UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

CAROLINE PEREIRA DE ARAUJO

POS-BIOTICOS VERSUS FUNGOS: AVALIACAO INIBITORIA in vitro DAS
LEVEDURAS Candida glabrata E Cryptococcus neoformans.

BRASILIA

2024



Ficha catalografica elaborada automaticamente,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

PA663p

Pereira de Araujo, Caroline

POS-BIOTICOS VERSUS FUNGOS: AVALIACAO INIBITORIA in vitro
DAS LEVEDURAS Candida glabrata E Cryptococcus neoformans /
Caroline Pereira de Araujo; orientador Yanna Karla de
Medeiros Nobrega; co-orientador Fabiana Branddo. --
Brasilia, 2024.

100 p.

Dissertacgdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) --
Universidade de Brasilia, 2024.

1. Candida glabrata. 2. Cryptococcus neoformans. 3.
Lactobacillus spp.. 4. Coadjuvante Terapéutico. 5.
Pé6s-bidéticos. I. de Medeiros Nobrega, Yanna Karla , orient.
II. Branddo, Fabiana, co-orient. III. Titulo.




CAROLINE PEREIRA DE ARAUJO

POS-BIOTICOS VERSUS FUNGOS: AVALIACAO INIBITORIA in vitro DAS
LEVEDURAS Candida glabrata E Cryptococcus neoformans.

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias da
Saude, Universidade de Brasilia, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dra. Yanna Karla de Medeiros

Nobrega.
Coorientador; Prof. Dra. Fabiana Brandao

BRASILIA

2024



CAROLINE PEREIRA DE ARAUJO

POS-BIOTICOS VERSUS FUNGOS: AVALIACAO INIBITORIA in vitro DAS
LEVEDURAS Candida glabrata E Cryptococcus neoformans.

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, como requisito
parcial a obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em 29 de janeiro de 2024

BANCA EXAMINADORA

PRESIDENTE:

Prof. Dra. Yanna Karla de Medeiros Nobrega.
Universidade de Brasilia (UnB)

MEMBROS:

Prof. Dr. Rafael Santos Santana
Universidade de Brasilia (UnB)

Prof. Dra. Fernanda Guilhelmelli Costa
Membro Externo do Programa

Prof. Dra. Tanise Vendruscolo Dalmolin - SUPLENTE
Universidade de Brasilia (UnB)



AGRADECIMENTOS

“Feliz do homem que encontra a sabedoria, daquele que adquiriu a inteligéncia”.

(Provérbios 3,13)

Nesses anos de mestrado foram de muitos estudos, desesperos e alegrias.
Portanto, gostaria de agradecer primeiramente a Deus, muito obrigada, Tu és o Deus do
impossivel, obrigado por tudo, por sempre estd comigo, por ndo me abandonar, por me
capacitar, por ndo me deixar que desistisse mesmo nos piores momentos € por sempre me
inspirar. Obrigada a S3o Miguel dos anjos da guarda por sempre me proteger ¢ a Nossa
Senhora e ao Beato Carlo Acutis por nunca deixarem de interceder por mim, por me
darem fé e for¢a necessaria para enfrentar as dificuldades e nunca desistir. Nao poderia
nunca deixar de agradecer a todos os grupos das Maes que oram pelos filhos de
Cafarnaum, por todos as oragdes que fizeram e todos os pedidos de interce¢do a Nossa

Senhora da Salette.

Obrigada, Mae, V6 e Tia Nem por serem as minhas maiorissimas fas e sempre
acreditarem no meu potencial mesmo eu ndo acreditando. Mae eu sei que tudo que a
Senhora abriu mao para eu estar aqui hoje, ndo tem palavras, nem frases e nem atos que

possam demostrar o tamanho do meu agradecimento e do meu amor. Te Amo mais!

Um obrigada muito mais que especial aos meus amigos, principalmente a Thalita,
Lili (minha irmad), Dri, Jeff, Al€ e também aos pais da Thalita, Ricardo e Antonia que me
acolherem como filha, a Ester, Débora e Keren por me acolherem como irma, obrigada
por tudo, sem vocés ndo conseguiria fazer nada, obrigada por sempre estarem ao meu

lado me apoiando, me dando muito carinho e amor. Amo voces.

Nunca poderia deixar de agradecer a minha orientadora Professora Dra. Fabiana
Brandao, a senhora sabe que eu ndo sou de elogiar e nem de agradecer com palavras
bonitas e chiques, entdo, obrigada por todos os ensinamentos, conselhos e orientacdo
neste arduo percurso académico. A senhora € incrivel, e pessoas incriveis fazem coisas

extraordinarias, mesmo ninguém acreditando nelas.

Gostaria de agradecer a Universidade de Brasilia, Capes e a todo o LabMic, a Prof.
Yanna que abriu as portas do laboratério para me receber, a Carol e R6 por toda ajuda e

ensinamentos, Ro obrigada de coracao por cada conselho. Um agradecimento especial a



Prof. Pérola de Oliveira Magalhaes por abrir o seu laboratorio e nos permitir utilizar os

equipamentos para realizacao desse trabalho,

Fazer uma poés-graduagao sempre ¢ um desafio e iniciar um mestrado em plena
pandemia, no cendrio politico que estdvamos, com uma ciéncia sendo desvalorizada e
atacada todos os dias, foi um desafio muito maior e constante. Por isso, obrigada para
todos aqueles que de uma forma direta ou indireta, sempre acreditam na ciéncia e que a
educagdo sempre ¢ a resposta e a forma de mudar o mundo para um mundo melhor. Como
Nelson Mandela falava “A educagdo ¢ a arma mais poderosa que vocé pode usar para

mudar o mundo”.



A tarefa ndo ¢ tanto ver aquilo que ninguém viu, mas
pensar o que ninguém ainda pensou sobre aquilo que
todo mundo vé.

Arthur Schopenhauer



RESUMO

Araujo, Caroline Pereira. Pods-bidticos versus fungos: avaliacdo inibitoria in vitro das
leveduras Candida glabrata e Cryptococcus neoformans. Dissertagdo de Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Satude, Universidade de Brasilia, Brasilia,
2024.

Introducio: Estudos recentes apontam como abordagem promissora o uso dos pro e pos-
bidticos, por serem capazes de inibir/diminuir o crescimento de determinados micro-organismos
patogénicos, além de apresentarem um impacto sobre a selecdo de linhagens resistentes a
antimicrobianos significativamente menor. Somado ao problema do aumento incontrolavel da
resisténcia microbiana, atualmente, constata-se uma notavel escassez de agentes antiflingicos
disponiveis para o tratamento clinico. Neste cenario, segundo dados da Organiza¢ao Mundial
da Saude (OMYS), as leveduras de Candida glabrata e Cryptococcus neoformans figuram entre
as espécies de fungos com riscos alarmantes a saude humana. Objetivo: Avaliar o efeito dos
pos-bioticos de Lactobacillus spp. e do acido graxo de cadeia curta, Butirato de sodio, sobre
crescimento das leveduras patogénicas C. glabrata e C. neoformans. Metodologia: Foram
realizadas curvas de crescimento seguindo o protocolo de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), padronizados de acordo o Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos
Antimicrobianos (BrCAST) para ensaio de microdiluicdo em caldo, com adaptacdes. Os pos-
biotico foram coletados a partir do crescimento isolado das espécies de Lactobacillus casei
Shirota, L. casei, L. reuteri e L. rhamnosus, culturas puras e frescas, centrifugadas e
posteriormente filtradas com filtro de membrana estéreis. Os meios utilizados para os ensaios
de CIM foram: YM (Malte de Leveduras), Sabouraud, MM (Meio Condicionado) e RPMI 1640,
acrescidos dos pos-bioticos espécie-especifica de Lactobacillus spp. (LAC) (v / v), seguindo
dilui¢ao seriada. Resultados: Os dados deste estudo demostraram reducao do crescimento de
ambas as leveduras na presenca dos pos-bidticos, com efeito dose-dependente. Dependendo do
meio de cultivo aplicado ou da espécie de Lactobacillus no teste de CIM o efeito do pos-bidtico
também variou. Em Sabouraud e YM, na concentragdo de 50%, o pds-bidtico de L. reuteri
reduziu o crescimento de C. glabrata. Em RPMI, na presenca dos 4 pos-bioticos testados, houve
redugdo do crescimento de C. glabrata em todas as concentragdes avaliadas. Os dados referentes
a C. neoformans demostraram uma reducdo de crescimento com 50% dos pos-bidticos de L.
casei € L. rhamnosus em Sabouraud. O pés-bidtico de L. Reuteri em Sabouraud e YM também
reduziu o crescimento de C. neoformans. Nos meios RPMI e MM, na presenga dos 4 pods-
bioticos, houve reducao do crescimento de C. neoformans em todas as concentragdes testadas.

Para o NaBut em Sabouraud, houve reducdo do crescimento de C. glabrata em todas as



concentragdes, mas em RPMI ndo houve redugdo. Nos ensaios para C. neoformans, NaBut
apresentou redu¢ao em Sabouraud e RPMI. Conclusio: Tanto os p6s-bidticos de Lactobacillus
spp. quanto o NaBut foram capazes de reduzir o crescimento in vitro de leveduras patogénicas
de modo dose-dependente, observando que para os Lactobacillus o efeito ¢ espécie-especifico.
Embora sejam necessarios estudos complementares, os dados preliminares apontam que os pos-
bidticos apresentam efeito inibitério sobre as leveduras e no futuro poderdo ser empregados
como abordagem complementar aos tratamentos atuais. Além de possuirem a vantagem de
menor impacto na selecado de linhagens resistentes aos antifungicos, economicidade e

possibilidade de oferta em regides de vulnerabilidade econémica.

Palavras-chave: Candida glabrata, Cryptococcus neoformans, Lactobacillus spp.,

Coadjuvante Terapéutico, Pos-bioticos, Prebidticos.



ABSTRACT

Araujo, Caroline Pereira. Postbiotics versus fungi: in vitro inhibitory evaluation of the
yeasts Candida glabrata and Cryptococcus neoformans. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2024.

Abstract: Recent studies highlight the promising approach of using pre- and postbiotics due to
their capability to inhibit/reduce the growth of specific pathogenic microorganisms, along with
a significantly lower impact on the selection of antimicrobial-resistant strains. In addition to the
uncontrollable increase in microbial resistance, there is currently a notable scarcity of antifungal
agents available for clinical treatment. In this context, according to data from the World Health
Organization (WHO), Candida glabrata and Cryptococcus neoformans yeasts are among the
fungal species posing alarming health risks. Objective: To assess the effect of Lactobacillus
spp. postbiotics and the short-chain fatty acid sodium butyrate on the growth of pathogenic
yeasts C. glabrata and C. neoformans. Methodology: Growth curves following the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) protocol, adapted according to the Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) for microdilution assays. Postbiotics were
collected from isolated cultures of Lactobacillus casei, L. casei, L. reuteri, and L. rhamnosus,
pure and fresh cultures, centrifuged, and subsequently sterile-filtered. MIC assays were
conducted in various media, including YM (Yeast Malt), Sabouraud, MM (Conditioned
Medium), and RPMI 1640, with species-specific Lactobacillus (LAC) postbiotic dilutions.
Results: The study demonstrated a dose-dependent reduction in the growth of both yeasts in the
presence of postbiotics. The effectiveness varied with the culture medium or Lactobacillus
species in the MIC assay. In Sabouraud and YM, at a 50% concentration, L. reuteri postbiotics
reduced C. glabrata growth. In RPMI, all tested postbiotics led to a reduction in C. glabrata
growth across all concentrations. Regarding C. neoformans, a 50% reduction in growth was
observed with postbiotics from L. casei and L. rhamnosus in Sabouraud. L. reuteri postbiotics
in Sabouraud and YM also reduced C. neoformans growth. In RPMI and MM, the presence of
all four postbiotics led to a reduction in C. neoformans growth across all tested concentrations.
Sodium butyrate reduced C. glabrata growth in Sabouraud at all concentrations, but no
reduction was observed in RPMI. For C. neoformans, sodium butyrate exhibited a reduction in
both Sabouraud and RPMI assays. Conclusion: both Lactobacillus spp. postbiotics and sodium
butyrate effectively reduced the in vitro growth of pathogenic yeasts, with Lactobacillus
postbiotics showing species-specific effects. While further studies are needed, these preliminary

findings suggest that postbiotics may serve as a complementary approach to current treatments,



offering advantages such as reduced impact on antifungal resistance selection, cost-

effectiveness, and potential availability in economically vulnerable regions.

Keywords: Candida glabrata, Cryptococcus neoformans, Lactobacillus spp., therapeutic

adjuvant, Postbiotics, Prebiotics
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1. Introducéo

Na natureza existem relagdes ecoldgicas entre 0s seres vivos denominadas harmonicas
e desarmOnicas. A competicdo por nutrientes e espago é a premissa postulada por Herbert
Spencer e mais tarde explorada por Charles Darwin: sobrevivéncia do mais apto, ou conceito
relativo a competicdo pela predominancia. Tal competicdo ocorre em todos 0s nichos
ecologicos, seja em um macro-ecossistema (oceanos e florestas, por exemplo) ou micro-
ecossistema (microbiota da pele, intestino) (SCHLUTER, 2001).

O intestino € um micro-ecossistema composto por células imunoldgicas, enzimas,
nutrientes e micro-organismo a fim de manter aquele complexo ambiente em homeostase. Os
seres humanos passam a vida inteira em contato com variados micro-organismos, dessa forma
a microbiota intestinal abrange bactéria e fungos que foram selecionados evolutivamente com
relagBes harmonicas e desarmonicas entre si. As bactérias lacticas como os Lactobacillus tem
a capacidade de proliferar e sobreviver no intestino, trazendo beneficios ao hospedeiro ao
competir com outros micro-organismos patogénicos e interagir com o sistema imunoldgico
(MAZZIOTTA etal., 2023).

A resisténcia a antimicrobianos ¢ um exemplo de evento evolutivo inevitavel, que
podem ser aceleradas por adi¢do de fatores externos. Fungos e bactérias expostos a agentes
antimicrobianos sofrem pressao seletiva no meio no qual farmacos sdo empregados, e quanto
mais expostos, mais linhagens resistentes surgem devido as alteragdes genéticas que
favorecem a sobrevida e colonizacdo (BOTTERY; PITCHFORD; FRIMAN, 2021; DAVIES;
DAVIES, 2010).

1.1. Resisténcia antimicrobianos (A dramatica escassez de antimicrobianos)

A resisténcia antimicrobiana ¢ definida como a capacidade de um micro-organismo
resistir aos efeitos dos antimicrobianos, podendo ser uma caracteristica do micro-organismo ou
a capacidade deste de adquirir a resisténcia durante o processo infeccioso (GIONO-CEREZO
et al., 2020).

Diferentes mecanismos estdo associados a resisténcia microbiana, essa resisténcia €
considerada antiga, pois ¢ o resultado esperado da interacdo entre organismos ao longo do
tempo. Os micro-organismos usam estratégias genéticas como mutagdo ou aquisicdo de genes
por meio de transferéncia horizontal de materiais genéticos, como DNA de outros micro-
organismos, que codificam determinantes de resisténcia (MUNITA; ARIAS, 2016).

Sendo assim, o surgimento da resisténcia antimicrobiana em micro-organismos ¢ um
fendmeno natural, mas a selecdo da resisténcia antimicrobiana tem sido impulsionada ou

acelerada pela exposicao descontrolada aos antimicrobianos, seja nas areas da saide humana e
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animal, na agricultura e até mesmo no meio ambiente, por meio do uso de fertilizantes sintéticos
e/ou pesticidas (HOLMES et al., 2016).
Com esse titulo inicia um documento recente da Organizacao Mundial deSaude (OMS),

’

“No time to wait: securing the future from drug-resistant infection”’, enfatizando um alerta de
saude publica mundial acerca da gravidade da resisténcia microbiana. Estima-se que até 2050
este serd o maior problema enfrentado no ambito da satide (D’ANDREA et al., 2019). Na década
atual, a resisténcia aos antimicrobianos ja ¢ considerada como uma das trés mais importantes
ameacas a saude publica (MUNITA; ARIAS, 2016).

