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“Ndo sdo as respostas que movem o mundo,
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RESUMO

CYPRIANO, Victor Hugo do Nascimento. Propriedades probioticas de Lactobacillus spp.
de origem humana e interacdo com leveduras potencialmente patogénicas do género
Candida. 2013. 37f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto
de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

A disbiose ou desiquilibrio da microbiota intestinal torna-se um problema cada vez mais
frequente na atualidade, tendo como consequéncia varias doencas relacionadas. O consumo de
alimentos enriquecidos com prebidticos e probidticos pode promover o bom funcionamento
do aparelho gastrointestinal, especialmente no que se refere a exclusdo competitiva de
patogenos e estimulacdo do sistema imune. A capacidade de autoagregagdo tem sido
correlacionada com a adesdo, um pré-requisito para colonizacdo e infeccdo do trato
gastrointestinal por patdgenos. A capacidade de coagregacdo de microrganismos probidticos e
consequentemente a exclusdo competitiva de patdogenos sdo requisitos importantes na
modula¢do da microbiota intestinal para a manutencdo da satde. Esta pesquisa teve por
objetivo estudar mecanismos pelos quais Lactobacillus spp. se estabelecem no intestino e
interagem com linhagens de Candida albicans potencialmente patogénicas. Foram realizados
testes a fim de verificar se os lactobacilos possuem a capacidade de agregar suas proprias
células e as células das leveduras. Posteriormente, avaliou-se a afinidade a hidrocarbonetos e
a capacidade de inibigdo contra as leveduras. Dentre os isolados bacterianos estudados, Lac 2
e Lac 4 — ambas identificadas como L. paracasei spp. paracasei — € a cultura comercial L.
acidophilus LLA-5 apresentaram taxas mais elevadas de autoagregagao e coagregacao (p<0,05)
quando comparados as demais culturas (Lac 1, Lac 3 — identificados com L. rhamnosus — e a
cultura comercial L. casei-01), indicando que existe correlagdo entre estas duas varidveis.
Com o teste de hidrofobicidade ndo foi possivel observar a mesma correlacdo, visto que
apenas Lac 2 e LA-5 apresentaram valores consideraveis de hidrofobicidade. Foi observada
inibicdo do crescimento de Candida albicans através da cocultura em meio liquido com
médias de reducdo em torno de 2 log, atribuindo-se aos isolados Lac 1 e Lac 3 as maiores
redugdes. Finalmente, ndo foi observada inibicdo de leveduras por difusdo em placa pelo
filtrado livre de células de lactobacilos com nenhuma das culturas; da mesma forma, no teste
da autoagregacao utilizando estes mesmos filtrados nao foi observado efeito significativo
(p<0,05). Conclui-se que as caracteristicas analisadas se devem a diferentes fatores, além de
serem especificos para cada cepa de uma mesma espécie. Para as bactérias estudadas, os
mecanismos de adesdo provavelmente estdo relacionados a moléculas presente na superficie
celular, ndo havendo producdo importante de substincias extracelulares. Estudos mais
profundos sdo necessarios para elucidar os mecanismos da exclusdo competitiva de
patdgenos.

Palavras-chave: perfil bioquimico, mucosa intestinal, agregacao.



ABSTRACT

CYPRIANO, Victor Hugo do Nascimento. Probiotics properties of human-origin
Lactobacillus spp. and interaction with potentially pathogenic yeasts of the genus
Candida. 2013. 37f. Dissertation (Master Science in Food Science and Technology). Instituto
de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The dysbiosis, imbalance of the intestinal microbiota, becomes an increasingly common
problem nowadays, resulting in various diseases. Consumption of foods enriched with
prebiotics and probiotics can promote the proper functioning of the gastrointestinal tract,
particularly regarding to competitive exclusion of pathogens and immune system stimulation.
Auto-aggregation has been correlated with adherence, a precondition for colonization and
infection of the intestinal tract. The probiotics' ability of coaggregation and therefore the
competitive exclusion of pathogen are important in modulating the gut microbiota for
maintaining health. The aim of this research was study mechanisms which Lactobacillus spp
uses to colonize the intestine and interact with potentially pathogenic yeasts of the genus
Candida. Tests were conducted to verify if lactobacilli have the ability to aggregate their own
cells and yeast cells. Subsequently, we evaluated the affinity to hydrocarbons and inhibition
capacity against yeast. The isolates Lac 2 and Lac 4 - both identified as L. paracasei spp.
paracasei - and the standard culture L. acidophilus LA-5 showed high rates of auto-
aggregation and coaggregation (p <0.05) when compared to other cultures (Lac 1, Lac 3 —
both identified as L. rhamnosus - and commercial culture L. casei-01), indicating the
existence of correlation between these two variables. Hydrophobicity's test did not show the
same correlation, because only Lac 2 and LA-5 results were considerably high. Growth
inhibition of Candida albicans by co-cultivation in liquid medium was got with a mean
reduction of about 2 log: Lac 1 and Lac 3 showed the best results. Finally, plate inhibition of
yeast using cell-free filtrates of lactobacilli was not obtained by any of the cultures; likewise,
in auto-aggregation test using filtrates was not observed any significant effect (p <0,05). It is
concluded that the characteristics analyzed are due to different factors and they are species-
specific or restricted to lower taxonomic levels. For our cultures, the adhesion mechanisms
are probably related to molecules present on the cell surface, with no important production of
extracellular substances. More detailed studies are needed to elucidate the mechanisms
involved in competitive exclusion of pathogens. Beneficial bacteria isolated from human
origin have great potential for use as probiotics.

