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RESUMO

Candida spp. são as leveduras prevalentes envolvidas em infecções fúngicas, sobretudo em

pacientes imunocomprometidos, aumentando a morbimortalidade. Desde o alerta da OMS

acerca da escassez de antimicrobianos e o crescente número de micro-organismos

multirresistentes, se faz necessário avaliar as possíveis hipóteses de tratamento. Visto que a

Candida spp. já desenvolveu diversos mecanismos de resistência aos principais

antifúngicos utilizados no seu tratamento. Dessa forma, especula-se acerca de tratamentos

adjuvantes para a candidíase, como o uso de Butirato de Sódio, inibidor de Histona

Deacetilase, que estudos o indicam como características limitar o crescimento fúngico, a

virulência, a formação de biofilmes e a disseminação no hospedeiro. Outra hipótese é a

partir do uso de probióticos, como o L. casei Shirota, presente no Yakult, que estudos o

indicam características de potencial antifúngico, pela liberação de metabólitos no

sobrenadante de seu meio de cultivo. Por meio de ensaio de microdiluição em caldo e

análise de ação fungicida por meio de ensaio de Unidades Formadoras de Colônia, com

breakpoint de fluconazol e concentrações variadas de Butirato de Sódio e sobrenadante da

cultura de L. casei Shirota. Apresentando resultados positivos e animadores, com a redução

significativa do crescimento C. albicans e C. glabrata quando com Butirato de Sódio e

sobrenadante de L. casei Shirota e quando juntos apresentou sinergismo com redução do

crescimento fúngico semelhante ao uso de fluconazol. Logo, abrindo novas possibilidades

para o tratamento para candidíase vaginal e intestinal, com a vantagem de uma limitada

possibilidade de gerar resistência ao tratamento, por resultar na relação desarmônica entre

bactérias e leveduras.

Palavra-chave: Butirato de Sódio. Candida albicans. Candida glabrata. Lactobacillus

casei Shirota.



ABSTRACT

Candida spp. is the main cause of fungal infections, especially in immunocompromised

patients, increasing morbidity and mortality rates. And since the WHO warning about the

scarcity of antimicrobials and the growing number of multi-resistant microorganisms, it is

necessary to evaluate the possible treatment hypotheses. Since Candida spp. has already

developed several mechanisms of resistance to the main antifungal agents used in its

treatment. Thus, it is speculated about adjuvant treatments for candidiasis, such as the use

of Sodium Butyrate, a Histone Deacetylase inhibitor, which studies indicate as

characteristics limiting fungal growth, virulence, biofilm formation and host dissemination.

Another hypothesis is based on the use of probiotics, such as L. casei Shirota, present in

Yakult, which studies indicate to have potential antifungal characteristics, through the

release of metabolites in the supernatant of their culture medium. By means of

microdilution test in broth and analysis of funcidial action by means of the Colony

Forming Units test, with fluconazole breakpoint and varied concentrations of Sodium

Butyrate and L. casei Shirota culture supernatant. Delivering positive and encouraging

results were presented, with a significant reduction in growth of C. albicans and C.

glabrata when using Sodium Butyrate and L. casei Shirota supernatant and when together,

it presented synergism with reduced fungal growth similar to the use of fluconazole.

Therefore, opening new possibilities for the treatment of vaginal and intestinal candidiasis,

with the advantage of not generating resistance to the treatment, as it results in the

inharmonious relationship between bacteria and yeasts.

Key words: Antifungal Agents. Butyric Acid. Candida Albicans. Candida Glabrata.

Lactobacillus casei Shirota. 
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1. INTRODUÇÃO

Os fungos são micro-organismos em sua maioria saprófitas, com papel essencial ao

equilíbrio ecológico que permite a vida no planeta 1. Contudo, algumas dezenas de espécies

são capazes de causar uma diversidade de processos infecciosos em humanos, associados a

elevado risco de morbimortalidade 2–4. Pode-se dizer que os fungos patogênicos apresentam

uma adaptação in vivo de sucesso durante processos infecciosos, tal fato se deve além dos

fatores de virulência, ao crescente perfil de resistência aos tratamentos convencionais 5,6.

À vista disso, a infecção causada por Candida spp. está ligada a altos custos

referentes ao tratamento e hospitalização dos pacientes e níveis elevados de morte,

principalmente em pacientes que se encontram imunossuprimidos, o que aumenta a chance

de casos de fungemia 7–10.

1.1 Candida albicans

A espécie Candida albicans é a principal levedura causadora da candidíase, devido

aos fatores de virulência, como mecanismos de evasão do sistema imunológico, sua

plasticidade morfológica (levedura, pseudo-hifas e hifas), a capacidade de formar biofilme,

além da disseminação no ambiente hospitalar 11–13. Somando os fatores supracitados, C.

albicans é parte da microbiota dos indivíduos, podendo ser encontrada na cavidade oral, no

trato gastrointestinal e geniturinário 8,12,14.

C. albicans e demais espécies podem ainda contar com alterações que as tornam

resistentes às principais formas de tratamento disponíveis na atualidade15–17.

1.2 Candida glabrata

Taxonômica e morfologicamente C. glabrata é uma espécie de fungo leveduriforme

haplóide, comensal, que pertence à família Saccharomycetaceae 18,19. Esta espécie é

pertencente à microbiota humana e coloniza, principalmente, o trato gastrointestinal 20,21.

Contudo, linhagens de C. glabrata patogênicas vêm aumentando em número

de casos, de modo que, tornou-se grave problema de saúde pública, particularmente entre

mulheres em idade fértil 22 e imunocomprometidos, devido ao alto nível de mortalidade e

resistência aos antifúngicos 23,24. Inquéritos epidemiológicos apontam C. glabrata como a

segunda espécie mais isolada em infecções no sistema sanguíneo de pacientes

imunocomprometidos, e a espécie mais comum em relação à resistência de antifúngicos

https://paperpile.com/c/B3U4oL/H9HY
https://paperpile.com/c/B3U4oL/zGvp+97AC+xdzv
https://paperpile.com/c/B3U4oL/z0Ai+g3m1
https://paperpile.com/c/B3U4oL/jMOU+fBrp+LgqN+BIG0
https://paperpile.com/c/B3U4oL/PqNm+uhi2+2tN0
https://paperpile.com/c/B3U4oL/fBrp+YKbZ+uhi2
https://paperpile.com/c/B3U4oL/upxv+0Kvj+SUoh
https://paperpile.com/c/B3U4oL/Cs0m+iWjO
https://dx.doi.org/10.3389%2Ffmicb.2020.544480
https://paperpile.com/c/B3U4oL/buoH+oMRW
https://paperpile.com/c/B3U4oL/xJGf
https://paperpile.com/c/B3U4oL/zMJe+n5K4
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em hospitais 25, além de ser responsável por 10% a 15% dos casos de candidíase

vulvovaginal 26,27.

C. glabrata não possui a capacidade de dimorfismo, ou seja, mudar de

leveduras para hifas, entretanto, uma das suas principais características de patogenicidade é

a produção de biofilmes, sendo uma estrutura microbiana altamente organizada, com

diversas sequências de divisão celular, incorporada em uma matriz extracelular, formando

uma estrutura tridimensional em superfícies 25,28,29. Associado a capacidade em formar

biofilme, C. glabrata apresenta facilidade em aderir a diferentes tipos de tecidos dos

hospedeiros, como células epiteliais, endoteliais, células do sistema imunológico, entre

outras 28,30.

Somado a esses fatores de virulência essa espécie também é intrinsecamente

resistente ao fluconazol, fármaco mundialmente empregado no tratamento de infecções por

Candida spp. 25. A principal diferença entre C. albicans e C. glabrata se dá pela resistência

intrínseca ao fluconazol e aos principais antifúngicos azóis, empregados para tratamento
31–33. Os mecanismos descritos acerca da resistência envolvem upregulation do

transportador do medicamento, overexpression ou alteração do receptor do medicamento,

modificações celulares e indução da expressão de bombas de efluxo 5,34.

