenadantes ou culturas mortas de bactérias probidticas
(L. casel, L. paracasei e L. rhamnosus) sobre a morfogénese de C.
albicans e verificaram que houve inibigio na formacdo do tubo
germinativo quando C. albicans interagiu com as células vivas ou o
sobrenadante de Lactobacillus. Foi verificado também que os
sobrenadantes obtidos a partir de culturas de 2 horas destas bactérias
inibiram a formacédo de tubo germinativo de C. albicans. No entanto, a
adicao de culturas de crescimento de 24 h levou uma inibicdo completa, o
que sugere que o acumulo de um composto soluvel do sobrenadante é
responsavel por esta inibigao.

Outro fator a ser considerado na filamentacdo de C.
albicans € o pH do meio. Para C. albicans, o pH serve como um forte sinal
para diferenciacdo morfoldégica. Condicbes acidas favorecem o
crescimento da levedura e em contrapartida condi¢gdes alcalinas podem
favorecer o crescimento das hifas (Davis, 2003).

A formacdo de acido lactico e outros acidos orgéanicos
produzidos por Lactobacillus podem provocar uma diminuicdo substancial
do valor de pH o que desempenha um importante papel no crescimento
dos fungos (Kohler et al.,, 2012). No estudo realizado por Kohler et al.
(2012), foi investigado o potencial do L. rhamnosus e L. reuteri para o

controle de C. albicans. A maior inibicdo do fungo foi detectada no
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crescimento em caldo MRS com acido latico, que resultou em um pH de
4,2. Levando-se em consideracdo que o sobrenadante utilizado em nosso
experimento foi mantido no caldo MRS durante os diferentes ensaios
pode ter ocorrido uma maior redu¢ao do pH nestes grupos o que levou
uma morfologia final alterada. Por este motivo em nosso trabalho foi
também realizado um grupo controle no qual ao invés do PBS utilizou-se
o caldo MRS, verificando-se que nao houve diferenga na quantidade de
hifas formadas entre os grupos controle C. albicans e PBS e controle C.
albicans e caldo MRS. Com isto, pudemos concluir que a presenga da
célula e/ou dos produtos do metabolismo de L. acidophilus sao essencias
para que ocorra uma reducao na formacéo de hifas durante a interagéao
com C. albicans nos experimentos de filamentagao in vitro.

Para a andlise da interagao L. acidophilus e C. albicans in
vivo utilizamos como modelo experimental as lagartas de G. mellonella.
Entre as vantagens de sua utilizagao deste modelo experimental podemos
destacar a possibilidade da utilizacdo de temperatura semelhante a
existente em mamiferos, a inje¢do de um inoculo padronizado de micro-
organismo e a possibilidade de redugdo da utilizacdo de mamiferos em
trabalhos experimentais, empregando lagartas como um mecanismo de
triagem primaria inicial (Cotter et al., 2000; Brennan et al., 2002; Pukkila-
Worley et al., 2009; Fuchs et al., 2010b).

Até o momento, ndo encontramos na literatura estudos de
infeccdo experimental em G. mellonella por L. acidophilus. Como o
objetivo desse trabalho foi estudar a influéncia de L. acidophilus sobre a
candidose experimental em G. mellonella, primeiramente foi necessario
testar a viruléncia de L. acidophilus sobre as lagartas de G. mellonella.
Desse modo, foram injetadas diferentes concentragbes de L. acidophilus
em G. mellonella (10* a 108 células/mL), verificando-se que L. acidophilus
nao causou morte dos animais testados, portanto ndo foi patogénico para
esse modelo experimental.

Existem trabalhos na literatura utilizando cepas de
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Lactococcus lactis, como controle para o estudo da infecgao experimental
em modelo de G. mellonella por ndo ser considerado patogénico para
este modelo experimental, uma vez que, ndo ocorre a morte de nenhuma
lagarta inoculada com este micro-organismo (Joyce, Gahan, 2010;
Michaux et al., 2011).

Da mesma forma foi demonstrado que para C. elegans,
outro modelo de invertebrado, a bactéria L. acidophilus também nao é
patogénica sendo incapaz de colonizar seu intestino. Além disto, foi
demonstrado que a inoculagdo de L. acidophilus diminuiu
significativamente a infecgao por E. faecalis e prolongou a sobrevivéncia
do neomatodo quando expostos a cepas de E. faecalis e S. aureus (Kim
Y, Mylonakis, 2012).

No estudo in vivo da interagdo de C. albicans e L.
acidophilus foram realizados experimentos para verificar se a presencga de
L. acidophilus injetado profilatica ou terapeuticamente em G. mellonella
poderia ter um efeito sobre a infecgcado sistémica por C. albicans neste
modelo experimental. Comprovamos que tanto na inoculagao profilatica,
como terapéutica, houve um aumento significante na sobrevida da lagarta
infectada por C. albicans. Estes resultados foram obtidos tanto para as
interagbes com a célula como com sobrenadante de L. acidophilus,
mostrando que, também in vivo, a acdo dos metabdlitos produzidos pela
bactéria tem um efeito sobre a viruléncia de C. albicans.