As infecg0es resistentes a medicamentos causam pelo menos 700.000 mortes em todo o
mundo anualmente, incluindo 230.000 mortes por tuberculose multirresistente. Em um cenario
mais alarmante, se nenhuma acao for tomada, projeta-se cerca de 10 milhdes de mortes por ano
em todo o mundo até 2050, sendo que 2,4 milhdes de pessoas poderao vir a dbito em paises de
alta renda entre 2015 ¢ 2050 (IACG, 2019).

As infecgdes fingicas invasivas resistentes a antifungicos causam elevado risco a
populagdo, principalmente em individuos imunossuprimidos. Fungos patogénicos sdo
responsdveis por infeccdes graves em mais de 300 milhdes de pessoas mundialmente,
resultando em 1,6 milhdes de mortes anualmente (BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020).
Vale citar que os dados epidemioldgicos, muito provavelmente, sdo subestimados, haja vista
que doengas fungicas sdo amplamente negligenciadas.

As infecgdes fungicas sdo recorrentemente associadas as outras doencas. Um exemplo
recente foi a pandemia do coronavirus, em que o aumento das infecgdes fingicas estd
diretamente associado a COVID-19. Recentemente, a OMS publicou um guia dos principais
fungos patogénicos humanos, resistentes a antimicrobianos, que carecem mais de estudos. O
guia divide os fungos patogénicos em trés grupos: grupo de prioridade critica (Cryptococcus
neoformans, que a mortalidade varia de 41% a 61%, principalmente em paciente com
HIV/AIDS), grupo de alta mortalidade (Nakaseomyces glabrata - Candida glabrata - com taxa
de mortalidade de 20% a 50%) e média prioridade (Cryptococcus gattii, por exemplo) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022).

1.2. Candida glabrata (Nakaseomyces glabrata)

Taxonomica e morfologicamente, Candida spp. € um género de fungo leveduriforme
comensal, que pertence a familia Saccharomycetaceae, responsavel pela patologia denominada

candidiase (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2020). De acordo com estudos, a maioria das
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espécies de Candida sdo consideradas oportunistas ¢ dependendo das condi¢des que se
encontram, consegue mudar de comensal (forma inofensiva) para uma forma infecciosa
(MUNDULA et al., 2019; QUINDOS et al., 2019).

Essas espécies oportunistas sao divididas em dois grupos, o primeiro grupo com maiores
incidéncias de infec¢des € chamado de complexo de C. albicans e o segundo grupo de menor
incidéncia, ¢ chamado de Candida-ndo-albicans (C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, entre
outras) (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2020). Ha uma nova nomenclatura para Candida
glabrata, Nakaseomyces glabrata, entretanto neste estudo optou-se pela nomenclatura antiga,
pois é mais difundida na literatura médica (GOMEZ-GAVIRIA; RAMIREZ-SOTELO; MORA-
MONTES, 2022; WHO, 2022). Algumas dessas espécies sdo pertencentes a microbiota
humana, colonizando a superficie das mucosas de diferentes tecidos, como a pele, sistema
urogenital, cavidade oral, sistema respiratério e o trato gastrointestinal (MUNDULA et al.,
2019).

Linhagens de Candida spp. patogénicas vém aumentando em nimero de casos, de modo
que a candidiase se tornou grave problema de satde publica, particularmente entre mulheres
em idade fértil (PANIAGUA et al., 2021) e imunocomprometidos, devido ao alto nivel de
resisténcia aos antifingicos (HELLSTEIN; MAREK, 2019).

Estima-se que 70% a 75% das mulheres tiveram ou terdo, pelo menos uma vez,
candidiase vulvovaginal (CVV) ao decorrer da vida (XIE et al.,, 2017). Entre 5% a 8%
desenvolvem a forma recorrente, e que 8 a 10% das mulheres sdo suscetiveis a doenca
(PERICOLINTI et al., 2017; SPAGGIARI et al., 2022). Dados epidemiologicos relatam que
anualmente, aproximadamente 138 milhdes de mulheres no mundo todo sdo comedidas por
CVV (DENNING et al., 2018).

Dentre as espécies de Candida ndo- albicans que mais emergem, a espécie C. glabrata
¢ considerada a segunda mais comumente isoladas em infec¢des no sistema sanguineo de
pacientes imunocomprometidos, € a espécie mais comum em relacdo a resisténcia de
antifngicos. Esta espécie C. glabrata apresenta maior plasticidade no tocante a capacidade de
resisténcia a tratamentos antifingicos, particularmente ao fluconazol, firmaco mundialmente
empregado no tratamento de infec¢des por Candida spp., mas que a C. glabrata € resistente.
Essa espécie de levedura apresenta variagdes na parede fingica, além de um conjunto de fatores
de viruléncia que garantem o sucesso da infeccao em humanos (TIMMERMANS et al., 2018).

Pesquisas observaram que C. glabrata € responsavel por 10% a 15% dos casos de VVC,

os sintomas caracteristicos dessa infec¢do ¢ inflamacdo da vagina (vaginite), com inchacos,
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eritemas, coceira vulvar, corrimento anormal, ardor vulvar, dor e irritagdo (MARTIN LOPEZ,
2015; PALADINE; DESALI, 2018).

Género Candida pode apresentar diferentes fatores de viruléncia, entre eles alta
capacidade de adesdo, polimorfismo, produ¢do de toxinas, capacidade de produzir enzimas
hidroliticas e sendo considerado um dos mais importantes fatores a formacdo de biofilmes
(CAVALCANTE et al., 2020).

Os biofilmes sdo uma estrutura microbiana, altamente organizadas, com diversas
sequéncias de divisao celular, incorporada em uma matriz extracelular, formando uma estrutura
tridimensional em superficies bioldgicas ou artificiais (PRISTOV; GHANNOUM, 2019;
RODRIGUES et al., 2017).

Estudos observaram que, a espécie de Candida mais associada na formag¢ao de biofilmes
¢ C. albicans, mas C. glabrata demonstra um papel de destaque em cenarios hospitalares por
sua capacidade de formar multiplas camadas de biofilmes compactas com carboidratos,

proteinas, ergosterol na sua matriz (RODRIGUES et al., 2017; WALL et al., 2019).

1.2.1. Resisténcia ao Fluconazol

A funcao do fluconazol ¢ atuar na via biossintética do componente lipidico (ergosterol)
do fungo, pela via do citocromo P450. O farmaco inibe a enzima catalisadora 14a-esterol-
desmetilase (que ¢ dependente do citocromo P-450), resultando em uma membrana plasmatica
com defeitos na estrutura e funcionamento, inibindo o transporte de nutrientes e de sinalizacao,
entre as células da levedura (NOCUA-BAEZ et al., 2020; RODRIGUES et al., 2017).

Pesquisas apontam que, a resisténcia da C. glabrata ao fluconazol ¢ associada a
possiveis pequenas mutacdes em seu gene, pela pressdo continua do farmaco e estd ligada a
varios mecanismos, como a indu¢do de bombas de efluxo, codificadas pelos genes
transportadores ABC ou MDR. Esses genes pertencem a superfamilia dos principais
facilitadores que levam a diminuicao da concentracdo do farmaco no citoplasma da levedura.
Além disso, o farmaco tem uma afinidade diminuida, incapacitando-se de se ligar na membrana
das leveduras (PAIS et al., 2020; PRISTOV; GHANNOUM, 2019; RODRIGUES et al., 2017).

Em seu estudo ALVES et al. (2020) demonstra que, as leveduras de C. glabrata
formadoras de biofilmes ainda sobrevivem sob altas concentragdes de fluconazol e que a
formagdo de biofilmes dependente da modulagdo feita pela fonte de carbono e pH disponiveis

no organismo do hospedeiro.
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1.3. Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans ¢ uma levedura encapsulada, saprofita, pertencente a familia
Cryptococcaceae (KWON-CHUNG et al., 2014). E considerado um fungo oportunista
responsavel por infecgdes cutaneas e sistémicas, nesta ultima forma de infe¢do, principalmente
em pacientes imunocomprometidos, apresenta taxa de mortalidade de 15% entre pacientes com
HIV/AIDS, resultando em aproximadamente 223.000 infecgdes ¢ 181.100 mortes anualmente
(BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020).

Outros dados epidemioldgicos afirmam, que mesmo com tratamentos antifiingicos
convencionais, os niveis de morte por meningite criptococica variam de 10% a 70% (BAHN et
al., 2020) e aproximadamente 1.000.000 de novos casos sao descobertos por ano, sendo
considerados dados alarmantes e preocupantes pelas instituicdes governamentais (PAUL;
DOERING; MOYE-ROWLEY, 2015). As infec¢des por C. neoformans estao entre as infecgodes
fingicas mais comuns do sistema nervoso central, causando a meningoencefalite
(SAMARASINGHE; XU, 2018).

Os primeiros isolados de C. neoformans foram de uma infeccdo Ossea e de sucos de
frutas, o que demostra que o C. neoformans pode ser encontrado em diversos lugares (ZHAO;
LIN, 2021). A infecgdo ¢ causada pela inalacdo de propagulos distribuidos no ambiente,
colonizando primeiramente o sistema respiratdrio. Os propagulos de C. neoformans depois de
se instalarem nos alvéolos pulmonares, podem disseminar-se na corrente sanguinea e por
consequéncia causar infecgdes no sistema nervoso central. A disseminagdo desse patdgeno esta
frequentemente associada a aves, além de que a disseminacdo se assemelha com a de fungos
filamentosos (ZARAGOZA, 2019).

Este fungo ¢ imunologicamente categorizado em sorotipos A, B, C e D, essa divisdo se
baseia nas variagdes estruturais da capsula, um polissacarideo denominado
glucuronoxilomanano. Linhagens do tipo A e D e do hibrido AD sao pertencentes ao complexo
de espécies do C. neoformans (sorotipo A designado C. neoformans var. grubii e sorotipo D
designado C. neoformans var. neoformans), sendo que as linhagens do sorotipo A pertencem a
um dos trés tipos moleculares (VNI, VNII e VNB) e trés genotipos AFLP (AFLP1, AFLP1A e
AFLP1B). As linhagens do sorotipo D correspondem aos tipos moleculares VNIV e AFLP2. O
cruzamento dos dois gera o hibrido AD sao atribuidos aos tipos moleculares VNIII e AFLP3.
Os demais sorotipos sdo pertencentes ao complexo de espécies C. gattii (SAMARASINGHE;
XU, 2018).
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C. neoformans tem reprodugdo heterotalica com células haploides, determinado pelo
locus MAT no cromossomo 4, ou seja, dependem de reprodugdo sexuada com um individuo
com diferencas genéticas. O acasalamento acontece quando linhagens opostas MATa e MAT«a
se fundem uma com a outra, em resposta formam uma hifa dicaridéta no qual dois nucleos
parentais coexistem dentro de cada célula, mas ndo se fundem. As hifas aumentam formando
um basidio, de modo que ocorrem a cariogamia, meiose ¢ a replicagdio do DNA. O DNA
mitocondrial ¢ normalmente herdado do MAT, referente de uma das linhagens, durante a
reproducdao bissexual. As seguintes divisdes mitdticas repetidas em paralelo com a
esporogénese dao origem a quatro cadeias de esporos sexuais. Esses esporos sexuais sao entao
liberados no meio ambiente e podem infectar humanos e outros hospedeiros (BAHN et al.,
2020; SAMARASINGHE; XU, 2018; ZHAO; LIN, 2021).

Esta levedura ¢ capaz de se adaptar de forma rapida e eficaz, o que facilita a sua
sobrevivéncia, particularmente no organismo humano. Seu principal fator de viruléncia ¢ a
formagao de capsulas polissacaridicas, que contribuiu com 25% da viruléncia (CASADEVALL
et al., 2019), que pode ser induzida devido a diversas circunstancias associadas ao hospedeiro,
como a fisiologia do hospedeiro, elevagdo do COz, nivel baixo de ferro e pH neutro ou alcalino
(BAHN et al., 2020).

A cépsula ¢ bastante hidratada e tem como fun¢do conferir protecdo contra a¢do de
mecanismos imunologicos, inibindo a fagocitose por macrofagos, células dendriticas e
neutrofilos (CASADEVALL et al., 2019; ZARAGOZA, 2019). A capsula também ¢ importante
na clinica médica, pois € utilizado como antigeno criptococico no diagndstico, sua visualizagao
¢ possivel com a utilizagao de nanquim ou tinta-da-china (CASADEVALL et al., 2019).

Outros fatores de viruléncia sdo a formagdao de melanina, termotolerancia a 37 °C,
formagdo de biofilmes e a secre¢do de varias enzimas incluindo fosfolipases, proteinases e
urease que caracterizam a interagdo do fungo com o sistema imune do hospedeiro e as vias de
resposta do mesmo (ALSPAUGH, 2015; KONG et al., 2020). Além disso, linhagens de
Cryptococcus resistentes a fluconazol vem sendo encontradas, principalmente em regides
socioecondmicas menos desenvolvidas e pelo uso indiscriminado do farmaco (PAUL;

DOERING; MOYE-ROWLEY, 2015; PENG et al., 2018).

1.3.1. Resisténcia a antifingicos e 0 mecanismo de acao desses farmacos

O tratamento de escolha para a criptococose varia de acordo com a gravidade da
infeccdo. Para individuos com HIV/AIDS o tratamento de primeira linha ¢ a Anfotericina B e

flucitosina, e o tratamento de segunda linha ¢ fluconazol. A Anfotericina B, liga-se a membrana
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celular fungica, formando canais de porina, resultando no rompimento da célula e o vazamento
citoplasmatico. Anfotericina B necessita de hospitalizagdo para sua administracdo, com isso
paises com poucos recursos, ¢ escolhido outros métodos de tratamento, o desoxicolato de
anfotericina B ¢ considerado nefrotoxico. Outra formulagdo da Anfotericina € a base de lipidios
e apresenta um perfil de entrega com maior eficicia, além de reduzir a toxicidade, todavia a
utilizagdo desse farmaco ¢ limitada devido alto custo (BERMAS; GEDDES-MCALISTER,
2020; HAMILL, 2013; LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005).

A flucitosina ¢ um composto sintético, normalmente esse antifungico ¢ utilizado em
combinagdo com outro farmaco, devido a frequente surgimento de resisténcia do fungo. A
flucitosina tem como mecanismo de a¢ao inibir a sintese de proteinas e ao material genético. O
primeiro mecanismo envolve a mudanga de a 5-fluorocitosina para monofosfato, difosfato e
trifosfato de 5-fluorocitosina, em seguida o trifosfato de 5-fluorocitosina liga-se no RNA
fangico no lugar do acido uridilico, alterando a aminoacilagao do RNA transportador, mudando
a sintese de RNA. E o segundo mecanismo a conversao do 5-fluorocitosina para 5-
fluorodesoxiuridina monofosfato, que resulta na inibigao da enzima de timidilato sintase. Esse
composto tem efeitos colaterais como hepatotoxicidade, complicacdes gastrointestinais, entre
outros (BENNETT, 1977; VERMES, 2000; VIVIANI, 1995).

A resisténcia do C. neoformans aos antimicrobianos vém de fatores da evolugao natural
das linhagens e o uso equivocado de antifingicos na medicina e na agricultura. Um dos
mecanismos de resisténcia € a hibridizacdo do C. neoformans, ou seja, a hibridizagdo facilita
alteracdes genéticas e adaptacdo do fungo ao medicamento. O mecanismo de resisténcia da
Anfotericina B ¢ a mutacao esterol A8-7 isomerase, uma enzima implicada na biossintese do
ergosterol (BERMAS; GEDDES-MCALISTER, 2020).