1.3 Resistência aos antimicrobianos do mercado

“No time to wait: securing the future from drug-resistant infection

Organização Mundial de Saúde (OMS) 35 alerta grave problema de saúde pública1

mundial, estima-se que até 2050 a resistência microbiana será o maior problema

enfrentado. De acordo com os dados disponíveis1, anualmente as infecções resistentes a

medicamentos já causam pelo menos 700.000 mortes, incluindo 230.000 mortes por

tuberculose multirresistente (Interagency Coordination Group on Antimicrobial

Resistance, 2019). Em um cenário mais alarmante, se nenhuma ação for tomada, estima-se

cerca de 10 milhões de mortes anuais até 2050, sendo que 2,4 milhões de pessoas poderão

vir a óbito em países de alta renda entre 2015 e 2050.

1 Disponível em: WHO (2019). Acesso em: 21/10/2021

https://paperpile.com/c/B3U4oL/jSgb
https://paperpile.com/c/B3U4oL/5PO9+Qk5R
https://paperpile.com/c/B3U4oL/pIxa+jSgb+NKjf
https://paperpile.com/c/B3U4oL/DUCX+pIxa
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2019.03.028
https://paperpile.com/c/B3U4oL/jSgb
https://paperpile.com/c/B3U4oL/MkRd+avNU+ZXkm
https://paperpile.com/c/B3U4oL/fUHr+z0Ai
https://paperpile.com/c/B3U4oL/0Zs7
https://www.who.int/docs/default-source/documents/no-time-to-wait-securing-the-future-from-drug-resistant-infections-en.pdfsfvrsn=5b424d7_6
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Um dos principais fatores, se não o principal, responsável por este cenário

alarmante, número crescente de micro-organismos multirresistentes, se dá por meio da

prática do uso empírico de antimicrobianos, sem embasamento em evidências científicas,

ou acompanhando da ausência de diagnóstico laboratorial para identificação do agente e

correta indicação de tratamento 7.

Associado à resistência aos antifúngicos, vale pontuar que a escassez de

antimicrobianos é uma realidade iminente, e a necessidade de estudos que conduzam às

novas abordagens terapêuticas é indubitavelmente essencial.

1.4 Uma porta que se abre: pré e probióticos como possibilidade de novas abordagens

terapêuticas adjuvantes.

Na natureza existem relações ecológicas entre os seres vivos denominadas

harmônicas e desarmônicas. A competição por nutrientes e espaço é o “pontapé” que levou

a premissa postulada por Herbert Spencer e mais tarde explorada por Charles Darwin:

sobrevivência do mais apto, ou conceito relativo à competição pela predominância 36. Tal

“competição” ocorre em todos os nichos ecológicos, seja em um macro-ecossistema

(oceanos e florestas, por exemplo) ou micro-ecossistema (microbiota da pele, intestino, por

exemplo).

Por definição, prebióticos são carboidratos não digeridos, fermentados pela

microbiota intestinal, que realizam produção de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC)

como butirato, acetato e propionato, substâncias benéficas para o organismo por auxiliarem

na seleção de populações de micro-organismos que compõem a microbiota saudável 37. A

atividade metabólica inter e intra reinos/classes, contribui indiretamente no

desenvolvimento e modulação do sistema imunológico, evitando o alojamento de

patógenos na intestinal 38.

Os probióticos são micro-organismos que presentes no organismo em quantidades

proporcionais, promovem defesa e melhoria na resposta imunitária 37. Bactérias do gênero

Lactobacillus são amplamente empregadas como suplementos alimentares probióticos 39,40.

Diferentes estudos comprovaram que a presença de probióticos na mucosa intestinal

https://paperpile.com/c/B3U4oL/jMOU
https://paperpile.com/c/B3U4oL/8xI4
https://paperpile.com/c/B3U4oL/frl1
https://paperpile.com/c/B3U4oL/vboW
https://paperpile.com/c/B3U4oL/frl1
https://paperpile.com/c/B3U4oL/at5c+x69L
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promove melhor resposta do sistema imune frente a micro-organismos patogênicos

invasores ou oportunistas, além de promoverem melhora na permeabilidade intestinal 41–45.

Neste sentido, os estudos empregando pré e probióticos podem ser uma “chave”

para melhor compreender com se dá interações entre micro-organismos na microbiota 46.

Prebióticos proporcionam condições de crescimento aos Probióticos que atuam em

conjunto em uma interação simbiótica, capaz de trazer benefícios e realizar a manutenção

do ecossistema, dando suporte à microbiota, para que na presença de invasores patogênicos

a resposta imunológica do hospedeiro seja mais seletiva e eficaz 47–49.

Convenientemente, a presença de probióticos ou de seus produtos metabólicos,

seria beneficial, particularmente devido à capacidade de produção de ácidos orgânicos,

moléculas antimicrobianas, ou mesmo pela produção de substâncias que favorecem a

existência de outros micro-organismos benéficos, reduzindo populações maléficas -

relações harmônicas e desarmônicas 50,51.

Além disso, os probióticos e seus metabólitos atuam de forma direta e indireta na

modulação do sistema imunológico 42,45,52, o que os tornam muito importantes para o

desenvolvimento da nova terapia. Esses micro-organismos também podem atuar alterando

o pH do trato gastrointestinal, produzindo compostos antimicrobianos, peróxido de

hidrogênio e ácidos orgânicos, competindo por sítios de ligação, estimulação de células

imunomoduladoras e melhora da mucosa intestinal 38–41,53,54.

Portanto, o “estado da arte” nas pesquisas que buscam propor novas abordagens

terapêuticas 55, talvez possa ser encontrado exatamente na compreensão entre as relações

ecológicas que ocorrem na biota do hospedeiro humano, na tentativa de modular a balança

entre quem cresce e coloniza ou não.

1.4.1 Lactobacillus spp.

A administração de probióticos, mais especificamente de Lactobacillus spp., vem

sendo considerada uma promissora proposta terapêutica, até mesmo em abordagem

pós-cirúrgica 56 Diferentes estudos destacam a capacidade desses micro-organismos em

reduzir complicações decorrentes de infecções em pacientes críticos 37,40.

Lactobacillus spp. produzem metabólitos importantes para sua sobrevivência e

colonização na microbiota, como: produção de ácido lático, ácido acético, bacteriocinas,

biossurfactantes, peróxido de hidrogênio e moléculas de co-agregação. Interessantemente,

https://paperpile.com/c/B3U4oL/PTFG+xdCc+C3CV+FMD6+ECNC
https://paperpile.com/c/B3U4oL/VsHB
https://paperpile.com/c/B3U4oL/XEL6+ZcLb+uv8n
https://paperpile.com/c/B3U4oL/x1mc+tUth
https://paperpile.com/c/B3U4oL/ECNC+ULvB+xdCc
https://paperpile.com/c/B3U4oL/vboW+at5c+jnz7+jhZN+x69L+PTFG
https://paperpile.com/c/B3U4oL/OdkH
https://paperpile.com/c/B3U4oL/Xlpx
https://paperpile.com/c/B3U4oL/frl1+x69L
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os metabólitos secretados por essas bactérias são os achados que corroboram para a

escolha dessa classe de micro-organismo para o combate ou controle das infecções

causadas pelas leveduras de Candida spp. 22,43,44,51,57–62.

Mais recentemente, um trabalho do nosso grupo demonstrou que a espécie de

Lactobacillus casei Shirota apresentou atividade de inibição sobre o crescimento de

Candida spp. 22. Outros estudos também apontaram um papel protetor desses lactobacilos

sobre a modulação da plasticidade morfológica e da resposta imune, consequentemente no

desenvolvimento da candidíase 58,63.