Resultados semelhantes foram encontrados por
Matsubara et al. (2012), que avaliaram a colonizag&o oral por C. albicans
em camundongos imunossuprimidos. Os camundongos foram divididos
em quatro grupos: o primeiro foi tratado com nistatina, o segundo com L.
acidophilus e o terceiro com L. rhamnosus, enquanto que o ultimo grupo
recebeu tratamento apenas com PBS. O tratamento com nistatina
comecgou um dia apos a inoculagao experimental de C. albicans sendo
realizada diariamente com a duragdo de 13 dias. O tratamento com os

probiodticos foi realizado diariamente, iniciando-se duas semanas antes da
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inoculagdo de C. albicans e se mantendo por mais 27 dias apds a
infeccdo por Candida albicans. A contagem de Candida a partir de
esfregacos da mucosa oral dos animais mostrou uma diminuigao
significativa na presenca de C. albicans nos grupos tratados com as
bactérias probidticas (L. acidophilus e L. rhamnosus) em comparagao ao
grupo de animais nao tratados. Além disso, o tratamento com o probiotico
levou a uma maior reducdo de C. albicans do que o tratamento com
nistatina.

McCann et al. (2012) trataram em lagartas de G.
mellonella infectadas por C. albicans com compostos antifungicos
formados por cetoconazol modificados por nanoparticulas de prata, que
foram administrados de forma profildtica ou terapéutica. De forma
semelhante ao nosso estudo, em cada caso, a sobrevivéncia das lagartas
aumentou significativamente com a presenca do composto com uma taxa
de sobrevivéncia de até 90% apds 72h quando a administracéo foi
profilatica e 75% quando a administragcdo foi realizada apdés 1 h da
infeccado por C.albicans. Diferente de nosso experimento a administragao
profilatica do complexo foi mais eficaz no aumento da taxa de
sobrevivéncia de G. mellonella infectada por C. albicans. Segundo os
autores isto pode ser atribuido ndo apenas a eficacia do composto, mas
também pelo aumento esperado no numero de hemdcitos, peptideos
antimicrobianos e proteinas produzidas pelo sistema imune inato da
lagarta em resposta a presenga de uma substancia estranha que foi
administrada. A partir destes resultados pode-se supor que L. acidophilus
além de nao ser patogénico para G. mellonella, também nao é
reconhecido pelo sistema imune inato da lagarta como um agente
agressor.

Existem trabalhos na literatura que demonstram que as
bactérias probioticas estdo envolvidas na regulagdo do sistema imune do
hospedeiro (Kim Y, Mylonakis, 2012). O sistema imune dos insetos &

constituido basicamente por duas respostas imunes, a resposta humoral
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que resulta na producao de peptideos antimicrobianos soluveis, formacéao
de melanina e coagulagdo, e a resposta celular baseada na agao de
hemodcitos que estdo envolvidos em reagbes de defesa, incluindo a
fagocitose e encapsulamento. Estas respostas imunes sao
desencadeadas através do reconhecimento de micro-organismos por
receptores especificos existentes em proteinas do hospedeiro. Tem sido
amplamente demonstrado na literatura que estas reagdes imunolégicas
sao semelhantes as que ocorrem em vertebrados e que, portanto, estes
modelos experimentais seriam uteis para o estudo da viruléncia de fungos
e bactérias (Kim C et al., 2010).

De acordo com os resultados dos experimentos de UFC/
mL in vivo pudemos verificar que ocorreu uma resposta imune da lagarta
apo6s a inoculagao de C. albicans. O numero de micro-organismos que
pdde ser recuperado a partir da hemolinfa das lagartas logo apds a
inoculagao (tempo 0) nao diferiu do numero usado para iniciar a infecgéo,
no entanto, apdés 8 horas de infecgao pode-se perceber a maior redugéao
do numero de células recuperadas. Apds este tempo, provavelmente o
sistema imonologico da lagarta ndo teve como combater a infec¢do e a
contagem do numero de micro-organismos foi aumentando
gradativamente, sendo que, a maior contagem ocorreu no tempo de 24 h.
Pudemos observar o mesmo comportamento do crescimento microbiano
tanto nos grupos das interagbes como no controle, porém, € importante
ressaltar que houve um crescimento significativamente menor de C.
albicans no tempo de 24 h nos grupos das interagbes quando comparado
ao controle. Com isto podemos supor que a presencga de L. acidophilus na
lagarta a torna mais resistente a infeccdo quando comparado ao grupo
controle. Outro fator interessante foi a presenga constante do numero de
bactérias durante todos os tempos analisados, demonstrando mais uma
vez que, L. acidophilus nao é patogénico para este modelo experimental e
que esteve presente interagindo com C. albicans in vivo, alterando o seu