O mecanismo de resisténcia da flucitosina e do fluconazol ndo sao bem elucidados, mas
acredita-se que a resisténcia do C. neoformans a flucitosina esta associada as mutagdes em
enzimas e citosinas. E a resisténcia do fluconazol estd associada a mutagdes no ERG1I, um
gene que codifica a enzima lanosterol 14a-desmetilase, o alvo da atividade dos azois. Todavia,
a principal preocupag¢do na utilizagdo de antifingicos ¢ a semelhanga entre as células fungicas
e as células humanas, tornando esses medicamentos tdxicos ao organismo humano (BERMAS;

GEDDES-MCALISTER, 2020).
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1.4. Lactobacillus spp. - bactérias lacticas

Lactobacillus spp. sdo bactérias comensais, anaerobios facultativos, gram-positivos e
ndo formadores de esporos (ROCHA-RAMIREZ et al., 2017). Existem aproximadamente 60
espécies que fazem parte do grupo das bactérias lacticas, pois sdo capazes de converter por meio
de fermentacdo a lactose e outros agucares em acido lactico (CICENIA et al., 2014).

Essas bactérias habitam o organismo humano, e vem ganhando cada vez mais aten¢ao
por causar efeitos opostos contra diversos micro-organismos patogénicos (CHEW et al., 2015).
Sdo considerados dentre os micro-organismos probidticos que mais atuam em fungdes
essenciais de imunomodulagdo na mucosa intestinal, com efeitos benéficos (ZANGL et al.,
2020), e também atuam restaurando e promovendo a manutenc¢do microbiota vaginal (BUGGIO
etal., 2019).

Este grupo de bactérias sdo responsaveis pela modulacdo da resposta imune do
hospedeiro, sinalizando para migragao de um nimero maior de células fagociticas, que por sua
vez liberam citocinas pro-inflamatorias (BEYER et al., 2018). Além disso, essas bactérias
influenciam nas interacdes patogeno-hospedeiro, agem como agentes anti-adesivos e
antibiofilmes de outros micro-organismos presentes no mesmo microambiente (DE
GREGORIO et al., 2020), por exemplo, inibindo a formacao de biofilmes pelas espécies de
Candida (MUNDULA et al., 2019).

Figura 1 - Definicoes de Probioticos, Pds-biodticos e Prebidticos
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1.4.1. Probioticos

Segundo a OMS, probidticos sdo: micro-organismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saide do hospedeiro (BUGGIO et al.,
2019; DE GREGORIO et al., 2020), um exemplo de micro-organismo conveniente para os
organismos humanos, sdo os Lactobacillus spp..

Os principais mecanismos de a¢ao das bactérias probidticas sdo: (1) Inibir o crescimento
de micro-organismo patdégenos por meio de acdo direta ou indireta, em uma relacdo
desarmoénica de competicdo contra micro-organismos invasores ou oportunistas (SEGERS;
LEBEER, 2014); (2) Capacidade de melhorar a fun¢ao a barreira epitelial, induzido a producao
de muco, modulando as vias de sinalizagdo (proteina quinase ativada por mitdgeno) ou aumento
do funcionamento das juncdes de oclusdo que sdo complexos de adesdo intercelular compostos
por proteinas cuja fun¢do principal ¢ regular a passagem de 4gua e solutos entre as células
epiteliais e a modulagdo da resposta imune (SEGERS; LEBEER, 2014); (3) Aumentando a
produgdo de [gA na mucosa, estimulando a produgao de anticorpos, ativando os receptores 7o/l-
like e a diferenciagdo do T helper 1, além de estimular a producao de citocinas anti-inflamatoérias
(IL-10, TGF-B). A maioria dessas bactérias da microbiota produz acido lactico durante a
fermentagdo anaerdbica de sacarideos (MARTYNIAK et al., 2021).

Devido as evidéncias cientificas que sugerem probioticos como auxiliares na manutencao da
saude, no Brasil o uso medicinal de probioticos € regulamentado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A RDC N° 241, DE 26 DE JULHO DE 2018, regulamenta os
niveis de seguranca e dos beneficios na utilizacdo de probidticos em alimentos (ANVISA,
2018). Uma outra regulamentagdo foi publicada recentemente no ano de 2022, a RDC n° 718,
de 01 de julho de 2022, que dispde sobre o registro, alteragdes e revalidagdes de medicamentos
probidticos e os niveis de seguranga associados a esse tipo de medicamento (ANVISA;

MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

1.4.2. Prebioticos

Os prebioticos em 2007 foi definido pela OMS e Organizagao das Nagdes Unidas para
a Alimentacdo e a Agricultura, do inglés Food and Agriculture Organization (FAO) como
“componentes alimentar inviavel que confere beneficio a saude do hospedeiro associado a
modulagdo da microbiota”, ou seja, moléculas que ao serem metabolizadas por bactérias podem
produzir metabdlicos como o butirato, acetato e propionato que trazem beneficios ao

hospedeiro. O conceito de prebiodtico € novo e foi atualizado 2016 pela Associagdo Cientifica
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Internacional de Probidticos e Prebidticos, do inglés International Scientific Association for

3

Probiotics and Prebiotics (ISAPP), o que modificou para “um substrato que ¢ utilizado
seletivamente por micro-organismos hospedeiros, conferindo beneficios a saude” (FAVERO et
al., 2022; QUIGLEY, 2019; YADAV et al., 2022).

Os prebidticos sdo ingredientes alimentares ou substratos inviaveis que ao serem
ingeridos na alimentagao cotidiana servem como nutrientes para bactérias probioticas e melhora
a saude humana através da modulagdo da microbiota (GIBSON et al., 2017). Os prebidticos nao
sao hidrolisados no intestino e possuem valor caldrico devido a nao digestdo no colon.
Exemplos de prebioticos sdo os glicooligossacarideos (GOS), frutooligossacarideos (FOS),
lactulose derivados de galactose, B-glucanose e a inulina que sao fibras dietéticas benéficas que

ajudam a aumentar o volume das fezes, aliviar a constipag@o e aumentar a acidez fecal. A inulina

¢ encontrada em raizes de chicoria (GIBSON et al., 2017; YADAV et al., 2022).

1.4.3. Simbioticos

Os simbidticos sdo a combinagdo de prebidticos e probiodticos para melhorar a satde
humana, no qual bactérias probidticas fermentam prebidticos como substrato para seu
desenvolvimento. Para a ISAPP, simbidticos é definido em dois termos, o ‘“simbidtico
complementar consiste em um probidtico e um prebidtico que juntos conferem um ou mais
beneficios a satde, mas ndo requerem fung¢des co-dependentes. Um simbiodtico sinérgico
contém um substrato que ¢ utilizado seletivamente por micro-organismos coadministrados”
(YADAV et al., 2022).

O sinergismo entre probioticos tem a fun¢do de aumentar a eficacia do prebiotico, o
simbidticos estimulam o crescimento de micro-organismo benéficos, desempenham ac¢des anti-
inflamatérias (ROY; DHANESHWAR, 2023), diminui marcadores de resisténcia a insulina e
os fatores de risco cardiovasculares, aumentam o nivel de enzimas digestivas lactase, lipase,

sacarase e isomaltase (YADAV et al., 2022).

1.4.4. Pos-bioticos

Os poés-biodticos segundo a ISAPP sdo uma preparagao de micro-organismos inanimados
e/ou seus componentes que confere um beneficio a saide do hospedeiro, ou seja, substancias
ou sobrenadantes de células e/ou produtos ou subprodutos metabdlicos e moléculas soluveis,
liberadas por bactérias probioticas (bactérias vivas) (FAVERO et al., 2022). Esses componentes

estruturais também sao chamados de metabidticos, que sdo estruturas quimicas de sinalizagao
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que melhoram a funcdo fisiologica do hospedeiro e tem atividades antimicrobianas
(VINDEROLA et al., 2024; ZAKRZEWSKA et al., 2022).

Os pos-bidticos tém diversas vantagens em comparagdo aos probidticos, como um
melhor perfil de segurancga, por nao se replicarem, nao causando bacteremias e a preparagao do
pos-biodtico pode ser armazenado por longos periodos. Contendo diversos mecanismos de a¢ao
como aumento da func¢do da barreira epitelial, modulagdo nas respostas imunes e metabdlicas
sistémicas e sinaliza¢do do sistema nervoso central, além do controle da microbiota humana
(Figura 2) (FAVERO et al., 2022). Os pos-bioticos foram identificados em diferentes espécies
de bactérias da microbiota humana como, Bifidobacteri, Bacteroides fragilis, Escherichia coli,

Nissle 1917 e Faecalibacterium prausnitzii (CICENIA et al., 2014).

Figura 2- Funcdes dos Pos-bidticos
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Controle da microbiota humana

Lactobacillus spp.

Fonte: Autoria propria

Dentre as diversas bactérias probidticas, estdo os L. rhamnosus, L. casei (SONG; LEE,
2017), L reuteri (SILVA, 2010; SPINLER et al., 2008) e L. casei Shirota (PANIAGUA et al.,
2021). Essas espécies de Lactobacillus produzem em altas quantidades de &cido lactico, acido
acético e peroxido de hidrogénio (CECCARANI et al., 2019) mantendo o pH acido em torno
de 4,5 ou menos (BUGGIO et al., 2019).

Estudos analisaram que, a produgdo de 4cido lactico por espécies de Lactobacillus,
regula o pH vaginal e oral, contribuindo para manter o ambiente em homeostase e, juntamente

com a produgdo de peroxido de hidrogénio, tem fungao antibiofilmes (CECCARANI et al.,
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2019; MUNDULA et al., 2019). Outras substancias produzidas sdao os componentes da
superficie celular, acidos graxos de cadeia curta e peptideos bioativos (WANG et al., 2020).
Diferentes espécies de Lactobacillus utilizam mecanismos diversos para inibi¢do e
redugdo fungica. L. Rhamnosus, por exemplo, utiliza a competi¢ao pelo local de adesdo e o pos-
bidticos do L. rhamnosus pode inibir a formacdo do tubo germinativo e da formacdo de
biofilmes por C. albicans. A liberagdo de acido lactico e acidos graxos de cadeias curtas por L.
frizz pode inibir a transformacao da C. albicans de levedura para hifas (WANG et al., 2020).
L. reuteri ¢ conhecido por produzir a reuterina um composto antimicrobiano, derivado de B-
hidroxipropionaldeido (3-HPA) e ¢ produzido durante a fermentacdo do glicerol, sendo
considerado um componente ndo proteico, tem a¢do de inibir a sintese de DNA por inibir os
ribonucleotideos redutase no inicio do processo da sintese de novos ribonucleotideos. O L.
reuteri também produz outros compostos antimicrobianos como reutericina 6, reutericiclina que
¢ um 4acido tetramico, o acido lactico, entre outros metabolitos (SILVA, 2010; SPINLER et al.,

2008).

1.4.5. Butirato de Sodio

O Butirato de Sodio (NaBut) ¢ um acido graxo de cadeia curta, produzido por bactérias
fermentadoras no intestino grosso que usam como fontes fibras alimentares e amido (ex:
Clostridium butyricum e Faecalibacterium prausnitzii) (J1 et al., 2016; QIU et al., 2015). NaBut
para alguns pesquisadores, ¢ considerado como pos-biodticos por ser um metabolito gerado pela
fermentagdo de bactérias probidticas (HUANG; HUANG, 2021; ZOLKIEWICZ et al., 2020) e
para outros autores como um produto prebiotico (BEISNER et al., 2021).

Foi publicado recentemente uma nova atualizacao sobre a definicdo de pds-biodtico pela
ISAPP, que a palavra pds-biotico ¢ derivado da lingua grega, sendo pos significa “depois” e a
palavra bidtico significa “coisas vivas”, ou seja, “depois da vida”, em razao disso, acidos graxos
de cadeia curta como o NaBut e vitaminas ndo tem vida, sendo classificado como prebiotico
(VINDEROLA et al., 2024). Todavia, por ser algo novo, os temos e as classificagdes e qual
grupo pertence cada substidncia ou metabolitos ainda estd em discussdo pela ISAPP e por
pesquisadores em foruns académicos. O NaBut encaixa-se em ambos os termos, contudo nesse
estudo o NaBut foi avaliado como um p6s-bidtico

Esse 4cido graxo de cadeia curta tem a capacidade de modular o sistema imunologico
das mucosas intestinais, visto que facilita a polarizagdo de macrdofagos, tem propriedades anti-

inflamatorias regulando mediadores pro-inflamatérios TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8, funcdo de
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induzir apoptose em células cancerosas e neuromodulador no sistema nervoso central
(KAZMIERCZAK-SIEDLECKA et al., 2022; ZHOU et al., 2021).

O NaBut também atua como inibidor das histonas desacetilases (HDAC1), tendo um
papel na modulagio epigenética de fungos (BRANDAO et al., 2015; OLIVEIRA, 2012). Sua
funcdo como HDAC: foi capaz de reduzir o crescimento e a viruléncia de leveduras patogénicas,
como C. albicans NGUYEN et al., 2011%) e C. neoformans (BRANDAO et al., 2015).

HDACi geram modificagdes nas histonas como acetilacdo, metilagdo e fosforilacao,
fazendo com que linhagens de C. albicans e C. glabrata resistentes mediante a respostas de
estresses, tenham sensibilidade aos antifungicos e diminuindo seus fatores de viruléncia. O gene
HDAT1 ¢ um dos responsaveis na manutencao de hifas, ao inibir ou deletar a transcrigdo desse
gene, as linhagens de C. albicans nao conseguem desenvolver hifas (GARNAUD et al., 2016%).

Em um estudo, foi observado a inibicdo fingica e de fatores de viruléncia de C.
neoformans, C. albicans ¢ C. parapsilosis por NaBut. Observaram que o NaBut interferiu na
expansdo da céapsula de C. neoformans, o principal fator de viruléncia deste fungo, assim
diminuiu a capacidade da levedura de evadir do sistema imunitario. Além disso, NaBut
aumentou a capacidade fagocitica de macrofagos (NGUYEN et al., 2011%). Outro estudo
demonstrou que o NaBut diminuiu a formacgdo de biofilmes de C. albicans, C. kruseie C.
parapsilosis resistentes a Anfotericina B, ou seja, o NaBut aumentou a capacidade de agdo da

Anfotericina B (AL-DHAHERI; DOUGLAS, 2010).
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2. Justificativa

Abordagens terapéuticas alternativas vém conquistando espacos e atencao no tratamento
de infec¢bes fungicas. Ha um evidente crescimento nas pesquisas que investigam o papel de
probioticos e seus efeitos benéficos no tratamento de doencas flangicas. Os probidticos
destacam-se por sua capacidade em inibir ou diminuir o crescimento de determinados micro-
organismos patogénicos, aumentando a barreira de defesa na microbiota intestinal. Ainda, ha
uma relacdo direta e indireta dos probidticos e pds-bidticos atuando como moduladores do
sistema imunoldgico, como: aumento da producdo de citocinas anti-inflamatérias e inducéao de
células T reguladoras (CECCARANI et al., 2019; HU et al., 2019; MUNDULA et al., 2019).

Convenientemente, a presenca desses probioticos ou de seus produtos metabdlicos seria
benéfica, particularmente devido a capacidade de producdo de acidos organicos, moléculas
antimicrobianas, ou mesmo pela producdo de substancias que favorecem a existéncia de outros
micro-organismos benéficos, reduzindo populagdes patogénicas. Portanto, as pesquisas que
buscam propor novas abordagens terapéuticas talvez possam encontrar através da compreensao
entre as relagcfes ecologicas que ocorrem na microbiota do hospedeiro humano, uma tentativa
de modular o equilibrio de crescimento entre essas popula¢es microbianas.

A vasta maioria dos estudos com Lactobacillus spp. empregam o uso do probiético vivo.
Por outro lado, o presente estudo investiga o papel de metabdlitos excretados no meio por essas
bactérias e do NaBut, os Pos-Bidticos, como estdo sendo denominados. Trata-se de um conceito
novo que ainda esta em fase de discussao pelo ISAPP. A proposta deste estudo é investigar os
pos-bidticos, comecar a elucidar o papel dos metabdlitos dos probioticos, e a depender dos
achados, aponta-los como uma promissora abordagem terapéutica coadjuvante, de melhor
economicidade e, especialmente, com um impacto de selecdo de linhagens resistentes

significativamente menores que 0s antimicrobianos atuais.
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3. Objetivo geral

Avaliar o efeito de produtos secretados por Lactobacillus spp. (pds-biodticos) e do acido
graxo de cadeia curta Butirato de sodio sobre crescimento das leveduras patogénicas Candida

glabrata e Cryptococcus neoformans.