1.4.2 Butirato de sódio - um prebiótico promissor

O butirato de sódio (NaBut) é um ácido graxo de cadeia curta (AGCC) produto da

fermentação de bactérias probióticas presentes no cólon, a partir de fibra alimentar não

digerida 64. O NaBut apresenta propriedades anti-inflamatórias e anticancerígenas, além de

papel como modulador epigenético em fungos patogênicos 65.

Em um estudo conduzido por Wang e colaboradores (2018) foi observado que a

combinação entre bactérias produtoras de butirato, como Clostridium butyricum em

conjunto com Lactobacillus acidophilus, potencializou a atividade anti-inflamatória do

butirato 66.

Esses achados permitem sugerir que uma combinação entre este prebiótico e os

probióticos lactobacilos, poderiam oferecer potencial terapêutico até mesmo contra

processos infecciosos causados por micro-organismos residentes oportunistas ou invasores.

Epigeneticamente, NaBut pode atuar como inibidor de histona desacetilases

(iHDAC), interferindo nos processos de remodelagem da cromatina, o que implica na

expressão gênica em resposta às mudanças no ambiente 67,68. As alterações epigenéticas são

uma “faca-de-dois-gumes”, pois podem auxiliar o hospedeiro diminuindo inflamação, por

lado, afetam negativamente expressão de virulência em patógenos eucariotos 69–72. Devido

ao seu potencial contra leveduras patogênicas, poderia ser uma promissora abordagem

terapêutica 65,73.

Além disso, NaBut foi testado em C. albicans mostrando efeitos no crescimento, na

sensibilidade ao calor, na formação do tubo germinativo 74.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/oOcc+tUth+2TW3+C3CV+xJGf+FMD6+kIEX+OvLb+zjGK+C9In
https://paperpile.com/c/B3U4oL/xJGf
https://paperpile.com/c/B3U4oL/d8TV+2TW3
https://paperpile.com/c/B3U4oL/T5T7
https://paperpile.com/c/B3U4oL/ojvl
https://paperpile.com/c/B3U4oL/WWQm
https://paperpile.com/c/B3U4oL/2jlO+V53C
https://paperpile.com/c/B3U4oL/YRmf+m6nJ+cZes+50TH
https://paperpile.com/c/B3U4oL/jAoi+ojvl
https://paperpile.com/c/B3U4oL/4pp7
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Estudos recentes apontam um provável sinergismo entre iHDAC e antifúngicos

podem aumentar a suscetibilidade do fungo ao medicamento, reduzindo a resistência aos

antifúngicos disponíveis 75–86.

Com base no compilado de evidências apresentadas, e na tentativa de atender ao

“chamado” emergencial da OMS no combate a resistência microbiana, este estudo teve o

objetivo de investigar o efeito de excretas metabólicas de Lactobacillus casei Shirota,

presentes no sobrenadante de cultura pura, e do ácido graxo de cadeia curta, butirato de

sódio, sobre o crescimento de leveduras de C. albicans e C. glabrata. Ainda, investigou-se

possível interação entre as substâncias investigadas com fluconazol, na tentativa de propor

aumento da suscetibilidade.

2. METODOLOGIA

2.1 Candida spp.

As linhagens empregadas neste foram: C. albicans American Type Culture

Colletion (ATCC 90028) e C. glabrata American Type Culture Colletion (ATCC 90030),

gentilmente cedidas pelo Laboratório de Microbiologia Clínica do Hospital Universitário

de Brasília (HuB/UnB). Os estoques foram mantidos em meio de cultivo acrescido de

glicerol [30%], sendo mantidos congelados a -20°C.

O meio de cultura Sabouraud Dextrose caldo (SDA) foi utilizado para o cultivo

inicial das espécies fúngicas de Candida spp. Sendo o caldo composto por: hidrolisado

pancreático de caseína 5%, hidrolisado péptico de tecido animal 5% e dextrose 40%.

O meio de cultura YPD (Yeast extract – Peptone – Dextrose), gentilmente cedido

pela professora Dra. Simoni Campos Dias (Pós-graduação de Ciências Genômicas e

Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília), foi empregado nas análises de

Concentração Inibitória Mínima (CIM) das espécies fúngicas de Candida spp.. Sendo o

caldo composto por: extrato de levedura 1%, dextrose 2% e peptona 2%.

Para cultivo das leveduras, foi preparado o caldo YPD, aliquotado volume de 2mL

distribuído em tubos de ensaio, seguido-se processo de esterilização a 121ºC por 15

minutos, em autoclave à vapor. Após esterilização dos meios de cultivo, os inóculos foram

preparados a partir da incubação de 10μL da suspensão de cada estoque. O cultivo de cada

micro-organismo foi realizado a 37ºC por 48 horas.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/T3Jm+HZA9+n3Pq+hgko+jTQS+DGUP+rtwz+8v3R+H0oE+a9Aa+XJOj+0lhF
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2.2 Lactobacillus spp.

A linhagem empregada foi a L. casei Shitora, isolada em 2019 no laboratório de

Análises Clínicas do Departamento de Farmácia (ULEG/FS-UnB), pela Dra. Rosane

Mansan, a partir de Yakult (Yakult® 13, Lote H1336). Os estoques foram mantidos em

meio de cultivo acrescido de glicerol [30%], sendo mantidos congelados a -20°C.

O meio de cultura Lactobacilli MRS Broth Acumedia® 29 (MRS) (Neogen do

Brasil, São Paulo, Brasil) foi utilizado para o cultivo da espécie de Lactobacillus spp..

Sendo o caldo composto por: enzima digestiva de tecido animal 1%, extrato de carne 1%,

extrato de levedura 0,5%, dextrose 2%, acetato de sódio 0,5%, polissorbato 800,1%,

fosfato de dissódio 0,2%, citrato de amônio 0,234%, sulfato de magnésio 0,01% e sulfato

de manganês 0,005%.

O meio foi suspenso em água destilada e distribuído em tubos de ensaio contendo

2mL do caldo MRS, esterilizados a 121ºC por 15 minutos, em autoclave à vapor.

Nos tubos estéreis de ambos os meios de cultivo, foram adicionados 3μL da

suspensão de cada amostra isolada conservadas em solução aquosa de glicerol a 30%.

Após a inoculação de uma amostra por tubo, foi realizado o cultivo a 37ºC por 48 horas.

2.3 Manutenção e cultivo de Candida spp. e Lactobacillus spp.

Todas as amostras foram conservadas em solução aquosa de glicerol a 30% e

congeladas -20ºC em microtubos de 1,5mL até utilização nas pesquisas. Em momento

oportuno, os isolados foram cultivados a 37ºC por 48 horas, em tubos de ensaio contendo

2mL de caldo de YPD ou MRS para emprego nos ensaios realizados.

2.4 Reagentes e soluções.

Em relação ao preparo dos reagentes, para o Butirato de Sódio (Cayman

Chemical®) foi feita uma solução estoque, mantida a -20ºC, sob proteção da luz, a uma

concentração de 500mM, diluído com água para injetáveis. Sendo usado para os testes

mais concentrados, 150μL da solução estoque, o que caracteriza 75mM de NaBut.

Para o Fluconazol foram feitas diluições com solução salina estéril a 0,9%, para a

aquisição das concentrações necessárias para a análise de 8μg/mL e 32μg/mL.

No preparo do sobrenadante da cultura de L. casei Shirota, foram utilizadas culturas

puras e frescas de L. casei Shirota, centrifugadas por 10 minutos a 2000rpm, utilizando
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Centrífuga TDL80-2B (Arcano®) e posteriormente filtradas com filtro de membrana

estéreis com poro de 0,22μm. Após filtração, o sobrenadante foi estocado a -5ºC.