comportamento.
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Evans e Rozen em 2012 verificaram o crescimento de
cepas de S. pneumoniae que possuiam diferengas em sua viruléncia em
modelo de G. mellonella. Neste estudo foram utilizados os tempos de
andlise de 0, 0,5, 1, 4 e 24 h. Assim como em nosso experimento o
numero de bactérias que pdde ser recuperado a partir da hemolinfa das
lagartas durante as primeiras horas nao diferiu do numero usado no inicio
da infecgdo. No entanto, o numero médio de bactérias presentes da cepa
mais virulenta aumentou, apds 4 h. Em contraste, o numero de bactérias
da cepa menos virulenta caiu significativamente dentro dos primeiros 30
min de infecgdo. Um pequeno aumento no numero de bactérias foi
observado em algumas lagartas apdés 4 h. Estes dados mostram que a
mortalidade elevada pode estar associada com a proliferagao de bactérias
dentro do hospedeiro e, portanto, com uma deficiéncia da resposta do
sistema imune para se defender contra a infecgao.

Na analise dos cortes histolégicos do corpo de gordura de
G. mellonella ndo foi verificada diferenga estatisticamente significante na
presencga de hifas e leveduras ao compararmos os grupos de interagéo e
controle. Mesmo né&o tendo sido observado uma redugao na quantidade
de filamentos de C. albicans em G. mellonella tratados com L.
acidophilus, houve um aumento na sobrevivéncia dos animais que
receberam L. acidophilus.

Ao analisar este aspecto, Fuchs et al. (2010a) verificaram
que cepas mutantes de Candida que possuiam a incapacidade na
formacéo de hifas in vitro, formavam leveduras e hifas no interior de G.
mellonella e em ratos. Isto ocorreu para todas as cepas estudadas, com
excecdao da cepa mutante flo8/ flo8 que nao exibiu a formagado de
filamentos in vivo. Mesmo com formacéo de hifas a redug¢ao da viruléncia
in vivo das cepas mutantes foi diferente dependendo da cepa analisada. A
inoculacdo do mutante tec1/ tec1 levou uma maior sobrevivéncia das
lagartas quando comparada ao controle, permanecendo 50% das lagartas
vivas apos o periodo de 168 h. O mutante kem1/ kem1 também
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apresentou viruléncia reduzida com 50% das lagartas vivas apdés 72 h o
mesmo ocorrendo com o mutante flo8/flo8. Porém, as cepas mutantes
suv3/suv3 e bcr1/bcr1 ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes em relagdo ao aumento da sobrevivéncia quando
comparados as cepas de referéncia DAY286 e DAY 185 respectivamente,
atingindo cada uma 50% de mortalidade em 24 h apds a infecgao.
Segundo os autores, a capacidade das cepas mutantes formarem
filamentos com a viruléncia alterada sugere que a filamentagao isolada
nao é suficiente para matar G. mellonella.

Interagbes entre bactérias e fungos s&o portanto
altamente complexas, e uma série de fatores devem ser analisados em
conjunto, como por exemplo, a viruléncia dos micro-organismos
associadas a fatores ambientais e as interagdes entre as diferentes
especies presentes em um determinado nicho. Para que os resultados
obtidos em nossas pesquisas se tornem mais proximos da realidade é
essencial o desenvolvimento apropriado de modelos in vitro e em in vivo
para caracterizar essas interagcoes. Novos estudos sao necessarios para
avaliar as alteragbes moleculares e a dindmica da resposta imunoldgica
na interagcdo entre C. albicans e L. acidoplhilus visando uma maior
compreensao da doenga humana e o estabelecimento de novas terapias

para a candidose.



7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos concluiu-se que:

L. acidophilus foi capaz de inibir a formagéo de
biofilme e filamentacao por C. albicans in vitro;

O tempo de cultura de L. acidophilus que
apresentou maior efeito inibitério sobre o biofilme
de C. albicans foi 24 horas;

O sobrenadante da cultura de L. acidophilus
também teve efeitos inibitorios sobre C. albicans,
sugerindo que L. acidophilus pode secretar
substancias bacterianas com efeitos antifungicos;

A inoculagao de L. acidophilus em G. mellonella
infectadas por C. albicans diminuiu o numero de
leveduras na hemolinfa das lagartas e aumentou
a sobrevivéncia desses animais;

N&o foi possivel observar agado inibitoria de L.
acidophilus sobre a filamentagdo de C. albicans
nos tecidos de G. mellonella.
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