3.1. Objetivos especificos

Avaliar o efeito de sobrenadante (pds-bidticos) de Lactobacillus casei, L. casei Shirota,
L. rhamnosus e L. reuteri sobre o crescimento de C. glabrata e C. neoformans;

Investigar efeito do acido graxo butirato de sodio (NaBut) sobre crescimento de C.
glabrata e C. neoformans;

Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) dos pds-bidticos de Lactobacillus
spp. sobre o crescimento C. glabrata e C. neoformans;

Determinar o CIM de NaBut sobre o crescimento de C. glabrata e C. neoformans.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Origem e isolamento das Linhagens

A linhagem de Candida empregada neste estudo foi C. glabrata American Type Culture
Colletion (ATCC 90030), gentilmente cedidas pelo laboratorio de Microbiologia Clinica do
Hospital Universitario de Brasilia (HuB/UnB). A linhagem de Crypfococcus neoformans
American Type Culture Colletion (ATCC H99) foi gentilmente cedida pelo Professor Doutor
Marcio Pogas, do Departamento de Genética e Morfologia, do Instituto de Biologia (IB), da
Universidade de Brasilia (UnB).

J& as linhagens de Lactobacillus spp. escolhidos foram L. casei Shirota, isolado em 2020
no laboratorio de Analises Clinicas do Departamento de Farmacia (ULEG/FS-UnB), pela Dra.
Rosane Mansan a partir de Yakult (Yakult® 13, Lote H1336), as linhagens de Lactobacillus
casei (Gamma, Lote AF43180921) Lactobacillus reuteri (Lemma, Lote IE2702) e
Lactobacillus rhamnosus (Linhagem LR-G14, Lemma, Lote HK0202) foram doadas pela Prof.?
Dr.?* Yanna Nobrega, do Laboratério Microbiologia e Imunologia Clinica (LabMIC), do
Departamento de Farmacia (FAR), da Faculdade de Ciéncias da Saude (FS), Universidade de
Brasilia (UnB)

Vale pontuar que a linhagen de L. casei Shirota do LabMIC foi validada por
espectrometria de massa de tempo de voo por ionizacao de dessorcao a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF) no LACEN-DF (Laboratorio Central de Saude Publica do Distrito Federal) pela
Dra. Amabel Fernandes Correia. As demais cepas de Lactobacillus empregadas no estudo foram

adquiridas comercialmente e certificadas.
4.2. Meio de Cultivos

O meio de cultura Sabouraud Dextrose caldo (SDA) (Neogen do Brasil, Sao Paulo, Brasil)
foi utilizado para o cultivo inicial das espécies fungicas. Sendo o caldo composto por:
hidrolisado pancreatico de caseina 5%, hidrolisado péptico de tecido animal 5% e dextrose 40%.

Os meios de cultivo Meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Gibco
Thermo, Grand Island, Nova York, Estados Unidos) ndo tamponado, meio Sabouraud Dextrose
caldo, meio Malte de Leveduras - YM (Neogen do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) (1% glicose, 0.5%
peptone, 0.3% extrato de malte, 0.3% extrato de leveduras) e o meio minimo (MM), meio

quimicamente definido (15 mM dextrose, 10 mM MgSO04, 29.3 mM KH2PO4, 13 mM glicina
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e 3 uM tiamina; pHS5.5) foram empregados nas analises de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) para as espécies fungicas.

Os Lactobacillus spp. foram cultivados em meio de cultura LACTOBACILLI MRS
BROTH (MRS) Acumedia® 29 (Neogen do Brasil, Sao Paulo, Brasil). Sendo o caldo composto
por: enzima digestiva de tecido animal 1%, extrato de carne 1%, extrato de levedura 0,5%,
dextrose 2%, acetato de sodio 0,5%, polissorbato 800,1%, fosfato de dissodio 0,2%, citrato de

amonio 0,234%, sulfato de magnésio 0,01% e sulfato de manganés 0,005.
4.3. Estoques e indculos

Os estoques fungicos e bacterianos foram mantidos a -20°C em microtubos com meio de
cultura Sabouraud Dextrose e glicerol a 30% v/v.

Os pré-indculo foram realizados a partir da retirada del5Sul. de C. neoformans e C.
glabrata dos estoques e inoculadas inicialmente em meio de cultivo Sabouraud Dextrose em
agar (SDA), para crescimento exponencial das amostras que foram testadas.O indculo foi
armazenado em estufa (Fanem, Sao Paulo, Brasil) a 37 £ 1 °C, sem agitacdo, por 24h.

O ino6culo dos L. reuteri, L. rhamnosus, L. casei e L. casei Shirota foram realizados
com 15ul de suspensdo-estoque, semeados em caldo MRS e inoculados por 48h em estufa
a37=+1 °C, também sem agitagao.

As suspensdes-estoque foram armazenadas (em microtubos) novamente sob refrigeragao
a -20 °C e os in6culos em tubos de ensaio com tampa, foram utilizados logo ap6s os tempos de

crescimento em estufa.
4.4. Reagentes e solugoes

Em relagdo ao preparo dos reagentes, para o Butirato de Sédio (Cayman Chemical®
Michigan, Estados Unidos da América) foram preparadas uma solu¢do estoque, mantida a -
20°C sob protegao da luz,a uma concentragao de 500 mM, diluido com agua para injetaveis.

No preparo do sobrenadante da cultura de Lactobacillus spp. foram utilizadas culturas
puras e frescas, centrifugadas por 10 minutos a 2000 rpm, utilizando centrifuga TDL80-2B
Arcano® (, Novatécnica, Sdo Paulo, Brasil) e posteriormente filtradas com filtro de membrana
estéreis com poro de 0,22 um. Apds filtracao, os sobrenadantes foram estocados por até 3 dias

a5-8°C.
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4.5. Curva de crescimento - Concentracio Inibitoria Minima (CIM)

Os ensaios propostos para este estudo foram baseados nos protocolos do BrCAST para
ensaio de microdiluicdo em caldo, com algumas modificacGes, a saber: alem do meio RPMI
1640 foram avaliados os meios Sabouraud,YM ou MM (v/v), com volume total de cada poco
de 170 uL, e a leitura de Densidade Otica (D.0O.) foi realizada a 600 nm. Cada coluna da placa
de 96 pogos representa um grupo (controle ou teste) e cada linha representa diluicdo seriada,
iniciando na primeira fileira (mais concentrado) seguindo para ultima fileira (menos
concentrado).

Para os grupos teste, foram realizadas em placa diluicdo seriada e os reagentes foram
analisados da seguinte forma: (1) Para NaBut foram testadas as seguintes concentragdes: Linha
1 [55 mM], Linha 2 [27,5 mM], Linha 3 [13,75 mM], Linha 4 [6,875 mM], Linha 5 [3,437
mM], Linha 6 [1,718 mM], Linha 7 [0,859 mM] e Linha 8 [0,429 mM]; (2) Para pos-bioticos
de Lactobacillus foram testadas as seguintes concentragdes:Linha 1 [50% v/v], Linha 2 [25%
v/v], Linha 3 [12,5% v/v], Linha 4 [6,2% v/v], Linha 5 [3,1% v/v], Linha 6 [1,6% v/v], Linha
7 [0,8% v/v] e Linha 8 [0,4%V/v].

Figura 3 - Preparacéo do CIM
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4.6. Preparo da Placa - Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
4.6.1. Leitura no espectrofotdmetro

Para cada espécie flingica avaliada, por espectrofotometria empregando
Espectrofotometro BTS 310 (BioSystems® 23, Barcelona, Espanha), foi ajustado o
espectrofotdmetro em comprimento de onda igual a 600 nm para leitura da Densidade Otica
(D.O.), foram adicionadas no ensaio de microdilui¢do. A faixa de de D.O. é entre 0,070 ¢ 0,085,
equivalente a 10® micro-organismos/mL apds contagem dos micro-organismos. Ajustadas as

D.O., foi realizada outra diluicdo 1:10 para a obtencdo de 10° micro-organismos/mL.
4.6.2. Preparo das placas de pés-bidticos de Lactobacillus spp.

No preparo das placas de pds-bioticos de Lactobacillus spp. foram adicionado 150 pl de
meio de cultura (RPMI, Sab, YM ou MM) em todos os pocos, em seguida pipetava-se no
primeiro poco 150 pl do pds-bidtico do Lactobacillus a ser analisado, a concentracéo inicial de
cada pogo era de 50% do volume de p6s-bioticos de Lactobacillus sp, fazia-se a dilui¢éo seriada,
retirando do primeiro poco 150 pl e passando para o seguinte até o Ultimo poco ser diluido
(Tabela 1). Por fim, acrescentava-se 20 pl da solucdo de leveduras na concentragdo 10°
leveduras/mL, homogeneizava e em seguida as placas ficaram na estufa por 24h a 37 + 1°C.

Foram feitas duas placas, uma para os L. casei e L. casei Shirota e outra para os L. reuteri
e L. rhamnosus. O meio de cultivo MM foi utilizado somente para o C. neoformans.
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Figura 4 - Desenho da Placa de pos-bidticos de Lactobacillus
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Tabela 1 - Preparo das placas de pos-bidticos dos Lactobacillus spp.

Coluna 1: Coluna 2: Coluna 3: Coluna 4: Coluna 5: Coluna 6: Coluna 7: Coluna 8: Coluna 9: Coluna 10: ~ Coluna 11: Coluna 12:

Controle de Controlede  Pos- Pos-bioticos  Pos-bidticos  Pos-bioticos +  Pos-bioticos +  Pos-bidticos  Pés-bioticos Pos-bioticos  Controle Controle

crescimento  crescimento  biéticos+  +Fungo ~ Fungo Fungo Fungo + Fungo + Fungo + Fungo Negativo Negativo
Fungo

Linha A | RPMI + SABOURA 150 plde 150 pl de 150 pl de 150 plde MM 150 ulde 150 pldeSab 150 plde YM 150 pl de Sab Agua
Fungo (150 UD (Sab) + RPMI+ Sab+150de YM+150dec +150de RPMI + 150 + 150 de + 150 de MM+ 150 destilada
pl de meio +  Fungo (150 150 de filtrado dc filtrado dc filtrado de de filtrado filtrado  dec filtrado  dc  dc filtrado
20 pl fungo)  ul de meio +  filirado LAC LAC LAC (diluigio LAC dc LAC LAC de LAC

20 ul fungo) LACde (dilui¢ao (diluigio scriada) ¢ no (dilui¢do (diluigio (dilui¢io (diluigio
(diluicao scriada) ¢ no  scriada) ¢ no  final + 20plde  seriada) ¢ no scriada) ¢ no scriada) ¢ no scriada) ¢
seriada) e final + 20pl  final + 20pl  fungo emcada  final +20pl final = 20ul final + 20pl no final +
no final+  de fungo em de fungo em pogo de fungo em de fungo em de fungo em 20ulde
20ul de cada pogo. cada pogo. cada pogo. cada pogo. cada pogo. fungo em
fungo em cada pogo
cada pogo.

LinhaB | RPMI + Sab + Fungo Diluigio Diluigao Diluigdo Diluigio Diluigdo Diluigao Diluigio Diluigao Sab Agua
Fungo (150 (150 pl de seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada destilada
ul de meio +  meio + 20 pl
20 ul fungo)  fungo)

LinhaC | RPMI- Sab + Fungo  Diluigdo Diluigao Diluigio Diluigio Diluigao Diluigao Diluigio Diluigao MRS RPMT
Fungo +MRS + MRS (75 seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada
(75 ul de pldemeio +
meio+75  ul 75 ul MRS +
MRS+20  ul 20 pl fungo)
fungo)

LinhaD | RPMI- Sab + Fungo Diluicio Dilui¢io Diluigdo Diluigdo Diluigdo Diluigdo Diluigao Diluigéo MRS RPMI
Fungo +MRS + MRS (75 seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada
(75 ul de pldemeio+
meio+75  ul 75 ul MRS +
MRS+20  ul 20 pl fungo)
fungo)

Linha | MM + Fungo YM + Fungo Diluigio Diluigio Diluigdo Dilui¢io Diluigdo Diluigao Diluigio Diluigdo YM
(150 pl de (150 plde seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada
meio + 20 ul meio + 20 pl
fungo) fungo)

LinhaF | MM + Fungo YM +Fungo Dilui¢io Dilui¢do Diluigdo Diluigio Diluigio Diluig¢do Diluicio Dilui¢do Y™M
(150 pl de (150 plde seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada
meio + 20 ul - meio =20 pul
fungo) fungo)

LinhaG | MM+ Fungo YM +Fungo Diluicio Diluigdo Diluigao Diluigdo Diluigdo Diluigdo Diluigio Diluigéo MM
+MRS (75 ul  + MRS (75 scriada seriada scriada scriada scriada scriada scriada scriada
de meio+75 ulde
pul MRS+20  meio=75 pl
ul fungo) MRS+20 ul

fungo)

LinhaH | MM+ Fungo YM+ Fungo Diluicio Diluigdo Diluigio Diluicio Diluigio Dilui¢ao Diluicio Dilui¢io MM
+MRS (75 ul  + MRS (75 seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada seriada
de meiot75 plde
pl MRS+20  meio+75 pl
ul fungo) MRS+20 ul

fungo)

Legenda: Coluna 1 e 2: controle de crescimento (0s meios estdo na concentra¢do de 1x nos pocos sem MRS);
coluna 3, 4,5, 6,7, 8,9 e 10: filtrado L. casei/L.casei Shirota/L.reuteri ou L. rhamnosus (LAC) e coluna 11 e 12:
controle negativo (150l de cada poc¢o)

4.6.3. Preparo das Placas de NaBut

No primeiro pogo foi adicionado 160 pl de 4gua de injetaveis e nos demais pocos (2-8

poco) pipetava-se 100 pl de 4agua de injetaveis (ISOFARMA®, Ceard, Brasil), em seguida

pipetava-se no primeiro poco 44 ul de NaBut na concentracao de 2x e depois fazia-se a diluicao

seriada, retirando do primeiro poco 100 pl e passando para o segundo até o ltimo pogo ser

diluido. Em seguida foi acrescentado mais 100 pl do meio de cultivo RPMI ou Sabouraud mais

as leveduras C. glabrata ou C. neoformans na concentracio 10° leveduras/mL (Tabela 2) e cada

placa ficou na estufa por 24h a 37 + 1°C.
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Figura 5 - Desenho da Placa de NaBut
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Tabela 2 - Preparo das placas de NaBut