2.5 Microdiluição em caldo - Concentração Inibitória Mínima (CIM)

Para avaliar o efeito de NaBut e do sobrenadante da cultura de L. casei Shirota,

foram realizadas por meio do ensaio de microdiluição em calda, na tentativa de investigar

as concentrações capazes de interferir no crescimento das leveduras e, consequentemente,

a CIM para o composto.

O princípio dos testes de CIM busca investigar a menor concentração de agente

antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do organismo nos tubos ou poços

de microdiluição conforme detectado a olho nu e por análise em espectrofotometria87.

Os ensaios propostos para este estudo se baseou nos protocolos do BrCast88,89 para

ensaio de microdiluição em caldo, com algumas modificações, a saber: foram utilizadas

placas de 96 poços de fundo chato, contendo caldo de YPD e 1 x 105 levedura/poço, com

volume total de cada poço de 100μL. Cada coluna da placa de 96 poços representa um

grupo (controle ou teste) e cada linha representa diluição seriada, iniciando na primeira

fileira (mais concentrado) seguindo para última fileira (menos concentrado).

A partir disso, foram utilizadas culturas puras e frescas de C. albicans e C. glabrata

cultivadas em caldo Sabouraud Dextrose a 37ºC por 24 horas, e culturas puras e frescas de

L. casei Shirota, cultivadas em caldo MRS Acumedia® 19 (Neogen do Brasil, São Paulo,

Brasil), por 48 horas a 37ºC.

Após o período de incubação, os cultivos de C. albicans e C. glabrata foram

analisados por espectrofotometria empregando Espectrofotômetro BTS 310 (BioSystems®

23, Barcelona, Espanha), e comprimento de onda de 582nm, e as leituras em Densidade

Óptica (OD) foram ajustadas.

A solução salina 0,9% foi considerada solução padrão para leitura do

espectrofotômetro. Após a preparação dos inóculos com Candida spp., as OD foram

ajustadas para valores entre 0.070 e 0.085, que correspondem ao número de

micro-organismos, neste caso leveduras na concentração de 1 x 106 micro-organismos/mL.

A partir dessa solução foi feita uma diluição de 1:10 em meio de cultura YPD obtendo

leveduras na concentração de 1 x 105 micro-organismos/mL.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/FQ2F
https://paperpile.com/c/B3U4oL/urK7+Eaxr
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Para os grupos teste, foram realizadas, em placa, diluição seriada dos reagentes a

serem analisados da seguinte forma:

Para NaBut foram testadas as seguintes concentrações:

● Linha 1 [75mM], Linha 2 [37,5mM], Linha 3 [18,7mM], Linha 4 [9,4mM], Linha 5

[4,7mM], Linha 6 [2,3mM], Linha 7 [1,2mM] e Linha 8 [0,6mM].

Para sobrenadante de L. casei Shirota de foram testadas as seguintes concentrações:

● 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].

Sendo para análise de sinergismo utilizadas as concentrações de 37,5mM de NaBut e

25% v/v de sobrenadante de L. casei Shirota, pois apresentaram diminuição significativa

do crescimento das leveduras estudadas, relevantes para a análise de sinergismo.

As concentrações de Fluconazol para C. albicans foram:

● Linha 1 [4μg/mL], Linha 2 [2μg/mL], Linha 3 [1μg/mL], Linha 4 [0,5μg/mL],

Linha 5 [0,2μg/mL], Linha 6 [0,1μg/mL], Linha 7 [0,06μg/mL] e Linha 8

[0,03μg/mL].

As concentrações de Fluconazol para C. glabrata foram:

● Linha 1 [16μg/mL], Linha 2 [8μg/mL], Linha 3 [4μg/mL], Linha 4 [2μg/mL],

Linha 5 [1μg/mL], Linha 6 [0,5μg/mL], Linha 7 [0,2μg/mL] e Linha 8 [0,1μg/mL].

Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Após a incubação

inicial, foi feita a primeira análise pela leitora de microplacas do Laboratório de Produtos

Naturais da FS/UnB, em densidade óptica 600nm. E posteriormente, foram adicionados

10μL de Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) em cada poço. Esse corante é incolor na

forma oxidada e vermelho quando reduzido por microrganismos, devido à formação de

formazano. A placa foi, novamente, incubada a 37°C por 24 horas90. Sendo feita a

correlação entre o visual e o observado na espectrofotometria.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/o1GW


18

Os controles positivos para os testes com NaBut foram as leveduras crescidas em

meio de cultivo contendo somente meio YPD. Já para os testes empregando o sobrenadante

de L. casei Shirota, os controles positivos foram acrescidos do meio MRS estéril (somente

meio) nas mesmas quantidades de sobrenadantes avaliados. E como controle negativo,

foram utilizados apenas os meios de cultura YPD e MRS.

Já em relação ao Fluconazol, o mesmo foi utilizado em concentrações inibitórias

descritas como breakpoint pelo BrCast para C. albicans e C. glabrata, como controle

comparativo de inibição de crescimento.

2.6 Análise de ação fungicida por meio de ensaio de Unidades Formadoras de

Colônias (UFC)

Após a incubação inicial, antes da adição de TTC em cada poço, foi retirada uma

alíquota de 10μL de cada poço que apresentou redução de crescimento de levedura

significativa a olho nu. Em seguida, a amostra foi semeada em placas contendo o meio

ágar Sabouraud Dextrose (SDA), e as placas foram incubadas a 37°C por mais 24 horas.

Após essa nova incubação, o número de colônias crescidas em placas foi contabilizado e o

cálculo do número de UFCs foi ajustado para análise da ação antifúngica.

2.7 Gráficos e Estatística

Os dados foram analisados com auxílio do programa GraphPad Prism (versão 7

para Windows). Os dados das curvas de crescimento foram inseridos no programa para

confecção dos gráficos de linha, com seus valores de densidade óptica (OD 600nm) no

eixo Y e valores de concentrações (dose-resposta) apresentados em ordem numérica no

eixo X. As análises estatísticas dos sinergismos foram realizadas empregando o teste

paramétrico One-way ANOVA com pós-teste de Tukey´s para múltiplas comparações. O

intervalo de confiança assumido foi 95%, com desvio padrão da amostra. Considerando

p<0,005 como diferença significativa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Avaliação da atividade de NaBut sobre o crescimento de espécies de Candida spp.

Inicialmente, foi realizada a análise em concentrações seriadas de NaBut (vide

Metodologia), sendo possível observar que em C. albicans houve uma redução do

crescimento em todas as concentrações de NaBut testadas, a partir da verificação dos dados

apresentados abaixo e a olho nu (Gráfico 1; Apêndice A; Apêndice B; Apêndice C).

Gráfico 1 - Efeito dose-dependente de NaBut sobre crescimentos de leveduras de C.
albicans. A análise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica
a densidade óptica (600 nm), o eixo X indica as concentrações seriadas do reagente
analisado. Na cor preta há o controle positivo, em que há apenas a C. albicans e o meio de
cultura, na cor azul o grupo tratado com concentrações seriadas de NaBut e os traços
pontilhados representam controle comparativo, com concentrações seriadas de Fluconazol.
Os valores de 1-8 representam diluição seriada dos compostos analisados. O gráfico é a
representação de duplicata biológica com dados similares.

Em C. glabrata houve uma redução do crescimento fúngico significativo nas três

primeiras concentrações de NaBut (Gráfico 2). E na sexta e oitava concentração de NaBut,

também foi possível observar redução do crescimento, mas possivelmente por conta de

erros processuais. Porém, o uso do fluconazol como controle comparativo, confirma a
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resistência intrínseca de C. glabrata ao fluconazol, o que não é observado em C. albicans

(Gráfico 1).