Keywords: biochemical profile, intestinal mucous, aggregation.
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1 INTRODUCAO

A disbiose intestinal tem se tornado um problema cada vez mais frequente na
atualidade, referida em grande parte dos diagnosticos. Causada por diversos fatores, ela
constitui a perda do equilibrio na microbiota intestinal e pode ter consequéncias que vao
desde diarreias e dores abdominais até¢ inflamag¢des e cancer. O melhor caminho para se
prevenir e tratar tal enfermidade ¢ através de uma alimentacdo balanceada e dietas. Uma nova
abordagem que esta surgindo recentemente relaciona o consumo de alimentos enriquecidos
com substancias ndo digeriveis (prebidticos) e microrganismos vivos (probidticos) que juntos
possam atuar na modulacdo da atividade do sistema gastrointestinal € no controle da
populacdo microbiana local — estes alimentos recebem a denominagao de simbioticos.

Devido a importancia cada vez maior que os consumidores ddo a alimentagcdo como
fator preponderante na manutencdo de sua saiide e bem-estar, com atencdo especial aos
alimentos funcionais, torna-se oportuno explorar esse universo para pesquisar e produzir
produtos que venham trazer beneficios na prevencao e até mesmo no tratamento de diversas
patologias. Visto que a alimentacdo € um meio relativamente facil de atingir a populagao,
torna-se vantajoso produzir alimentos com propriedades preventivas e curativas, tendo com
resultado o aumento da qualidade de vida das pessoas. Além disso, os alimentos funcionais
vém com a proposta de ndo ter efeitos colaterais, o que pode favorecer e muito a aceitagdo da
populacdo com relacao ao seu consumo e disseminagao.

Sem duvida o principal beneficio atribuido aos probioticos ¢ a exclusdo competitiva de
patogenos, através de diferentes mecanismos entre os quais: a) competicdo por um sitio de
acao no epitélio intestinal como ocorre com lactobacilos que inibem diretamente a ligacdo de
Salmonella, Escherichia coli e outros patogenos de origem alimentar; b) secrecao de fatores
inibidores da aderéncia e internaliza¢do de patdgenos, além de aumento da secrecdo de muco
como ocorre com lactobacilos que estimulam a secre¢ao de mucinas que inibem a aderéncia
de E. coli enteropatogénica; c) estimulo ao efeito de barreira na mucosa, como no caso dos
lactobacilos e bifidobactérias que auxiliam na barreira epitelial e previnem que patdégenos
induzam um aumento na permeabilidade intestinal (MORO e ARSLANOGLU, 2005).

Dentre as bactérias com conhecido poder probidtico, destacam-se as do género
Lactobacillus, capazes de produzir compostos antimicrobianos e competir por sitios de
adesdo, além de interagir diretamente com os microrganismos patogénicos, evitando sua
multiplicagdo descontrolada, que poderia ocasionar desequilibrio da fun¢do normal intestinal.

A exclusdo competitiva de patdogenos ¢ o principal requisito de um microrganismo
probiotico e a agregacdo de células probidticas ¢ uma propriedade desejavel para isso.
Microrganismos com capacidade de coagregar outras células, como um patégeno, por
exemplo, podem apresentar vantagem competitiva sobre aqueles que ndao tém essa
propriedade e sdo mais facilmente removidos do ambiente intestinal. A adesdo de bactérias ao
epitélio intestinal ¢ um processo complexo que envolve mecanismos nao especificos
(hidrofobicidade) e ligagdo a receptores especificos. Muitos autores consideram que o poder
de coagregacdo de espécies de Lactobacillus possa permitir que formem uma barreira que
previna a colonizacio por bactérias patogénicas (BORIS, SUAREZ E BARBES, 1997).

Considerando que a capacidade de agregar e coagregar sdo propriedades desejaveis de
um probidtico, esta pesquisa teve por objetivo avaliar as propriedades de autoagregacdo, de
adesdo a hidrocarbonetos e de coagregagdao com leveduras do género Candida, além da
capacidade de inibir seu crescimento celular, como forma de realizar uma sele¢do preliminar
de isolados de Lactobacillus de origem humana.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar aspectos da exclusdo competitiva de leveduras potencialmente patogénicas do
género Candida, por espécies de Lactobacillus.