Coluna 1: Coluna 3: Coluna 4. Coluna 5: Coluna 6: Coluna 7: Coluna 8: Coluna 9: Coluna 10: Coluna 12:
Controle de C. neoformans  C. neoformans  C. neoformans  C. neoformans  C. glabrata C. glabrata  C. glabrata  C. glabrata  Controle
- crescimento negativo
Linha | RPMI + C. 160 pl dedgua 160 plde aguna 160 pldedgua 160 ul de agua 160 pl de 160 pul de 160 pul de 160 pl de RPMI
A | glabrata de injetdveis +  de injetaveis +  deinjetaveis +  deinjetdveis +  dguade agua de agua de agua de
44 ulde NaBut 44 pl de NaBut 44 pl de NaBut 44 pl de NaBut  injetaveis + injetiveis +  injetdveis +  injetaveis +
+ 100 pul do + 100 pl do + 100 pl do + 100 pl do 44 pl de 44 pl de 44 pl de 44 ul de
master mix master mix master mix master mix NaBut + 100 NaBut+ 100 NaBut+100 NaBut+ 100
(No final da (No final da (No final da (No final da pldo master  pl do master  pl do master  pl do master
diluigao) diluicao) diluicdo) diluicdo) mix mix mix mix
(No final da (No finalda  (No final da  (No final da
diluigdo) dilui¢do) diluigao) diluigdo)
Linha | RPMI + . 100 pl de agua 100 plde agua 100 pldeagua 100 pl de agua 100 pl de 100 pl de 100 pl de 100 pl de RPMI
B | glabrata de injetaveis +  de injetaveis +  deinjetaveis +  de injetaveis +  dgua de agua de agua de agua de
diluigao diluigao dilui¢io diluigdo injetaveis + injetaveis + injetaveis + injetaveis +
seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 diluigdo dilui¢ao diluigao diluigao
wl do master wl do master ul do master wl do master seriada + 100  seriada + seriada + seriada +
mix (No final mix (No final mix (No final mix (No final pl do master 100 pl do 100 pul do 100 pl do
da diluigdo) da dilui¢do) da dilui¢do) da diluigdo) mix (No final  master mix master mix master mix
da dilui¢do) (No finalda (No finalda  (No final da
dilui¢do) diluigdo) dilui¢do)
Linha | RPMI + C. 100 pl dedgua 100 pl de agua 100 pul deagua 100 pl de dgua 100 pl de 100 pl de 100 pl de 100 pl de Sab
C | neoformans de injetaveis +  de injetaveis +  de injetaveis +  de injetdveis +  dgua de dgua de dgua de agua de
dilui¢ao dilui¢io diluigdo diluigdo injetaveis + injetaveis +  injetdveis +  injetaveis +
seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 diluigdo diluigao diluigao diluigdo
ul do master ul do master ul do master ul do master seriada + 100 seriada + seriada + seriada +
mix (No final mix (No final mix (No final mix (No final pl do master 100 pl do 100 pl do 100 pl do
da diluigao) da dilui¢ao) da dilui¢ao) da diluigao) mix (No final  master mix master mix master mix
da dilui¢do) (No finalda (No finalda  (No final da
dilui¢do) diluigdo) dilui¢do)
Linha | RPMI + C. 100 pl deagua 100 plde agua 100 pldeagua 100 pul de agua 100 plde 100 pl de 100 plde 100 pl de Sab
D | neoformans de injetaveis +  de injetaveis +  de injetaveis +  de injetaveis +  dgua de dgua de dgua de agua de
dilui¢ao diluigao diluicdo diluigao injetaveis + injetaveis +  injetaveis +  injetaveis +
seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 dilui¢do diluigio diluigao diluigdo
ul do master ul do master ul do master pl do master seriada ~ 100  seriada + seriada + seriada +
mix (No final mix (No final mix (No final mix (No final pl do master 100 pl do 100 pul do 100 pl do
da dilui¢do) da dilui¢do) da dilui¢do) da diluigdo) mix (No final  master mix master mix master mix
da dilui¢do) (No finalda  (No finalda  (No final da
diluicdo) diluicdo) diluicdo)
Linha | Sab+ C. 100 ul de agua 100 plde agua 100 plde agua 100 pl de dgua 100 pl de 100 pl de 100 pl de 100 pl de Agua de
E | glabrata de injetaveis +  de injetaveis +  deinjetaveis +  de injetaveis +  agua de agua de agua de agua de injetaveis
diluigao diluigio diluigao diluigao injetaveis + injetaveis +  injetaveis +  injetaveis +
seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 diluigao dilui¢ao diluigao diluigdo
ul do master pl do master ul do master ul do master seriada + 100  seriada + seriada + seriada +
mix (No final mix (No final mix (No final mix (No final ul do master 100 pl do 100 ul do 100 pl do
da diluigao) da dilui¢do) da dilui¢ao) da diluigao) mix (No final  master mix master nix master mix
da diluigao) (No finalda  (No finalda  (No final da
diluigdo) dilui¢do) diluicdo)
Linha | Sab + C. 100 ul de agua 100 pl de dgua 100 plde dgua 100 pl de dgua 100 pl de 100 pl de 100 pl de 100 pl de Agua de
F | glabrata de injetaveis +  de injetaveis +  de injetaveis +  de injetaveis +  agua de agua de agua de agua de injetaveis
diluigdo dilui¢ao diluigdo dilui¢ao injetaveis + injetaveis +  injetaveis +  injetaveis +
seriada + 100 seriada +~ 100 seriada + 100 seriada + 100 dilui¢ao diluigao diluigao dilui¢do
pl do master pl do master pl do master ul do master seriada + 100 seriada + seriada + seriada +
mix (No final mix (No final mix (No final mix (No final ul do master 100 pl do 100 pl do 100 pl do
da dilui¢do) da dilui¢do) da dilui¢do) da dilui¢do) mix (No final  master mix master mix master mix
da dilui¢ao) (No finalda  (No finalda  (No final da
diluigdo) dilui¢do) dilui¢do)
Linha | Sab + C. 100 pl deagua 100 ul de agua 100 puldedgua 100 ulde agua 100 ul de 100 pl de 100 pl de 100 pul de Agua
G | neoformans de injetaveis +  de injetaveis +  de injetdveis +  de injetaveis +  dgua de agua de agua de agua de destilada
diluigao dilui¢do diluigao dilui¢ao injetaveis + injetaveis +  injetaveis +  injetaveis +
seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 diluigao dilui¢ao diluigdo diluigdo
pl do master pl do master pl do master ul do master seriada + 100 seriada + seriada + seriada +
mix (No final mix (No final mix (No final mix (No final ul do master 100 pl do 100 pl do 100 pl do
da dilui¢do) da diluicdo) da dilui¢ao) da dilui¢do) mix (No final  master mix master mix master mix
da diluigao) (No finalda ~ (No finalda  (No final da
dilui¢do) diluigdo) dilui¢do)
Linha | Sab+ C. 100 ul dedgua 100 ulde agua 100 uldeagua 100 ulde agua 100 ul de 100 pl de 100 ul de 100 pl de Agua
H | neoformans de injetaveis +  de injetaveis +  de injetaveis +  de injetaveis +  dgua de agua de agua de agua de destilada
diluigdo diluigdo diluigdo dilui¢ao injetaveis + injetaveis +  injetaveis +  injetaveis +
seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 seriada + 100 diluigao dilui¢ao diluigdo diluigdo
pl do master pl do master ul do master wl do master seriada + 100  seriada + seriada + seriada +
mix (No final mix (No final mix (No final mix (No final ul do master 100 pl do 100 ul do 100 pl do
da diluigdo) da dilui¢do) da dilui¢ao) da dilui¢do) mix (No final  master mix master mix master mix
da dilui¢do) (No finalda  (No finalda  (No final da
diluigio) diluigdo) diluigdo)

Legenda: Coluna 1: controle de crescimento (os meios + leveduras); coluna 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 10 e: realizag&o do
CIM com NaBut (master mix é o meio de cultivo RPMI ou Sabouraud (Sab) mais as leveduras C. glabrata ou C.
neoformans e coluna 12: controle negativo

Apos o periodo de incubacio, as placas de C. glabrata e C. neoformans foram analisados
por equipamento de leitura de microplaca de espectrofotometria EnSpire® multimode plate
reader (PerkinElmer do Brazil, Sdo Paulo, Brasil) com o comprimento de onda de 600 nm,

leituras em Densidade Optica (D.O.).
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Figura 6 - Placa depois da incubagéo

Fonte: Autoria propria

4.7. Analises Estatisticas.

Os dados foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism (versdo 8 para
Windows). Os dados das curvas de crescimento foram inseridos no programa para
confec¢do das figuras, com seus valores de densidade optica (D.O. 600 nm) no eixo Y e valores
de concentracdes (dose-resposta) apresentados em ordem numérica no eixo X. As amostras
foram testadas para normalidade da distribui¢do dos dados e as analises estatisticas serdo
realizadas empregando um teste para multiplas comparagdes. O intervalo de confianca

assumido foi 95%, com desvio padrao da amostra.
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Capitulo 1

Capitulo 1- Lactobacillus spp. e Butirato de Sédio versus
Candida glabrata
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5. Resultados

5.1. Lactobacillus spp.

Inicialmente, foi avaliado curvas de crescimentos da linhagem de C. glabrata nos meios
de RPMI, Sabouraud (Sab) e YM comparados com RPMI, Sab e YM acrescido de 50% do
meio, para Lactobacillus, MRS. Para todos os testes foi considerado como controle o meio de
crescimento acrescido o volume de 50% de pos-bidticos. O racional para escolha desse modelo
de controle se deu para evitar vieses de algum efeito do meio MRS sobre o crescimento da
levedura, o que poderia interferir na analise real dos pds-bidticos, visto que, para estas analises
¢ necessario adicionar o sobrenadante de culturas dos Lactobacillus previamente cultivados no
MRS.

Observa-se na Figura 7A que C. glabrata no meio de cultivo RPMI ndo apresentou
diferenga em comparagdo ao crescimento da C. glabrata com os meio acrescidos de 50% de
MRS. O que sugere que o MRS ndo interfere no crescimento da C. glabrata na presenca do
meio RPMI.

J& para os meios de cultivos YM e Sabouraud acrescidos de MRS (Figura 7B e 7C)
houve redugdo no crescimento em comparagao aos pocos que tinham somente os meios de

cultivos YM e Sabouraud.
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Figura 7 - Controle de C. glabrata nos meios de cultivo versus o crescimento de C. glabrata nos
meios de cultivos acrescidos de MRS
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Legenda: Controle de crescimento de leveduras de C. glabrata com os meios de cultivos RPMI, Sabouraud (Sab)
ou YM versus RPMI, Sab ou YM acrescido de MRS. A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24
horas. O eixo Y indica a leitura em Densidade Optica (600 nm). No eixo X os graficos A, B e C sdo os controles
positivos, na cor preta ha o controle de crescimento com MRS, em que hé apenas C. glabrata mais os meios RPMI,
Sab ou YM+MRS 50%, na cor azul o grupo controle de crescimento sem MRS, em que ha apenas C. glabrata e
os meios RPMI, Sab ou YM
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Baseando nos dados da Figura 7, de modo a ter robustez nas andlises e retirar os vieses
da presenca do meio MRS sobre as leveduras, para todos os ensaios de Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) foi considerado como controle de crescimento o meio de cultivo + levedura +
MRS na concentracao de 50%, haja vista que foi a concentragdo maxima aplicada em todos os
testes de pos-bidticos de Lactobacillus spp.. Todavia, foi mantido também a linha de
crescimento que representa o crescimento do fungo somente no meio de cultivo em todos os

graficos.

5.2. L. casei

Nos testes de CIM aplicando o pds-bidtico de L. casei, foram inicialmente avaliados o
crescimento da levedura de C. glabrata nos meios complexos (YM e Sab). O pos-biodtico desta
espécie de LAC nao inibiu o crescimento de C. glabrata. Ao contrario, observa-se a CIM no
meio Sabouraud (Figura 8A) que C. glabrata na presenca deste pds-biodticos cresce acima do
controle com MRS, superando até mesmo a linha de crescimento da levedura crescendo sem o
MRS no meio, o que ¢ observado também no meio YM, mas somente a partir do pogo 3 (Figura
8B). No RPMI (Figura 8C) o pos-biotico de L. casei tem o efeito de reducdo do crescimento da

C. glabrata em todas as concentragdes testadas.
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Figura 8 - Efeito dose-dependente do pds-bidtico de L. casei sobre o crescimento de leveduras
de C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos analisados (1 =[50%]; 2 =[25%]; 3 =[12.5%]; 4 =
[6.25%]; 5 =[3.12%]; 6 =[1.56%]; 7 =[0.78%]; 8 = 0.39%]. Na linha preta tragada ha o controle de crescimento
que contém o meio de cultivo (RPMI, Sab ou YM) acrescido do MRS e C. glabrata. Na linha azul pontilhada ha
o controle de crescimento em que hé apenas o meio de cultivo (RPM, Sab ou YM) sem a presenga do MRS. Na
linha vermelha ha a analise de C. glabrata e concentragdes seriadas do pos-bidtico de L. casei. A numeragdo (1-8)
no eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos testados, esses valores representam dilui¢do seriada dos
compostos analisados (da maior a menor concentracdo). As figuras sdo a representacao de triplicata bioldgica com
dados similares

5.3. L. casei Shirota
Observa-se que o comportamento da C. glabrata nos meios YM, Sabouraud (Figura 9A

e 9B) na presenca do pds-bioticos de L. casei Shirota, teve 0 mesmo efeito que pos-biodtico de
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L. casei nos mesmos meios. No meio RPMI o pos-biotico reduziu o crescimento da C. glabrata
na concentragdo de 50% - 0.78% (v/v). Percebe-se que a C. glabrata no meio RPMI que quanto
menor a concentragdo do pos-bidtico do L. casei Shirota, a C. glabrata vai aumentando o

crescimento e se igualando ao crescimento do controle de crescimento sem MRS (Figura 9C).
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Figura 9 - Efeito dose-dependente do Pds-bidtico de L. casei Shirota sobre o crescimento de
leveduras de C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica a concentracdes seriadas dos compostos analisados (1 =[50%]; 2 =[25%]; 3 =[12.5%]; 4 =
[6.25%]; 5=[3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%]. Na linha preta tracada héa o controle de crescimento
que contém o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) acrescido do MRS e C. glabrata. Na linha azul pontilhada
ha o controle de crescimento em que ha apenas o meio de cultivo (RPM, Sab ou YM) sem a presenga do MRS. Na
linha verde ha a analise de C. glabrata e concentragdes seriadas do pds-biotico de L. casei Shirota. A numeragao
(1-8) no eixo X indica o sentido de concentragcdo dos compostos testados, esses valores representam dilui¢do
seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentragdo). As figuras sdo a representagdo de triplicata
biologica com dados similares

5.4. L. reuteri
Observa-se que o efeito do pds-bidtico de L. reuteri reduziu o crescimento da C.

glabrata na primeira concentracao de 50 % (v/v) nos meios de cultivo Sabouraud e YM (Figura
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10A e 10B), no meio RPMI (Figura 10C) houve a reducdo do crescimento em todos as
concentragdes 50% - 0.39% (v/v) do pds-bidtico do L. reuteri, os resultados reforcam os outros
dados referentes aos L. casei ¢ L. casei Shirota. Entretanto a reducao do crescimento da C.

glabrata ¢ dependente do poOs-bidtico de espécies diferentes do Lactobacillus e do meio de

cultivo utilizado.
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Figura 10 - Efeito dose-dependente do pos-biotico de L. reuteri sobre o crescimento de leveduras
de C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica a concentracdes seriadas dos compostos analisados (1 =[50%]; 2 =[25%]; 3 =[12.5%]; 4 =
[6.25%]; 5 =[3.12%]; 6 =[1.56%]; 7 =[0.78%]; 8 = [0.39%]. Na linha preta tracada ha o controle de crescimento
que contém o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) acrescido do MRS e C. glabrata. Na linha azul pontilhada
ha o controle de crescimento em que hé apenas o meio de cultivo (RPM, Sab ou YM) sem a presenga do MRS. Na
linha azul-escuro ha a analise de C. glabrata e concentracdes seriadas do pos-bidtico de L. reuteri. A numeragao
(1-8) no eixo X indica o sentido de concentracdo dos compostos testados, esses valores representam diluicao
seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentragdo). As figuras sdo a representacdo de triplicata
biologica com dados similares

5.5. L. rhamnosus
Observa-se 0 mesmo efeito do pos-bidtico de L. rhamnosus nos meios de cultivo

Sabouraud e YM (Figura 11A, 11B e 11C) com os efeitos dos pds-bidticos de L. casei (Figura
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8A, 8B e 8C) e L. casei Shirota (Figura 9A, 9B e 9C) nos meios de cultivo YM e Sabouraud e

no meio RPMI, observa-se o mesmo efeito nos pos-bidticos dos quatro Lactobacillus estudados.
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Figura 11- Efeito dose-dependente do pés-bidtico de L. rhamnosus sobre o crescimento de
leveduras de C. glabrata
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica a concentracdes seriadas dos compostos analisados (1 =[50%]; 2 =[25%]; 3 =[12.5%]; 4 =
[6.25%]; 5=1[3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 =[0.78%]; 8 = 0.39%]. Na linha preta tracada ha o controle de crescimento
que contém o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) acrescido do MRS e C. glabrata. Na linha azul pontilhada
ha o controle de crescimento em que ha apenas o meio de cultivo (RPM, Sab ou YM) sem a presenga do MRS. Na
linha roxa ha a analise de C. glabrata e concentragdes seriadas do pds-biotico de L. rhamnosus. A numeragdo (1-
8) no eixo X indica o sentido de concentracdo dos compostos testados, esses valores representam diluigdo seriada
dos compostos analisados (da maior a menor concentragao). As Figuras sdo a representacéo de triplicata biologica
com dados similares
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5.6. Butirato de Sodio (NaBut)