Gráfico 2 - Efeito dose-dependente de NaBut sobre crescimentos de leveduras de C.
glabrata. A análise foi realizada no intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica
a densidade óptica (600 nm), o eixo X indica as concentrações seriadas do reagente
analisado. Na cor bege há o controle positivo, em que há apenas a C. glabrata e o meio de
cultura, na cor azul o grupo tratado com concentrações seriadas de NaBut os traços
pontilhados representam controle comparativo, com concentrações seriadas de Fluconazol.
Os valores de 1-8 representam diluição seriada dos compostos analisados. O gráfico é a
representação de duplicata biológica com dados similares.

As observações da redução do crescimento em ambas as espécies de Candida spp.,

pode ter relação com a interferência na desacetilação das histonas do fungo. Foram

identificados, até o momento, onze pontos de acetilação de histonas dinâmicos em C.

albicans e C. glabrata 86. Fenótipos como a transição da cor e formato da colônia,

formação de biofilmes, expressão de fatores de virulência, disseminação no hospedeiro e a

resistência aos antifúngicos (estudos especulam que influencia diretamente na expressão de

bombas de efluxo gerando resistência aos antifúngicos da classe dos azóis) já foram

observados nessas espécies quando empregando inibidores de histonas desacetilases 83,86.

O NaBut é produzido durante a fermentação de carboidratos no intestino de

mamíferos por bactérias como Clostridium spp., Eubacterium spp. e Butyrivibrio spp. 91–96.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/0lhF
https://paperpile.com/c/B3U4oL/0lhF+H0oE
https://paperpile.com/c/B3U4oL/TGSE+EF78+8597+4UF5+sgRd+gPGH
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Apresentando concentração variável dependendo da ingesta de alimentos durante o dia,

entre 5 a 24mM de NaBut 94–96. A hipótese de testar NaBut como prebiótico em conjunto

com Lactobacillus spp. se dá justamente por esta interação ocorrer na microbiota intestinal

in vivo, onde ambos se encontram e atuam em um mesmo nicho.

As análises de UFC permitem inferir que, para ambas as espécies de Candida spp.,

a redução de crescimento observada nos gráficos 1 e 2 indica que o NaBut é um

componente fungistático (Tabela 1; Apêndice D) (Tabela 2; Apêndice E). Isso porque,

embora houve redução no crescimento, quando semeadas alíquotas do inóculo em placa,

houve crescimento similar ao controle não tratado (positivo). Tal dado sugere que ao se

remover o NaBut do meio de cultivo, as leveduras cresceriam normalmente.

Tabela 1 - Tabela referente à contagem de UFC, em análise de NaBut com C. albicans.
Foram analisados os três primeiros pontos da curva de crescimento, no qual o primeiro
ponto foi possível contar 490UFC e nos outros dois pontos se tornou incontável. Para os
pontos incontáveis foi feito um padrão de pontos para indicar a diferença no crescimento
das placas, sendo quanto mais pontos vermelhos, maior o crescimento de fungos.
Utilizando quantidade padronizada de solução de cada poço, vide Metodologia.

Tabela 2 - Tabela referente à contagem de UFC em análise de NaBut com C. glabrata.
Sendo analisados os três primeiros pontos da curva de crescimento, nos quais todos se
encontravam incontáveis. Para os pontos incontáveis foi feito um padrão de pontos para
indicar a diferença no crescimento das placas, sendo quanto mais pontos vermelhos, maior
o crescimento de fungos. Utilizando quantidade padronizada de solução de cada poço, vide
Metodologia.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/sgRd+gPGH+4UF5
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Tal observação pode ter relação com efeito de NaBut interferir no ciclo celular de

células eucarióticas, além de efeitos sobre a migração celular, diferenciação e a atividade

da fosfatase alcalina 94,97–100. Interessantemente, no hospedeiro NaBut atua na secreção de

citocinas, principalmente de IL-8, relacionado a respostas pró-inflamatórias, o que pode ser

induzido pela levedura, mas não que estejam promovendo a inflamação, mas sim servindo

para aumentar as defesas do hospedeiro contra os micro-organismos patogênicos

ocasionais 94. Reiterando que a presença de NaBut em resposta a leveduras oportunistas,

melhora a resposta imune intestinal, o que “abre portas” para um olhar sobre novas terapias

adjuvantes para o tratamento de infecções causadas por fungos.

3.2 Avaliação da atividade do sobrenadante de L. casei Shirota sobre o crescimento de

espécies de Candida spp.

As análises das concentrações seriadas do sobrenadante da cultura de L. casei

Shirota possibilitaram observar que houve redução do crescimento de C. albicans nas três

primeiras concentrações de sobrenadante (Gráfico 3; Gráfico 4; Gráfico 5). E na quinta,

sexta e oitava concentração de L. casei Shirota, também foi possível observar redução do

crescimento, mas possivelmente por conta de erros processuais. Para melhor visualização

foi feito um filtro das informações disponíveis, que está representada no Gráfico 4.

E para melhor visualização do efeito dose-dependente foi feito um filtro das

informações disponíveis e representado no Gráfico 5, com apenas as três primeiras

concentrações de sobrenadante de L. casei Shirota.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/4UF5+v2kr+iv2F+XLdv+hR81
https://paperpile.com/c/B3U4oL/4UF5
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Gráfico 3 - Efeito dose-dependente de sobrenadante de L. casei Shirota sobre
crescimentos de leveduras de C. albicans. A análise foi realizada no intervalo de
crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade óptica (600nm), o eixo X indica a
concentrações seriadas do reagente analisado. Na cor laranja tracejada há o controle
positivo, no qual há apenas a C. albicans e o meio de cultura padrão, na cor preta há o
controle positivo do experimento, no qual há a C. albicans, meio de cultura padrão e meio
de cultura para o crescimento de Lactobacillus spp., na cor verde há a análise, com C.
albicans e concentrações seriadas de sobrenadante de L. casei Shirota, na cor roxa há a
análise do possível sinergismo entre C. albicans e concentrações seriadas de Fluconazol,
na faixa de tratamento e no traço pontilhado cinza, há o controle comparativo, com
concentrações seriadas de Fluconazol, na faixa de tratamento. Os valores de 1-8
representam diluição seriada dos compostos analisados. O gráfico é a representação de
duplicata biológica com dados similares.
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Gráfico 4 - Efeito dose-dependente de sobrenadante de L. casei Shirota sobre
crescimentos de leveduras de C. albicans. A análise foi realizada no intervalo de
crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade óptica (600nm), o eixo X indica a
concentrações seriadas do reagente analisado. Na cor preta há o controle positivo do
experimento, no qual há a C. albicans, meio de cultura padrão e meio de cultura para o
crescimento de Lactobacillus spp., na cor verde há a análise, com C. albicans e
concentrações seriadas de sobrenadante de L. casei Shirota e na cor roxa há a análise do
possível sinergismo entre C. albicans e concentrações seriadas de Fluconazol, na faixa de
tratamento. Os valores de 1-8 representam diluição seriada dos compostos analisados. O
gráfico é a representação de duplicata biológica com dados similares.
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Gráfico 5 - Efeito dose-dependente de sobrenadante de L. casei Shirota sobre
crescimentos de leveduras de C. albicans. A análise foi realizada no intervalo de
crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade óptica (600nm), o eixo X indica a
concentrações seriadas do reagente analisado. Na cor preta há o controle positivo do
experimento, no qual há a C. albicans, meio de cultura padrão e meio de cultura para o
crescimento de Lactobacillus spp., na cor verde há a análise, com C. albicans e
concentrações seriadas de sobrenadante de L. casei Shirota e na cor roxa há a análise do
possível sinergismo entre C. albicans e concentrações seriadas de Fluconazol, na faixa de
tratamento. O gráfico é a representação de duplicata biológica com dados similares.