E possivel observar na Figura 12 que o NaBut afetou negativamente o crescimento da
C. glabrata. Houve diminui¢ao do crescimento fungico nas concentracdes de molaridade
testadas [55 mM — 1,718 mM], quando utilizado o meio de cultura Sabouraud (Figura 12A).
No entanto, quando utilizado meio de cultura RPMI (Figural2B), ndo houve redugdo no
crescimento e sim um aumento do crescimento do fungo na presenca do NaBut. Nota-se que o
resultado do efeito do NaBut sobre crescimento e inibi¢do da C. glabrata esta associado ao
meio de cultura utilizado, no qual, o0 meio mais rico em aglcar demonstra um maior efeito

desarmomico no crescimento fiingico na presenca do NaBut.
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Figura 12 - Efeito dose-dependente de NaBut sobre o crescimento de C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y representa a densidade dptica
(OD 600 nm), o eixo X (1-8) representa as concentrac¢des seriadas de NaBut (1 = [S5 mM], 2 = [27,5 mM], 3 =
[13,75 mM], 4 = [6,875 mM], 5 =[3,437 mM], 6 =[1,718 mM], 7 =[0,859 mM] e 8 = [0,429 mM]), do mais
concentrado para o menos concentrado. A linha preta tragada indica o controle de crescimento, em que apenas a
C. glabrata e os meios de cultura, RPMI ou Sabouraud (Sab). Na linha verde-escuro o grupo tratado com
concentragoes seriadas do NaBut. As figuras sdo a representagdo de duplicata biologica com dados similares
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5.7. Resumo dos resultados

Para melhor visualizagdo dos dados obtidos a Tabela 3 apresenta um compilado de todos

os resultados obtidos.

Tabela 3 - Resumo dos resultados dos p6s-bidticos dos Lactobacillus spp. e NaBut nos diferentes meios
utilizados na redu¢do do crescimento de C. glabrata

C. glabrata | L. casei (v/v) L. casei Shirota L. reuteri (v/v) L. rhamnosus NaBut (mM)
(v/v) (v/v)
Sab | Nao reduziu o Nioreduziuo Reduziu o N3io reduziu o Reduziu o
crescimento crescimento crescimento na crescimento crescimento na
concentragdo de concentracdo de 55
50% mM - 1,718 mM
YM |Ndo reduziu o Nadoreduziuo Reduziuo Nio reduziu o X
crescimento crescimento crescimento na crescimento
concentragdo de
50%

RPMI | Reduziu o Reduziu o Reduziu o Reduziu o Nao reduziu o
crescimento crescimento em  crescimento em crescimento em  crescimento
em todas as todas nas todas as todas as
concentragdes concentracdes  concentragdes concentragdes
testadas de 50% - 0.78% testadas testadas
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6. Discussao

Os Lactobacillus spp. sdo conhecidos como probidticos benéficos aos seres humanos e
algumas linhagens apresentam atividades antifingicas e regulacdo do sistema imunitario
(SONG; LEE, 2017; VILLENA et al., 2011). Estudos demostram que os Lactobacillus spp. no meio
de cultivo liberam na sua fermentagdo componentes de pds-bidticos. Esses pos-bioticos podem
ter acdes antifingicas, o acido lactico, por exemplo, atravessa a membrana do fungo causando
a perda da viabilidade ao reduzir o pH citoplasmatico e os peptideos podem romper a membrana
dos fungos causando lesao celular, além de inativar as moléculas no citoplasma (CATANOZE
et al., 2022; GERBALDO et al., 2012; VAN DER WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON,
2013). Neste contexto, o presente trabalho teve o interesse de avaliar o efeito do sobrenadante
de cultura (pds-bioticos) de determinadas espécies de Lactobacillus spp. sobre o crescimento
de C. glabrata.

Interessantemente, nota-se que, em determinados meios e diferentes pds-bidticos de
espécie-especifica de Lactobacillus spp. ao invés de inibir o crescimento, como era esperado,
aumentou. Assim, vale destacar que nao sdo todas espécies de LAC que seriam ideais para
estratégia de descolonizacdo de C. glabrata, levantando a hipdtese de que nem todos os
Lactobacillus sp. atuam como inibidor ou competidor contra patdégenos. Este dado indica que
o efeito dos LAC provavelmente € espécie-especifico, e mais, a depender da espécie de LAC
utilizada em determinado contexto, poderd favorecer o crescimento do patégeno, em uma
relagdo ecologica harmonica, que desfavorece ao hospedeiro infectado.

Foi1 observado em um estudo que a C. glabrata cresce com mais facilidade na presenca
de agucares (JIANG et al., 2015), pressupunha-se que os pos-biodticos dos Lactobacillus nao
tiveram um efeito mais eficaz na reducdo do crescimento da C. glabrata quando utilizado os
meios mais rico em agucares (YM e Sabouraud) devido a facilidade da C. glabrata em crescer
nesses meios.

O RPMI ¢ o meio indicado para realizagdo de CIM, segundo o BrCAST, pois tem uma
precisdo maior no ponto final. Os pds-bidticos dos 4 Lactobacillus analisados reduziram o
crescimento de C. glabrata, corroborado com os estudos j& publicados. A hipdtese levantada ¢
que dependendo do meio de cultivo e da sua composi¢ao, o pos-biodtico tém efeitos divergentes,
que podem estar relacionados ao pH, vitaminas, acidos graxos e outros componentes presentes
no meio, que podem interagir com o pos-bidtico negativamente, ou por serem meios ricos em
nutrientes, promovem melhora do crescimento fingico para além do efeito do pds-bidtico.

Diferentes estudos demostraram que o L. casei inibiu o crescimento e a formagao de
hifas em biofilmes de C. albicans, um dos principais fatores de viruléncia, além da redugdo no
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nivel de infec¢do do fungo (CATANOZE et al., 2022; MANZOOR et al., 2016; SONG; LEE,
2017; VAN DER WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON, 2013).

Ja o estudo de VILLENA et al. (2011) observou que L. casei regula a fungao fagocitica
dos macrofagos, fazendo com que os macréfagos e células dendriticas induzam a produgao de
TNF-a e IFN-y no intestino de camundongos desnutridos. Outro estudo observou que utilizado
o método difusdo em pocos na placa de Petri, o L. casei ndo teve efeito de inibicdo em C.
albicans (ZAVISIC et al., 2012).

No estudo de SONG; LEE, (2017) foi avaliado o efeito de acido lactico e peptideos
antimicrobianos, presentes no pds-bidticos de L. casei. Para o acido lactico quando o pH estava
proximo a 3, os pesquisadores observaram uma sutil reducdo sobre o crescimento de C.
albicans. Em relacao aos peptideos antimicrobianos, a proteinase K nao demostrou efeito sobre
o crescimento, ja para as demais proteinases observou-se o efeito de inibicdo (SONG; LEE,
2017).

Produtos que contem bactérias probidticas estdo sendo estudados pelos seus beneficios
a saude, principalmente em doencgas gastrointestinais e doencas infecciosas. O L. casei Shirota,
por exemplo, estd presente no leite fermentado Yakult (SUTULA et al., 2013). O estudo de
PANIAGUA et al. (2021), demostra que o efeito do probidtico do L. casei Shirota na inibigdo
no crescimento e formagdo de biofilmes em Candida spp., pode estar relacionada a produgdo
de acido lactico pelo L. casei Shirota. Este estudo utilizou a mesma metodologia e meio de
cultivo RPMI 1640 que foi utilizado neste estudo (PANIAGUA et al., 2021). Outro estudo
demostrou que o L. casei Shirota, reduziu a quantidade 46% de Candida na cavidade oral, além
disso eles observaram que houve uma redugao nos niveis de IgA anti-Candida, devido a menor
estimulagdo antigénica significando a diminui¢dao de linhagens de Candida na cavidade oral
(SANTOS et al., 2009).

SPAGGIARI et al. (2022), em seu estudo avaliou o efeito dos sobrenadantes de culturas
de Lactobacillus em fatores de viruléncia de C. parapsilosis (formacdo de pseudo-hifas e
capacidade de adesao a monocamada de células vaginais). Os produtos metabolicos produzidos
por L. reuteri inibiram o crescimento da C. parapsilosis, além de afetar a viabilidade das células
fingicas, os resultados mostraram que o pds-bidtico ndo modificou a estrutura da C.
parapsilosis ao formar pseudo-hifas, mas diminuiram a capacidade de adesao (SPAGGIARI et
al., 2022). Outro estudo demostrou que o L. reuteri quando utilizado como suplementagao ¢ tao

eficaz quanto nistatina em bebés prematuros para prevencdo de candidiase mucocutinea

(ONCEL et al., 2015).
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ZHAO et al. (2016) observou que diferentes linhagens de L. reuteri tem efeitos
antifingicos em C. albicans e C. parapsilosis, inibindo o seu crescimento. Entretanto, em C.
krusei nao teve o seu crescimento inibido, isso deve ao fato de que essa espécie de Candida ¢é
menos suscetivel aos pds-bidticos e ter uma maior resisténcia aos antifingicos em comparagao a
outras espécies de Candida (ZHAO et al., 2016).

O L. rhamnosus produz acido lactico e peptideos antimicrobianos que tem func¢do de
inibir efeito de viruléncia de Candida (MANZOOR et al., 2016; SONG; LEE, 2017). Um estudo
demostrou que L. rhamnosus tem agdo antifingica em C. albicans ao reduziu a formagao de
biofilmes em protese dentdrias, utilizando o método por difusdo em disco Kirby-Bauer. Foi
observado também que a C. albicans pode ser sensivel a peptideos antifingicos liberados por
L. rhamnosus e L. casei (SONG; LEE, 2017).

Foi observado atividade antifingica de linhagens de L. rhamnosus contra C. albicans,
C. parapsilosis e C. tropicalis, utilizando o método de sobreposicao (PITHVA et al., 2014).
Outro estudo demostra que o sobrenadante dos L. rhamnosus diminuiu a quantidade de Candida
no intestino de camundongos. Os resultados demostraram que a infec¢do por Candida aumenta
a produgao de citocinas, mas quando a administrado o L. rhamnosus houve uma diminuicao de
citocinas, mostrando a regulagdo do sistema imunitario (PANPETCH et al., 2020).

STIVALA et al. (2021) observou-se que o L. rhamnosus tem atividade antimicrobiana
contra linhagens de C. albicans e C. glabrata, no qual foi testado diversos fatores para saber se
a linhagens de L. rhamnosus ¢é probiotico viavel, resultando que o L. rhamnosus ¢ uma linhagem
com potencial probiodtico, por produzir pos-bidticos com acdo contra biofilme de fungos e
bactérias, reducao da capacidade de aderir a mucosa epitelial, e diminui¢ao na capacidade de
formar agregados fortes e co- agregados com Candida (STIVALA et al., 2021). Outro estudo
observou que L. rhamnosus inibiu a formagdo de hifas de C. albicans além de reduzir a
liberagdo de proteinases e fosfolipases, além disso, reverteu a resisténcia aos medicamentos
contra C. albicans, teve uma agao de inibi¢do nas bombas de efluxo dos farmacos testadas
(DUBE et al., 2020).

ROSE et al. (2020), demostrou com método em agar de sobreposicdo a atividade
antifungica do L. rhamnosus contra C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C.
dubliniensus ¢ C. parapsilosis, percebeu-se que todas as linhagens de L. rhamnosus teve
atividade antifingica e que todas as espécies de Candida apresentou diminui¢do no
crescimento. Sendo que, C. parapsilosis houve o maior efeito de inibicao e a C. krusei houve o

menos efeito de inibi¢do, no estudo sugere que o efeito de inibicdo do L. rhamnosus é
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determinado pelo pH, nesse caso o acido lactico produzido fortemente pelo L. rhamnosus, além
de outros acidos organicos como o acido acético (JORGENSEN et al., 2020).

Dados in vitro do estudo de MCKLOUD et al. (2021) demonstra que diferentes espécies
de Lactobacillus podem manter a microbiota vaginal saudavel, por meio da regulagao da
expressao génica da C. albicans e a capacidade de reduzir compostos fingicos na formagao de
biofilmes, sendo que, o L. rhamnosus foi a cepa que demonstrou o maior efeito de inibi¢do na
formacao de biofilmes (MCKLOUD et al., 2021).

Compostos produzidos pelos Lactobacillus bloqueiam um dos principais fatores de
viruléncia da C. albicans. Segundo o estudo de MACALPINE et al. (2021) o sobrenadante
filtrado de L. rhamnosus bloqueou a transicao da C. albicans de levedura para hifa. Foram
testadas outras bactérias probidtica, sendo que, o L. reuteri também demonstrou efeito
antifilamentacao, resultando em um bloqueio na morfogénese das hifas. Nesse mesmo estudo
foram avaliados alguns compostos produzidos pelos Lactobacillus, como o acido latico, porém
percebeu-se que o composto 1-ABC era suficiente para bloquear a filamentagdo de C. albicans,
no qual, a inibi¢do da filamentacao acontece pela ligagao do composto 1-ABC na Yak1 do fungo
(uma quinase da familia DYRKI). Além disso, o estudo demonstrou que a estrutura da 1-
etoxicarbonil-p-carbolina bloqueia a formacao de biofilme de C. albicans (MACALPINE et al.,
2021).

NaBut ¢ conhecido por inibir histonas desacetilases (HDAC) e assim interferir no
silenciamento génico, sendo um potencial inibidor de fatores de viruléncia e do crescimento de
leveduras. Modificacdes de histonas de C. albicans e C. glabrata, nas acetilagdes e metilagdes
entre outras, atuam como papel na regulacao das respostas ao estresse, resisténcia antifiungica
e viruléncia desses fungos (GARNAUD et al., 2016a; NGUYEN et al., 2011a).

NGUYEN et al. (2011), demostrou em seu estudo que dependendo da dose utilizado do
NaBut, houve uma inibi¢do do crescimento da C. albicans, C. parapsilosis e C. neoformans,
além da interferéncia e inibicao dos fatores de viruléncia, como na formacao de biofilme pela
Candida, que esta associado a resisténcia medicamentosa (NGUYEN et al., 2011a). Tal estudo
reforca a ideia de que o NaBut afeta o crescimento de Candida. Todavia, no estudo de SMITH
e EDLIND, (2002) foi observado um efeito sutil nas doses utilizadas do NaBut sobre os fatores
de viruléncia e crescimento de C. albicans, porém quando aumentada a dose do NaBut, houve
uma reducdo no crescimento fungico (SMITH; EDLIND, 2002).

Outro estudo demostrou que o NaBut ndo teve efeito no transporte precursor da quitina

em C. albicans. A quitina ¢ um dos principais componentes da parede celular de Candida
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(BRAUN et al., 1987). Demostrando que o NaBut ndo atua na estrutura do fungo, mas acredita-
se que tem acdes nas modulagdes epigenéticas.

A divergéncia nos resultados dos estudos supracitados corrobora com a hipotese que
efeito do NaBut esta associado com as metodologias empregadas, haja vista que no estudo de
NGUYEN et al. (2011), foram utilizados meio de cultivo YPD (meio complexo rico em
nutrientes) e preparo das células com soro bovino. Ja no estudo de SMITH; EDLIND (2002),

foram utilizados os meios YPD ¢ RPMI com uma metodologia diferente.
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Capitulo 2:

Capitulo 2 - Lactobacillus spp. e Butirato de Sodio versus
Cryptococcus neoformans
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7. Resultados

O mesmo racional empregado no desenho experimental no capitulo anterior foi seguido
neste capitulo, de modo a permitir investigar os efeitos de pos-biodticos sobre o crescimento de
leveduras de C. neoformans.