Em C. glabrata foi possível observar uma diminuição do crescimento fúngico

somente no primeiro poço, com concentração de 50% (v/v) do sobrenadante de L. casei

Shirota (Gráfico 6; Gráfico 7; Gráfico 8).

Para melhor visualização foi feito um filtro das informações disponíveis, que está

representada no Gráfico 6. E para melhor visualização do efeito dose-dependente foi feito

um filtro das informações disponíveis e representado no Gráfico 8, com apenas a primeira

concentração de sobrenadante de L. casei Shirota.
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Gráfico 6 - Efeito dose-dependente de sobrenadante de L. casei Shirota sobre
crescimentos de leveduras de C. glabrata. A análise foi realizada no intervalo de
crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade óptica (600nm), o eixo X indica a
concentrações seriadas do reagente analisado. Na cor laranja tracejada há o controle
positivo, no qual há apenas a C. glabrata e o meio de cultura padrão, na cor laranja não
tracejada há o controle positivo do experimento, no qual há a C. glabrata, meio de cultura
padrão e meio de cultura para o crescimento de Lactobacillus spp., na cor verde há a
análise, com C. glabrata e concentrações seriadas de sobrenadante de L. casei Shirota, na
cor roxa há a análise do possível sinergismo entre C. glabrata e concentrações seriadas de
Fluconazol, na faixa de tratamento e no traço pontilhado cinza, há o controle comparativo,
com concentrações seriadas de Fluconazol, na faixa de tratamento. Os valores de 1-8
representam diluição seriada dos compostos analisados. O gráfico é a representação de
duplicata biológica com dados similares.
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Gráfico 7 - Efeito dose-dependente de sobrenadante de L. casei Shirota sobre
crescimentos de leveduras de C. glabrata. A análise foi realizada no intervalo de
crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade óptica (600nm), o eixo X indica a
concentrações seriadas do reagente analisado. Na cor laranja não tracejada há o controle
positivo do experimento, no qual há a C. glabrata, meio de cultura padrão e meio de
cultura para o crescimento de Lactobacillus spp., na cor verde há a análise, com C.
glabrata e concentrações seriadas de sobrenadante de L. casei Shirota e na cor roxa há a
análise do possível sinergismo entre C. glabrata e concentrações seriadas de Fluconazol,
na faixa de tratamento. Os valores de 1-8 representam diluição seriada dos compostos
analisados. O gráfico é a representação de duplicata biológica com dados similares.
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Gráfico 8 - Efeito dose-dependente de sobrenadante de L. casei Shirota sobre
crescimentos de leveduras de C. glabrata. A análise foi realizada no intervalo de
crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade óptica (600nm), o eixo X indica a
concentrações seriadas do reagente analisado. Na cor laranja não tracejada há o controle
positivo do experimento, no qual há a C. glabrata, meio de cultura padrão e meio de
cultura para o crescimento de Lactobacillus spp., na cor verde há a análise, com C.
glabrata e concentrações seriadas de sobrenadante de L. casei Shirota e na cor roxa há a
análise do possível sinergismo entre C. glabrata e concentrações seriadas de Fluconazol,
na faixa de tratamento. O gráfico é a representação de duplicata biológica com dados
similares.

Os probiótico são utilizados para o tratamento de diversas doenças infecciosas, pois

podem atuar em fatores físicos e químicos, a partir da secreção de metabólitos secundários

ou AGCC, que irão ter atividade inibitória no crescimento de espécies fúngicas e produção

de interleucinas (fator de necrose tumoral, IL-1b, IL-6, IL-17, IL-23) 101–106. Dessa forma, o

L. casei possui ação probiótica por possuir capacidade de competição pela adesão,

produção de ácidos, bacteriocinas, biossurfactantes, peróxido de hidrogênio e moléculas de

agregação, atuando sobre o crescimento de Candida spp. 107–109.

Consequentemente, estudos analisaram a atividade de L. casei como método

profilático e terapêutico no tratamento de doenças causadas pela Candida spp., sendo em

modelos in vitro e in vivo 110. Os resultados aumentaram a hipótese de que possui ação

profilática, por aumentar a imunidade no local de administração, por aumentar a produção

https://paperpile.com/c/B3U4oL/u90n+8Tvd+Zack+K4Nq+7ncC+36Kw
https://paperpile.com/c/B3U4oL/VZHv+l4wW+Q5Al
https://paperpile.com/c/B3U4oL/RI2l
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de IL-17 durante a infecção e diminuir os níveis de IL-23 e possuir ação terapêutica, por

reduzir o crescimento fúngico 110,111. Além de reduzir a colonização de Candida spp. sem

apresentar efeitos colaterais como os antifúngicos utilizados 112–115.

A cepa de L. casei Shirota é amplamente utilizada como probiótico, por apresentar

ação de modulação do sistema imune, atenuar sintomas de infecções gastrointestinais e

apresentar indícios que reduz o risco de cânceres de bexiga, cólon e mama 116,117.

Contudo, vale ressaltar que poucos estudos apontam o potencial do sobrenadante de

cultura pura de lactobacilos ter efeito terapêutico, e ser um produto biotecnológico natural

ready-to-use, especialmente no tocante de uso tópico, como abordagem terapêutica

adjuvante.

As análises dos dados de UFC sugerem que para ambas as espécies de Candida

spp. a redução de crescimento indica que o sobrenadante de L. casei Shirota é um

componente fungistático (Tabela 3; Apêndice F) (Tabela 4; Apêndice G). Isso porque,

embora houve redução do crescimento, quando retira-se uma quantidade da suspensão de

Candida spp. e sobrenadante de L. casei Shirota, há um crescimento em placa de cultura

com meio ágar Sabouraud similar ao controle não tratado (positivo). Tal dado sugere que

ao se remover o sobrenadante de L. casei Shirota do meio de cultivo, as leveduras

cresceriam normalmente.

Tabela 3 - Tabela referente à contagem de CFU em análise de sobrenadante de L.
casei Shirota com C. albicans. Sendo analisados os três primeiros pontos da curva de
crescimento, no qual o primeiro ponto foi possível contar 2 UFC, CIM da análise, e nos
outros dois pontos se tornou incontável. Para os pontos incontáveis foi feito um padrão de
pontos para indicar a diferença no crescimento das placas, sendo quanto mais pontos
vermelhos, maior o crescimento de fungos. Utilizando quantidade padronizada de solução
de cada poço, vide Metodologia.

Tabela 4 - Tabela referente à contagem de CFU em análise de sobrenadante de L.
casei Shirota com C. glabrata. Sendo analisados os três primeiros pontos da curva de

https://paperpile.com/c/B3U4oL/RI2l+Ep5Y
https://paperpile.com/c/B3U4oL/HvLF+HkHO+4RzY+divE
https://paperpile.com/c/B3U4oL/VH12+lrsE
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crescimento, no qual todos se apresentam incontáveis. Para os pontos incontáveis foi feito
um padrão de pontos para indicar a diferença no crescimento das placas, sendo quanto
mais pontos vermelhos, maior o crescimento de fungos. Utilizando quantidade padronizada
de solução de cada poço, vide Metodologia.

3.3 Avaliação da atividade do sinergismo entre NaBut, sobrenadante de L. casei

Shirota e fluconazol sobre o crescimento de espécies de Candida spp.

A partir dos efeitos evidenciados nos experimentos anteriores, houve a motivação

de verificar se haveria sinergismos entre as opções terapêuticas testadas, ou se aumentaria

a susceptibilidade ao antifúngico de escolha para o tratamento de Candida spp.