Foram avaliadas curvas de crescimento da linhagem de C. neoformans (H99) nos meios
RPMI, Sabouraud (Sab), YM e MM, comparados com RPMI, Sab, YM, MM acrescido de 50%
do meio para Lactobacillus, MRS. Para todos os testes, foi considerado como controle de
crescimento, o meio de crescimento acrescido de 50% de MRS, haja vista que foi a
concentragdo maxima empregada nos testes de CIM. O racional para escolha desse modelo de
controle se deu para evitar vieses de algum efeito do meio MRS sobre o crescimento da
levedura, o que poderia interferir na analise real dos pos-bidticos, visto que, para estas analises
¢ necessario adicionar o sobrenadante de culturas dos Lactobacillus previamente cultivados no
MRS.

Observa-se na Figura 13A e 13D que as leveduras de C. neoformans nos meios de
cultivo RPMI e MM, acrescidos de 50% de MRS, cresceram acima da média em comparagao
ao controle de crescimento (sem meio MRS). Este resultado sugere que o meio MRS interfere
positivamente sobre o crescimento de C. neoformans nas condicdes testadas, que para o objeto
deste estudo ndo € um viés que sobrepde ao dado esperado, pelo contrario. Ja para os meios de
cultivos YM e Sabouraud (Figura 13B e 13C) acrescidos de MRS, houve uma redugao sutil no
crescimento de C. neoformans em comparacdo aos pocos que tinham somente os meios de

cultivos YM e Sabouraud.
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Figura 13 - Andlise do crescimento de C. neoformans (H99) nos meios de cultivo versus o
crescimento de C. neoformans nos meios de cultivos acrescidos de 50% de MRS
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Legenda: Crescimento controle de leveduras de C. neoformans com os meios de cultivos RPMI, MM, Sabouraud
(Sab) ou YM versus RPMI, MM, Sab ou YM acrescido de 50% de MRS. A analise foi realizada no intervalo de
crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600 nm). No eixo X os graficos A, B, C e D so os
controles positivos, na cor preta ha o controle de crescimento acrescido de 50% de MRS + leveduras de C.
neoformans. Na cor roxa o grupo controle de crescimento sem MRS, em que hé apenas a C. neoformans e os meios
RPMI, MM, Sab ou YM

O crescimento positivo das leveduras no meio com MRS descarta o viés de possiveis
inibi¢des promovidas pelo meio nos testes de Concentracao Inibitéria Minima (CIM), pois o
pos-bidtico se mantém no meio MRS apos a filtragem, estando presente no pogo de andlise. Os
dados da Figura 13 permitem escolher o controle mais adequado para analises subsequentes,
garantindo robustez na interpretacdo dos dados, além de remover os vieses da presenca do meio
MRS sobre o crescimento de levedura de C. neoformans. Para todos os ensaios de CIM foi
considerado como controle de crescimento o meio de cultivo, acrecido delevedura, e do
meioMRS na concentracao de 50%, visto que esta foi a concentragdo maxima aplicada em todos
os testes de pods-bioticos de Lactobacillus sp. Todavia, foi mantido também a linha de
crescimento que representa o crescimento do fungo somente no meio de cultivo, em todos as

figuras.

7.1. L. casei

Nos meios complexos Sabouraud e YM (Figura 14A e 14B) o pos-bidtico do L. casei
houve uma pequena reducao sobre crescimento do C. neoformans, na concentragao de 50% do
pos-bidtico. No RPMI (Figura 14C) o pds-biotico de L. casei tem o efeito de reducao do
crescimento em todas as concentragdes testadas. Como discutido no capitulo anterior sobre C.
glabrata, o RPMI é o meio indicado para realizagdo de CIM segundo o BrCAST, pois tem uma
precisdo maior no ponto final e resultou no melhor crescimento fingico. Além disso, o MRS
em relagdo ao C. neoformans, facilita o crescimento fingico e pode ser devido diversos fatores,
como nutrientes, agucares, entre outros compostos.

No meio MM (Figura 14D) o p6s-bidtico do L. casei também demonstrou redug@o sobre
o crescimento do fungo em todas concentracdes testadas. Entretanto, diferente dos outros meios
avaliados, nas menores concentragdes do pds-biotico foi possivel observar um declinio na linha
de crescimento do fungo, chegando ao nivel de crescimento de C. neoformans na presenca

somente do meio de cultivo MM, sem a presenca MRS.
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Figura 14 - Efeito dose-dependente do pds-bidtico de L. casei sobre o crescimento de leveduras de
C. neoformans (H99)
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos analisados (1 =[50%]; 2 =[25%]; 3 =[12.5%]; 4 =
[6.25%]; 5 =[3.12%]; 6 =[1.56%]; 7 =[0.78%]; 8 = 0.39%]. Na linha preta tragada ha o controle de crescimento
que contém o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) acrescido do MRS e C. neoformans. Na linha azul
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pontilhada hé o controle de crescimento em que ha apenas o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) sem a
presenca do MRS. Na linha vermelha ha a analise de C. neoformans e concentragoes seriadas do pds-bidtico de L.
casei. A numeracdo (1-8) no eixo X indica o sentido de concentracdo dos compostos testados, esses valores
representam dilui¢do seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentragdo). As figuras sdo a
representagdo de triplicata biologica com dados similares

Os dados da Figura 14D, 15D, 16D e 17D sugerem que o MRS promove o crescimento
de C. neoformans quando acrescido ao meio MM. O meio de cultivo MM ¢ apresenta redugao
deacgucares e nutrientes (o que sugere o emprego da nomenclatura usual para este meio — Meio
Minimo). E  um meio de cultivo indicado para inducdo de fatores de viruléncia de C.
neoformans, particularmente expansao da capsula.

Para inducdo in vitro dos atributos de viruléncia, C. neoformans necessita passar por estresses
externos. Interessantemente, na presenca de MRS as leveduras crescem mais que quando
compradas ao crescimento apenas no MM. Ja na presenca de diferentes concentragdes dos pos-
bioticos, o que se observa ¢ uma reducao da ordem de 2x, em relagdo a linha controle. O efeito
supressor do pos-bidtico ¢é tdo acentuado que supera o efeito positivo do MRS (Figura 13D),
afirmando que o p6s-biodtico ¢ o responsavel pela reducdo do crescimento, independente da

presenca do MRS. Os resultados dos 4 p6s-biodticos no meio de MM sdo semelhantes.

7.2. L. casei Shirota

Observa-se que C. neoformans nos meios de cultivo Sabouraud e YM (Figura 15A) com
0 pos-bidticos de L. casei Shirota, ndo apresentou inibicdo do crescimento fungico nas
concentragdes testadas. No meio YM com o pds-bidtico do L. casei Shirota (Figura 15B) foi
observado um comportamento de crescimento do C. neoformans semelhante ao comportamento
de C. neoformans na presenca do meio de cultivo MM (Figura 15D), quando menor a
concentragdo do pds-bidtico, menor o crescimento fungico. Todavia, o pds-bidtico do L. casei
Shirota ndo demonstrou a redug¢do do crescimento fungico em compara¢do ao controle de
crescimento do meio de cultivo YM acrescido com MRS.

RPMI e MM (Figura 15C e 15D) na presenga do pds-bidticos de L. casei Shirota,
demonstrou o mesmo efeito do pos-bidtico de L. casei nos meios testados. Corroborando, uma
vez mais, a hipétese sugerida no capitulo anterior, que o meio de cultivos e os pos-biodticos

espécie-especificos influenciam os resultados dos ensaios.
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Figura 15 - Efeito dose-dependente do pos-bidtico de L. casei Shirota sobre o crescimento de
leveduras de C. neoformans (H99)
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica a concentragdes seriadas dos compostos analisados (1 =[50%]; 2 =[25%]; 3 =[12.5%]; 4 =
[6.25%]; 5 =[3.12%]; 6 =[1.56%]; 7 =[0.78%]; 8 = 0.39%]. Na linha preta tragada ha o controle de crescimento
que contém o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) acrescido do MRS e C. neoformans. Na linha azul
pontilhada ha o controle de crescimento em que ha apenas o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) sem a
presenga do MRS. Na linha verde ha a andlise de C. neoformans e concentragdes seriadas do pos-bidtico de L.
casei Shirota. A numeragdo (1-8) no eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos testados, esses valores
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representam dilui¢do seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentragdo). As figuras sdo a
representacdo de triplicata biologica com dados similares

7.3. L. reuteri

Observa-se que o efeito do pos-biotico de L. reuteri, reduziu o crescimento de C.
neoformans nas duas primeiras concentracdes no meio de cultivo Sabouraud (50% e 25%)
(Figura 16A). No meio de cultivo YM o po6s-bidticos do L. reuteri reduziu o crescimento do C.
neoformans, somente na concentragdo de 50% (Figura 16B) e nos meios de cultivo RPMI e
MM, houve a redugdo do crescimento em todos as concentragdes do pos-bidtico do L. reuteri
(Figura 16C e 16D), os resultados reforcam os outros dados referentes aos L. casei e L. casei
Shirota no meio de cultivo RPMI e MM. Entretanto, no meio de cultivo RPMI na presenga do
pos-bidtico de L. reuteri o resultado ¢ semelhante ao do meio de cultivo MM, no qual, quanto

menor a concentragdo do pés-bidtico menor o crescimento fingico.
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Figura 16 - Efeito dose-dependente do pos-biotico de L. reuteri sobre o crescimento de leveduras

de C. neoformans (H99)
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica a concentracdes seriadas dos compostos analisados (1 =[50%]; 2 =[25%]; 3 =[12.5%]; 4 =
[6.25%]; 5=[3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%]. Na linha preta tracada héa o controle de crescimento
que contém o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) acrescido do MRS e C. neoformans. Na linha azul
pontilhada ha o controle de crescimento em que ha apenas o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) sem a
presenga do MRS. Na linha azul-escuro ha a analise de C. neoformans e concentragdes seriadas do pds-biotico de
L. reuteri. A numeragdo (1-8) no eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos testados, esses valores
representam diluigdo seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentragdo). As figuras sdo a
representagao de triplicata biologica com dados similares

70



7.4. L. rhamnosus

Observa-se 0 mesmo efeito do pos-biotico de L. rhamnosus no meio de cultivo
Sabouraud (Figura 17A), reduziu o crescimento do C. neoformans na concentracao de 50%. No
meio de cultivo YM (Fig. 17B) o pos-bidtico do L. rhamnosus nao houve a reducao do
crescimento do C. neoformans nas concentragdes testadas. Nos meios de cultivos RPMI e MM
(Figuras 17C e 17D) observa-se o mesmo efeito nos pds-bidticos dos quatro Lactobacillus
estudados, no qual, C. neoformans reduziu o crescimento em todas as concentragdes do pos-
biotico, além de um resultado também semelhante aos demais dados apresentados, quanto

menor a concentragdo do pos-bidtico, menor o crescimento fingico.
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Figura 17 - Efeito dose-dependente do pds-bidtico de L. rhamnosus sobre o crescimento de

leveduras de C. neoformans (H99)
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica a concentracdes seriadas dos compostos analisados (1 =[50%]; 2 =[25%]; 3 =[12.5%]; 4 =
[6.25%]; 5=1[3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 =[0.78%]; 8 = 0.39%]. Na linha preta tracada héa o controle de crescimento
que contém o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) acrescido do MRS e C. neoformans. Na linha azul
pontilhada ha o controle de crescimento em que ha apenas o meio de cultivo (RPMI, MM, Sab ou YM) sem a
presenca do MRS. Na linha roxa ha a analise de C. neoformans e concentragdes seriadas do pds-biotico de L. casei
Shirota. A numeragdo (1-8) no eixo X indica o sentido de concentragdo dos compostos testados, esses valores
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representam diluicdo seriada dos compostos analisados (da maior a menor concentragdo). As figuras sdo a
representacdo de triplicata biologica com dados similares

7.5. Butirato de Sodio

E possivel observar que houve diminuigdo no crescimento fingico em ambos os meios
de cultura utilizados na presenca do NaBut. Sendo que, no meio RPMI (Figura 18A) ocorreu a
redugdo do crescimento do C. neoformans nos trés primeiros pogos da concentragao de NaBut
[55 mM - 13,75 mM]. No meio Sabouraud (Figura 18B) houve a reducao fingica até o sexto
pogo da concentracdo do reagente [55 mM - 1,718 mM].
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Figura 18 - Efeito dose-dependente de NaBut sobre o crescimento de C. neoformans
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Legenda: A anélise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y representa a densidade optica
(OD 600 nm), o eixo X (1-8) representa as concentrag¢des seriadas de NaBut (1 = [55 mM], 2 = [27,5 mM], 3 =
[13,75 mM], 4 = [6,875 mM], 5=[3,437 mM], 6 =[1,718 mM], 7 =[0,859 mM] e 8 = [0,429 mM]), do mais
concentrado para o menos concentrado. A linha preta tragada indica o controle de crescimento, em que apenas a
C. neoformans e os meios de cultura, RPMI ou Sabouraud (Sab). Na linha verde-escuro o grupo tratado com
concentragdes seriadas do NaBut. As figuras sdo a representagdo de duplicata bioldgica com dados similares

74



7.6. Resumo dos resultados

A tabela 4 também apresenta um compilado dos resultados obtidos para melhor

compreensdo dos dados obtidos.

Tabela 4: Resumo dos resultados dos pos-bidticos dos Lactobacillus spp. e NaBut, nos diferentes meios
avaliados, sobre o crescimento de C. neoformans

C. neoformans | L. casei (v/v) L. casei Shirota L. reuteri (Vv/v) L. rhamnosus (v/v) NaBut (mM)
(v/v)

Sab | Reduziu o Nio reduziu o Reduziu o Reduziu o Reduziu o
crescimento crescimento crescimento na crescimento na crescimento na
na concentracdo de  concentragdo de concentrago de 55
concentragio 50% e 25% 50% mM - 1,718 mM
de 50%

YM | Reduziu o Nao reduziu o Reduziu o Nao reduziu o X
crescimento crescimento crescimento na crescimento
na concentracdo de
concentragio 50%
de 50%

RPMI | Reduziu o Reduziu o Reduziu o Reduziu o Reduziu o

crescimento crescimento em crescimento em crescimento em crescimento na
em todas as todas as todas as todas as concentragdo de 55
concentragdes concentragdes concentragdes concentragdes mM - 13,75 mM
testadas testadas testadas testadas

MM | Reduziu o Reduziu o Reduziu o Reduziu o X
crescimento crescimento em crescimento em crescimento em
em todas as todas as todas as todas as
concentragdes concentracoes concentragdes concentracoes
testadas testadas testadas testadas
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8. Discussao

E amplamente estudado os efeitos de probidtico contra patdgenos resistente, relatando a
eficacia da utilizacdo do probidtico no tratamento da doenca e melhora no desempenho do
sistema imunitario. Todavia estudos referentes a pds-bidticos e seus efeitos em fungos
patogénicos e resistentes a farmacos sdo escassos e estudos referentes a efeitos de pds-bidticos
de Lactobacillus spp. em C. neoformans sao raros.

Diferentes estudos demostram os beneficios na utilizagdo de probidticos, prebioticos e
pos-biodticos em doengas imunoldgicas e processos inflamatérios, sendo que os pos-bidticos
vém demostrado atividades antimicrobianas e sdo capazes de modular a microbiota, além de
conferir vantagens sobre os probidticos, visto que ha auséncia do aumento de uma colonizacao
de uma bactéria especifica e o agravamento de uma inflamagao (MORNIROLI et al., 2021;
VINDEROLA; SANDERS; SALMINEN, 2022).

Um dos principais pds-bidticos descrito foi a reuterina, composto derivado do glicerol
e fermentado pelo L. reuteri, esse metabodlico tem acgdo antimicrobiana em diversos micro-
organismo, como a C. albicans e outros metabolitos de subespécie de L. casei tem a agdo de
apoptose de células imunes humanas sem afetar as células epiteliais intestinais (CICENIA et
al., 2014).

A resisténcia antifingica vem aumentando ao decorrer dos anos e s3o poucos o0s
antifingicos disponiveis, além de serem toxicos para o organismo humano (LIN, 2009). O
principal tratamento para criptococose ¢ a administracdo da anfotericina B com flucitocina e
em seguida com fluconazol. Todavia linhagens de Cryptococcus resistentes a esses farmacos
vém sendo encontras (AGUDELO et al., 2015). Em vista disso, novas abordagens terapéuticas
com menor impacto sobre sele¢do de linhagens resistentes, como os pds-bidticos, surgem como
promissoras (CICENIA et al., 2014). Neste contexto, o presente trabalho teve o interesse de
avaliar o efeito do sobrenadante de cultura (pos-bidticos) de Lactobacillus spp. sobre o
crescimento de C. neoformans.

Um estudo utilizou a técnica de terapia fotodindmica antimicrobiana e observou que ao
utilizar essa metodologia com L. rhamnosus, por vias de administragdes intragastricas e
intranasal, o probiotico ndo apresentou melhora na sobrevida de camundongos infectados com
C. gattii, também nao apresentou melhoras significativas em comparagdo com o grupo testado
somente com o fluconazol e sinergismos do fluconazol com o probiotico (OLIVEIRA et al.,
2017). Talvez esses resultados apresentem um viés metodoldgico que alguns autores descrevem

a necessidade de o probidtico colonizar a regido, para entdo se observar efeito. Diferentemente
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dos pods-bidticos, que por serem inanimados, ndo carecem de colonizagdo, e podem ser
veiculados em altas concentragdes em unica dose.

A depender da metodologia utilizada e pds-biodticos espécie-especifica de Lactobacillus
spp., os resultados podem ser promissores ou nao. A utilizagao de probiodticos para o beneficio
na saide humana ¢ amplamente estudada e comprovada. Todavia, os mecanismos de agdo e os
beneficios dos pos-biodticos sao pouco elucidados na literatura, e os protocolos de ensaios ainda
sao escassos. Em razao disso, a metodologia utilizada foi padronizada baseando-se no protocolo
do BrCAST para microdilui¢ao em caldo, para ensaios com leveduras. Embora neste estudo
foram realizadas algumas modifica¢des, de modo a permitir a conducdo dos ensaios e testes em
diferentes meios de cultivo, visto que ndo ha uma metodologia especifica para estudar os efeitos
de pos-bioticos. Ademais, praticamente nao existem estudos dos efeitos dos pds-biodticos na
inibi¢do ou reducdo do crescimento de leveduras de C. neoformans.

O NaBut ¢ considerado um composto bacteriano importante, que tem fungdo de HDACi
(BRANDAO et al., 2015; GARNAUD et al., 2016b; QIU et al., 2015). Os estudos de NaBut
atuando como HDAC:i sdo mais inclinados a doengas oncologicas, imunoldgicas e inflamatorias
devido aos mecanismos epigenéticos. Visto que ha regulacdo na expressdo génica, essas
regulacdes estdo envolvidas em processos apoptose, ciclo celular, diferenciacdo celular e
resposta imune (KAZMIERCZAK-SIEDLECKA etal., 2022; ZHOU et al., 2021) que favorece
estudos voltados para controle microbioldgico, em razdo que o NaBut também tem fungao
antimicrobiana (NGUYEN et al., 2011a).

O estudo de RANJAN et al. (2021) observou que o NaBut reduziu o crescimento de
linhagens de C. neoformans resistentes a fluconazol e linhagens de C. neoformans mutantes em
teste de CIM utilizando o meio RPMI 16400, o mesmo meio empregado neste estudo. Foi
também observado o efeito de redugdo no crescimento fingico com combinagdo de terapia
fotodindmica, em que NaBut e outros moduladores epigenéticos potencializaram a atividade
antimicrobiana e demostraram um aumento no efeito do fluconazol, quando utilizado em
combinagdo como o NaBut (RANJAN et al., 2021). Em conjunto, esses dados sugerem que
alteragdes epigenéticas interferem na suscetibilidade aos medicamentos e na viabilidade celular
de Cryptococcus (MORALIS et al., 2020; RANJAN et al., 2021).

Outro estudo demostrou uma reducao no crescimento de C. neoformans em até 40%
quando utilizado 10 mM de NaBut, e 60% a 82% quando utilizado 20 mM-60 mM de NaBut
em testes de CIM. Observou-se que o NaBut tem efeito sobre os principais fatores de viruléncia

de C. neoformans, pois inibiu a formagdo de biofilmes, formacdo de capsula e formagdo de
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melanina em todas as concentracdes testadas. Nota-se que NaBut um inibidor de HDAC
influéncia nos fatores de viruléncia do Cryptococcus (NGUYEN et al., 2011b).

BRANDAO et al. (2015) demostraram uma redugo significativa do crescimento do C.
neoformans na concentragao de 20 mM de NaBut, embora no estudo as concentragdes de SmM
e 1 mM também apresentaram reducdo do fungo. Foi observado que HDACi ndo interferiu na
viabilidade celular, mas NaBut teve efeito prejudicial na formagao da capsula de C. neoformans.
Além disso, NaBut interferiu em outros fatores de viruléncia, como a atividade de fosfolipase,
enzimas que atuam na conformacao da membrana celular, inibindo a formagao do halo das
fosfolipases em todas as concentragdes testadas. Interferiu também no desenvolvimento de

hifas de acasalamento e na formagao de melanina de C. neoformans (BRANDAO et al., 2015).
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9. Conclusao

Este estudo comprovou a hipétese de que os produtos metabdlicos derivados de
Lactobacillus spp. tém a capacidade de reduzir o crescimento de leveduras patogénicas,
representando uma potencial estratégia terapéutica. Os pds-bidticos de L. casei, L. casei Shirota,
L. reuteri, L. rhamnosus e NaBut demonstraram efeitos inibitorios sobre o crescimento das
leveduras, sendo influenciados pelo meio de cultura e pela espécie de LAC produtora.

Concentracbes entre 50% e 0,39% v/v dos quatro pds-bidticos testados reduziram o
crescimento in vitro de C. glabrata e C. neoformans no meio RPMI, assim como para C.
neoformans no meio MM. L. reuteri, a 50%, diminuiu o crescimento de C. glabrata nos meios
condicionados, enquanto em Sabouraud, reduziu o crescimento de C. neoformans a 25% e 50%;
em YM, a reducdo ocorreu a 50%. L. rhamnosus, a 50%, reduziu o crescimento de C.
neoformans em Sabouraud, e L. casei, em Sabouraud e YM.

NaBut apresentou reducdo no crescimento de C. glabrata em todas as concentragdes
testadas 55 mM — 1,718 mM no meio Sabouraud, e de C. neoformans nas concentracdes de 55
mM a 1,718 mM no meio Sabouraud, e de 55 mM a 13,75 mM no meio RPMI.

Ademais, observou-se que o efeito inibitério dos pos-bidticos dos Lactobacillus foi menos
expressivo em meios mais ricos em nutrientes e agucares, como Sabouraud e YM, comparado
com RPMI 1640 e meio condicionado.

E relevante destacar que os resultados relacionados a C. glabrata corroboram estudos
prévios sobre probioticos/pos-bidticos em Candida albicans, com efeitos antimicrobianos
evidentes. No obstante, € necessario identificar os metabdlitos responsaveis pelas acGes
fungistaticas ou fungicidas nos po6s-bioticos de Lactobacillus para desenvolver futuramente
produtos biotecnoldgicos contra infecdes fangicas resistentes.

Finalmente, os dados indicam que os pés-bi6ticos podem se tornar uma terapia
coadjuvante, com menor impacto na selecdo de linhagens resistentes em compara¢do com
antimicrobianos atuais. 1sso abre novas possibilidades terapéuticas, proporcionando
economicidade e ampla disponibilidade clinica, especialmente em regifes economicamente

vulneraveis.
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11. Apéndice

Analise do Desvio padrao do pos-bidtico de L. casei contra C. glabrata

Figura 19 - Anélise do Desvio-padrao do efeito dose-dependente do pés-bidtico de L. casei sobre o
crescimento de C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica os 1-8 pogo com a concentrag¢des seriadas dos compostos analisados (1 = [50%]; 2 = [25%];
3 =112.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%] da placa mais o controle de
crescimento. Na linha preta tragada ¢ a média do controle de crescimento que contem o meio de cultivo (RPMI,

88



Sab ou YM) mais o MRS e C. glabrata. No eixo X, os graficos apresentam o desvio padrdo, no qual, os pocos de
1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras s@o a representagao de triplicata bioldgica com dados similares

Analise do Desvio-padrao do pos-biotico de L. casei Shirota contra C. glabrata

Figura 20 — Analise do Desvio-padrio do efeito dose-dependente do pos-bidtico de L. casei Shirota
sobre o crescimento de C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica os 1-8 pogo com a concentrag¢des seriadas dos compostos analisados (1 = [50%]; 2 = [25%];
3 =112.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%] da placa mais o controle de
crescimento. Na linha preta tragada ¢ a média do controle de crescimento que contem o meio de cultivo (RPMI,
Sab ou YM) mais o0 MRS e C. glabrata. No eixo X, os graficos apresentam o desvio padrao, no qual, os pocos de
1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras sdo a representacgao de triplicata bioloégica com dados similares
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Analise do Desvio-padrao do pos-biotico de L. reuteri contra C. glabrata

Figura 21: Analise do Desvio-padrio do efeito dose-dependente do pds-biodtico de L. reuteri sobre
o crescimento de C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica os 1-8 pogo com a concentrag¢des seriadas dos compostos analisados (1 = [50%]; 2 = [25%];
3 =T112.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%] da placa mais o controle de
crescimento. Na linha preta tragada é a média do controle de crescimento que contem o meio de cultivo (RPMI,
Sab ou YM) mais o0 MRS e C. glabrata. No eixo X, os graficos apresentam o desvio padrdo, no qual, os pogos de
1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras sdo a representagao de triplicata bioldgica com dados similares
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Analise do Desvio-padriao do pos-bidtico de L. rhamnosus contra C. glabrata

Figura 22 - Analise do Desvio-padrio do efeito dose-dependente do pés-biotico de L. rhamnosus
sobre o crescimento de C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica os 1-8 pogo com a concentrag¢des seriadas dos compostos analisados (1 = [50%]; 2 = [25%];
3 =T112.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%] da placa mais o controle de
crescimento. Na linha preta tragada ¢ a média do controle de crescimento que contem o meio de cultivo (RPMI,
Sab ou YM) mais o MRS e C. glabrata. No eixo X os graficos apresentam o desvio padrdo, no qual, os pogos de
1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras s3o a representacao de triplicata bioldgica com dados similares
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Analise do Desvio-padrio de NaBut contra C. glabrata

Figura 23: Analise do Desvio-padrio do efeito dose-dependente de NaBut sobre o crescimento de
C. glabrata
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y representa a densidade Optica
(OD 600 nm), o eixo X indica os 1-8 pogo que representa as concentragdes seriadas de NaBut (1 = [55 mM], 2 =
[27,5mM], 3 = [13,75mM], 4 = [6,875 mM], 5 =[3,437 mM], 6 =[1,718 mM], 7 =[0,859 mM] e 8 =[0,429
mM]) da placa mais o controle positivo. Na linha preta tracada é a média do controle de crescimento, em que
apenas C. glabrata e os meios de cultura, RPMI ou Sabouraud (Sab). No eixo X, os graficos apresentam o desvio
padrio, no qual, os pocos de 1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras sdo a representacdo de triplicata
bioldgica com dados similares.
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Analise do Desvio-padrao do pos-bidtico de L. casei contra C. neoformans (H99)

Figura 24: Analise do Desvio-padrao do efeito dose-dependente do pos-biético de L. casei sobre o
crescimento de C. neoformans (H99)
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica os 1-8 pogo com a concentrag¢des seriadas dos compostos analisados (1 = [50%]; 2 = [25%];
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3 =112.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%] da placa mais o controle de
crescimento. Na linha preta tragada ¢ a média do controle de crescimento que contem o meio de cultivo (RPMI,
Sab, YM ou MM) mais o0 MRS e C. neoformans. No eixo X, os graficos apresentam o desvio padrio, no qual, os
pogos de 1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras s@o a representacdo de triplicata bioldgica com dados
similares
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Analise do Desvio-padriao do pos-bidtico de L. casei Shirota contra C. neoformans (H99)

Figura 25 - Analise do Desvio-padrio do efeito dose-dependente do pds-biodtico de L. casei Shirota
sobre o crescimento de C. neoformans (H99)
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica os 1-8 pogo com a concentragdes seriadas dos compostos analisados (1 = [50%]; 2 = [25%];
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3 =112.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%] da placa mais o controle de
crescimento. Na linha preta tragada ¢ a média do controle de crescimento que contem o meio de cultivo (RPMI,
Sab, YM ou MM) mais o0 MRS e C. neoformans. No eixo X, os graficos apresentam o desvio padrio, no qual, os
pogos de 1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras s@o a representacdo de triplicata bioldgica com dados
similares
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Analise do Desvio-padriao do pos-bidtico de L. reuteri contra C. neoformans (H99)

Figura 26 - Analise do Desvio-padrao do efeito dose-dependente do pés-bidtico de L. reuteri sobre
o crescimento de C. neoformans (H99)
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica os 1-8 pogo com a concentrag¢des seriadas dos compostos analisados (1 = [50%]; 2 = [25%];
3 =112.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%] da placa mais o controle de
crescimento. Na linha preta tragada ¢ a média do controle de crescimento que contem o meio de cultivo (RPMI,
Sab, YM ou MM) mais o0 MRS e C. neoformans. No eixo X, os graficos apresentam o desvio padrdo, no qual, os
pogos de 1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras s@o a representacdo de triplicata biolodgica com dados
similares
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Analise do Desvio-padrao do pos-biotico de L. rhamnosus contra C. neoformans (H99)

Figura 27 - Analise do Desvio-padrao do efeito dose-dependente do pos-bidtico de L. rhamnosus
sobre o crescimento de C. neoformans (H99)
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Legenda: A andlise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade optica (600
nm), o eixo X indica os 1-8 pogo com a concentragdes seriadas dos compostos analisados (1 = [50%]; 2 = [25%];
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3 =112.5%]; 4 = [6.25%]; 5 = [3.12%]; 6 = [1.56%]; 7 = [0.78%]; 8 = 0.39%] da placa mais o controle de
crescimento. Na linha preta tragada ¢ a média do controle de crescimento que contem o meio de cultivo (RPMI,
Sab, YM ou MM) mais o0 MRS e C. neoformans. No eixo X, os graficos apresentam o desvio padrio, no qual, os
pogos de 1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras s@o a representacdo de triplicata bioldgica com dados

similares

Analise do Desvio-padrao de NaBut contra C. neoformans

Figura 28 - Desvio padriao do efeito dose-dependente de NaBut sobre o crescimento de C.

neoformans
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Legenda: A analise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y representa a densidade Optica
(OD 600 nm), o eixo X indica os 1-8 pogo que representa as concentragdes seriadas de NaBut (1 = [55 mM], 2 =
[27,5mM], 3 = [13,75mM], 4 = [6,875 mM], 5=[3,437 mM], 6 =[1,718 mM], 7 =1[0,859 mM] e 8 =[0,429
mM]) da placa mais o controle de crescimento. Na linha preta tragada ¢ a média do controle de crescimento, em
que apenas C. neoformans e os meios de cultura, RPMI ou Sabouraud (Sab). No eixo X, os graficos apresentam o
desvio padrio, no qual, os pocos de 1-8 sdo os resultados das placas de CIM. As figuras sdo a representagdo de
duplicatas bioldgica com dados similares
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