Logo, para testar a hipótese, foi feito uma análise com as concentrações de 37,5mM

de NaBut e 25% (v/v) de sobrenadante de L. casei Shirota, investigando possível

sinergismo, breakpoint verificado a partir dos ensaios anteriores. À vista disso, foi possível

observar que em C. albicans houve sinergismo na redução do crescimento quando utilizado

NaBut e sobrenadante de L. casei Shirota (Gráfico 9 e Apêndice L) com valor de

p<0.0001.

Já para análise do sobrenadante de L. casei Shirota e Fluconazol, não foi observada

diferença significativa (Gráfico 9; Apêndice H; Apêndice J). O que pode ter relação com o

pH do meio acrescido de 25% de sobrenadante de L. casei Shirota, dado que lactobacilos

secretam ácido láctico e isso pode ter interferido na atividade do fluconazol, mesmo não

havendo informações diferença significativa na absorção de fluconazol quando há variação

do pH estomacal 58.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/2TW3
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Gráfico 9 - Avaliação da interação sinérgica entre NaBut e sobrenadante de L. casei
Shirota sobre crescimentos de leveduras de C. albicans. A análise foi realizada no
intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade óptica (600nm), o eixo
X indica a concentrações seriadas do reagente analisado. Sendo analisadas C. albicans com
o meio de cultivo padrão (controle positivo), C. albicans com NaBut 37,5mM e Fluconazol
4μg/mL , C. albicans com NaBut 37,5mM e sobrenadante de L. casei Shirota 25% (v/v),
C. albicans com o meio de cultura padrão (YPD) e o meio de cultivo de L. casei Shirota
(MRS) (controle positivo para sobrenadante de L. casei Shirota), C. albicans com o
sobrenadante de L. casei Shirota 25% v/v e Fluconazol 4μg/mL e Fluconazol 4μg/mL
(controle comparativo). Análise estatística: One-way Anova e pós-teste de Tukey 's
múltiplas comparações. Intervalo de confiança de 95%, considerando p<0,005
significativo. As barras de erro correspondem ao desvio padrão da amostra. N.s = não
significativo.

Já em relação ao sinergismo em C. glabrata, foi possível observar uma maior

redução do crescimento das leveduras quando combinados NaBut e sobrenadante de L.

casei Shirota (Gráfico 10; Apêndice M). Sozinho, o tratamento com NaBut, na

concentração de 37.5mM, reduziu o crescimento de C. glabrata significativamente (p

0.0052). A combinação NaBut com sobrenadante, em relação ao controle C. glabrata e o

meio de cultivo de L. casei Shirota, MRS, apresentou um valor de p 0.0073. O sinergismo

entre sobrenadante e NaBut foi tanto que chegou a reduzir o crescimento de leveduras mais

que o CIM  para Fluconazol, p 0.0254.
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No entanto, a combinação de NaBut com Fluconazol não apresentou significância

estatística (n.s = não significativo). É possível considerar que a resistência intrínseca ao

antifúngico é relevante o suficiente para que o sinergismo entre NaBut ou sobrenadante de

L. casei Shirota com fluconazol não tenha efeito significativo em relação ao crescimento

fúngico  (Apêndice I; Apêndice K).

Gráfico 10 - Avaliação da interação sinérgica entre NaBut e sobrenadante de L. casei
Shirota sobre crescimentos de leveduras de C. glabrata. A análise foi realizada no
intervalo de crescimento de 24 horas. O eixo Y indica a densidade óptica (600nm), o eixo
X indica a concentrações seriadas do reagente analisado. Sendo analisadas C. glabrata com
o meio de cultivo padrão (controle positivo), C. glabrata com NaBut 37,5mM e Fluconazol
16μg/mL , C. glabrata com NaBut 37,5mM e sobrenadante de L. casei Shirota 25% (v/v),
C. glabrata com o meio de cultura padrão (YPD) e o meio de cultivo de L. casei Shirota
(MRS) (controle positivo para sobrenadante de L. casei Shirota), C. glabrata com o
sobrenadante de L. casei Shirota 25% v/v e Fluconazol 16μg/mL e Fluconazol 16μg/mL
(controle comparativo). Análise estatística: One-way Anova e pós-teste de Tukey 's
múltiplas comparações. Intervalo de confiança de 95%, considerando p<0,005
significativo. As barras de erro correspondem ao desvio padrão da amostra. N.s = não
significativo.

Os dados com NaBut se mostraram mais eficazes, sejam combinados com o

sobrenadante de cultura ou isolados. Os achados podem ter relação, com o efeito iHDAC

como discutido anteriormente, pois este efeito sobre as leveduras resulta na limitação do
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crescimento e desenvolvimento fúngico, alteram a formação de biofilme e melhora a

eficácia dos antifúngicos existentes, por diminuir a acetilação das histonas e na regulação

da transcrição 83,86. O que leva a hipótese de que o uso desta classe de substâncias poderia

atuar como adjuvante alternativo ao tratamento das infecções fúngicas 65,74,118–120.

Logo, observa-se um provável sinergismo entre NaBut e fluconazol e entre NaBut e

sobrenadante, para C. albicans. Os dados apontam que a interação entre essas substâncias

se mostra tão eficaz quanto o uso isolado de fluconazol no tratamento de C. albicans. Para

C. glabrata, houve uma “forte” interação entre NaBut e sobrenadante de L. casei Shirota.

Tal associação poderá, no futuro, abranger para novas abordagens não medicamentosas,

que auxiliem o combate à resistência adquirida pelo uso desmedido de fluconazol pela

população.

Vale ainda destacar, que para os ensaios de sinergismos aqui apresentados, não

foram empregadas as melhores concentrações inibitórias observadas nas curvas de

crescimento. Novos testes com concentrações maiores que as testadas nesse ensaio,

poderão resultar em dados mais interessantes para discussão de hipóteses sinérgicas.

https://paperpile.com/c/B3U4oL/0lhF+H0oE
https://paperpile.com/c/B3U4oL/OkqG+4pp7+ftNb+R2wR+ojvl
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4. CONCLUSÃO

Segundo o BrCast, o método de diluição é utilizado para estabelecer as

concentrações inibitórias mínimas (CIM) de antifúngico necessárias para que vai inibir o

crescimento fúngico. A partir da definição da concentração que houve inibição do

crescimento fúngico, é estipulado quais os medicamentos podem ser viáveis para o

controle do crescimento .2

As linhagens testadas de Candida spp. apresentam menor sensibilidade ao

tratamento de primeira escolha, fluconazol, por terem desenvolvido mecanismos de seleção

contra as terapias disponíveis. E são as espécies mais prevalentes e que demandam a

necessidade de hospitalização. Sendo os pacientes imunossuprimidos e em Unidade de

Terapia Intensiva (UTI) os mais suscetíveis.

À vista disso, os resultados deste estudo somam-se a outros que buscam sugerir

abordagens terapêuticas adjuvantes ao tratamento de candidíases resistentes. Os testes com

NaBut se mostraram bastante promissores, especialmente referente a C. glabrata, que é

intrinsecamente resistente a fluconazol, o que limita a escolha de medicamentos

antifúngicos para essas infecções. Os resultados apontaram redução significativa no

crescimento de C. albicans e C. glabrata, mas não havendo sinergismo quando associado

ao fluconazol.

Outra hipótese terapêutica adjuvante testada foi a partir de probióticos, L. casei

Shirota, presente em um produto alimentício amplamente consumido, o Yakult. Os dados

mostram que excretas metabólicas dessa bactéria possuem potencial antifúngico, presentes

no sobrenadante do meio de cultivo. Houve redução significativa no crescimento de C.

albicans e C. glabrata e havendo sinergismo entre o sobrenadante de lactobacilos e NaBut.

Portanto, os dados apresentados suportam a hipótese inicial deste estudo, de que os

pré e pró-bióticos investigados poderiam atuar em conjunto, no controle de infecções por

cândidas oportunistas, resultando em uma relação desarmônica entre bactérias e leveduras

na micro ecossistema intestinal, que favorecem ao hospedeiro no tocante ao eixo

saúde-microbiota em humanos.

2 Disponível em:
http://brcast.org.br/wp-content/uploads/2020/03/TSA-fungos-filamentosos-E.Def-9.3.1.pdf
. Acesso em: 21/10/2021.

http://brcast.org.br/wp-content/uploads/2020/03/TSA-fungos-filamentosos-E.Def-9.3.1.pdf
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Destarte, a partir dos resultados preliminares deste estudo, espera-se contribuir

“abrindo” às novas possibilidades de tratamento combinados no “combate” às candidíases

mucocutâneas. Por fim, espera-se que os dados possam somar aos esforços em atender ao

apelo da OMS sobre controle de micro-organismos multirresistentes.
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APÊNDICE

Apêndice A - Esta imagem é referente ao primeiro Curva de crescimento - CIM feito para
a análise do NaBut e da viabilidade do Fluconazol. 1 - C. albicans e NaBut; 2 - C. albicans
+ Fluconazol (2mg/mL); 3 - C. albicans + Fluconazol (128μg/mL); 4 - C. glabrata +
Fluconazol (2mg/mL); 5 - C. glabrata + Fluconazol (128μg/mL); 6 - C. albicans; 7 - Meio
de cultura YPD; 8 - C. glabrata + NaBut; 9 - C. glabrata. Sendo feita a diluição seriada de
todos os reagentes analisados, vide Metodologia.
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Apêndice B - Esta imagem é referente ao segundo Curva de crescimento - CIM feito para
a análise do sobrenadante de L. casei Shitora. 1 - Meio de cultura MRS; 2 - Meio de
cultura YPD; 3 - C. albicans + YPD; 4 - C. glabrata + YPD; 5 - C. albicans + YPD +
MRS; 6 - C. glabrata + YPD + MRS; 7 - C. albicans + YPD + Sobrenadante de L. casei
Shitora; 8 - C. glabrata + YPD + Sobrenadante de L. casei Shitora; 9 - C. albicans + YPD
+ Sobrenadante de L. casei Shitora + Fluconazol (4μg/mL); 10 - C. glabrata + YPD +
Sobrenadante de L. casei Shitora + Fluconazol (16μg/mL); 11 - C. albicans + Fluconazol
(4μg/mL); 12 - C. glabrata + Fluconazol (16μg/mL). Sendo feita a diluição seriada de
todos os reagentes analisados, vide Metodologia.
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Apêndice C - Esta imagem é referente ao primeiro Curva de crescimento - CIM feito para
a análise do possível sinergismo entre NaBut e o Sobrenadante de L. casei Shitora. 1 - 4
poços referentes ao meio de cultura YPD e 4 poços referentes ao meio de cultura MRS; 2 -
4 poços referentes a C. albicans + YPD e 4 poços referentes a C. albicans + YPD + MRS;
3 - C. albicans + Fluconazol (4μg/mL); 4 - C. albicans + NaBut; 5 - C. albicans +
Sobrenadante de L. casei Shitora; 6 - 2 poços referentes a C. albicans + NaBut +
Fluconazol (4μg/mL), 2 poços referentes a C. albicans + Sobrenadante de L. casei Shitora
+ Fluconazol (4μg/mL) e 2 poços referentes a C. albicans + NaBut + Sobrenadante de L.
casei Shitora; 7 - 4 poços referentes a C. glabrata + YPD e 4 poços referentes a C.
glabrata + YPD + MRS; 8 - C. glabrata + Fluconazol (16μg/mL); 9 - C. glabrata +
NaBut; 10 - C. glabrata + Sobrenadante de L. casei Shitora; 11 - 2 poços referentes a C.
glabrata + NaBut + Fluconazol (4μg/mL), 2 poços referentes a C. glabrata + Sobrenadante
de L. casei Shitora + Fluconazol (4μg/mL) e 2 poços referentes a C. glabrata + NaBut +
Sobrenadante de L. casei Shitora. Sendo feita a diluição seriada de todos os reagentes
analisados, vide Metodologia.
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Apêndice D - Imagem referente à contagem de CFU em análise de NaBut com C.
albicans. Sendo analisados os três primeiros pontos da curva de crescimento, vide
Metodologia, no qual o primeiro ponto/primeira placa foi possível contar 490 UFC e nos
outros dois pontos se tornou incontável. No entanto, foi possível observar que na segunda
placa há menos crescimento de C. albicans que na terceira placa.

Apêndice E - Imagem referente à contagem de UFC em análise de NaBut com C.
glabrata. Sendo analisados os três primeiros pontos da curva de crescimento, vide
Metodologia, no qual em todos os pontos/placas se apresenta incontável. No entanto, foi
possível observar que na primeira placa há menos crescimento de C. glabrata que na
segunda placa, que há menos crescimento de C. glabrata que na terceira placa.
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Apêndice F - Imagem referente à contagem de UFC em análise de sobrenadante de L.
casei Shirota com C. albicans. Sendo analisados os três primeiros pontos da curva de
crescimento, vide Metodologia, no qual o primeiro ponto/primeira placa foi possível contar
2 UFC, CIM da análise, e nos outros dois pontos se tornou incontável. No entanto, foi
possível observar que na segunda placa há menos crescimento de C. albicans que na
terceira placa.

Apêndice G - Imagem referente à contagem de CFU em análise de sobrenadante de L.
casei Shirota com C. glabrata. Sendo analisados os três primeiros pontos da curva de
crescimento, vide Metodologia, no qual em todos os pontos/placas se apresentava
incontável. No entanto, foi possível observar que na primeira placa há menos crescimento
de C. glabrata que na segunda placa, que há menos crescimento de C. glabrata que na
terceira placa.
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Apêndice H - Imagem referente à contagem de UFC em análise de NaBut 37,5mM e
Fluconazol 4μg/mL com C. albicans. Sendo analisados os dois poços que apresentavam as
mesmas características, vide Metodologia, no qual em todas as placas se apresentavam
incontáveis.

Apêndice I - Imagem referente à contagem de UFC em análise de NaBut 37,5mM e
Fluconazol 4μg/mL com C. glabrata. Sendo analisados os dois poços que apresentavam as
mesmas características, vide Metodologia, no qual em ambas as placas não foi possível
contar nenhum UFC.
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Apêndice J - Imagem referente à contagem de UFC em análise de L. casei Shirota 25%
v/v e Fluconazol 4μg/mL com C. albicans. Sendo analisados os dois poços que
apresentavam as mesmas características, vide Metodologia, no qual em todas as placas se
apresentavam incontáveis.

Apêndice K - Imagem referente à contagem de UFC em análise de L. casei Shirota 25%
v/v e Fluconazol 16μg/mL com C. glabrata. Sendo analisados os dois poços que
apresentavam as mesmas características, vide Metodologia, no qual em todas as placas se
apresentavam incontáveis.
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Apêndice L - Imagem referente à contagem de UFC em análise de NaBut 37,5mM e
sobrenadante de L. casei Shirota 25% v/v com C. albicans. Sendo analisados os dois
poços que apresentavam as mesmas características, vide Metodologia, no qual em ambas
as placas não foi possível contar nenhum UFC.

Apêndice M - Imagem referente à contagem de UFC em análise de NaBut 37,5mM e
sobrenadante de L. casei Shirota 25% v/v com C. glabrata. Sendo analisados os dois
poços que apresentavam as mesmas características, vide Metodologia, no qual em ambas
as placas não foi possível contar nenhum CFU.