2.2 Especificos

> Identificar fenotipicamente culturas de lactobacilos isolados da microbiota intestinal
de lactentes;

> Determinar a capacidade de autoagregacao de linhagens de Lactobacillus spp.;

> Determinar a capacidade de coagregacdo entre células de Lactobacillus spp. e de
Candida spp.;

> Avaliar a hidrofobicidade celular de Lactobacillus através do teste de adesdo a
hidrocarbonetos;

> Determinar a capacidade inibitoria de filtrados livres de células de lactobacilos contra
leveduras em meio sélido;

> Determinar a capacidade inibitéria de células de lactobacilos contra leveduras em
meio liquido;

> Averiguar a existéncia de correlacdo entre as propriedades relacionadas a exclusdo
competitiva.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Prebioticos

Os prebiodticos sao definidos como componentes alimentares, nao digeriveis pelas
enzimas do nosso organismo, capazes de estimular seletivamente o crescimento e a atividade
de populagdes da microbiota intestinal que venham a trazer beneficio a saide humana, além
de estimular a motilidade intestinal e regular a absor¢do de nutrientes. Seu efeito de
modulagdo da microbiota estd relacionado ao fato de que, de acordo com as propriedades da
substancia ingerida, serdo metabolizadas por um nimero limitado e especifico de bactérias
benéficas presentes no intestino, que aumentarao sua populagdo e inibirdo o crescimento de
outras que possam causar doencas; os prebioticos ndo podem servir de fonte de alimento para
estas ultimas (STEFE, ALVES e RIBEIRO, 2008).

Tratando-se, em sua maioria, de carboidratos ndo digeriveis, os prebidticos ja sdo
amplamente comercializados na Europa e no Japao na forma de adogantes funcionais € como
ingredientes de bebidas lacteas, balas, doces, chocolate, biscoitos, geleias, pudins € gomas de
mascar. Entre as substancias classificadas como prebidticos, podemos citar: lactulose, lactitol,
xilitol, inulina, fruto-oligossacarideos e galacto-oligossacarideos. Sua utilizagdo por bactérias
gera metabolitos que podem possuir a propriedade de modulagdo da microbiota, pois podem
alterar fatores com pH, acidez e mediarem intera¢des entre 0os microrganismos, bem como
exercerem acao inibitdria contra microrganismos indesejaveis (SAAD, 2006).

3.2 Probioticos

Os probidticos ja tiveram diversas definicdes ao longo dos anos. Todavia, a mais
aceita atualmente ¢ a de que sdo microrganismos cuja administracdo em quantidades
adequadas promove beneficios a satde e ao bom funcionamento do organismo do hospedeiro.
Eles possuem a propriedade de controlar a populacdo microbiana intestinal através da
promocao de efeitos antagonicos e competicdo contra bactérias patogénicas e estimulacao do
sistema imunoldgico. Outros beneficios obtidos pela sua ingestdo envolvem a redugdo do
colesterol, prevengao de doencas inflamatorias, diarreias e neoplasias, sintese de vitaminas e
efeitos que se estendem para além do sistema gastrointestinal (SAAD, 2006).

Para que determinado microrganismo seja considerado probiotico, foram escolhidos
diversos critérios para sua selecdo, dentre os quais podemos destacar: origem humana,
resisténcia a bile, acidos e sucos digestivos, adesdo e seguranga. No entanto, ¢ praticamente
impossivel que uma unica linhagem consiga agrupar todos os requisitos, portanto, a estratégia
adequada ¢ encontrar individuos que possuam um conjunto de caracteristicas direcionadas
para determinado tratamento. Os probioticos mais estudados e aceitos ultimamente pertencem
a dois géneros — Lactobacillus e Bifidobacterium, sendo que outras bactérias e algumas
leveduras também desempenham esse papel. A seguir, na Tabela 1, sdo apresentados critérios
utilizados para a selegdo de probidticos e sua relacdo com a prevencao da diarreia e o
restabelecimento do equilibrio da microbiota intestinal.



Tabela 1. Critérios utilizados para selegdo de cepas probidticas e correspondéncia ao efeito
alegado (adaptado de Garcia, 1999).

Prevenciao Restauracao do

Critério de selecao . . . .
¢ da diarreia balanco microbiano

Origem humana S +
Resisténcia a bile
Resisténcia ao pH acido
Colonizagdo

Adesao

B-galactosidase
Assimilagao de colesterol

Redugao na producao de compostos carcinogénicos

+ 4+ » o+ o+ + 4+ o+

Redugdo na produgdo de aminas

Estimulagao imune

v v v v 4+ + + 4+ +

Antimutagenicidade
Produgao de bacteriocina -
Resisténcia a antibioticos

Tolerancia ao oxigénio

+ »n H*= H +

+ o+ o+

Seguranca

(+) critério com correspondéncia positiva ao efeito atribuido
(-) critério com correspondéncia negativa ao efeito atribuido
(#) critério com pontos favoraveis e desfavoraveis

(S) critério sem influéncia no efeito alegado

3.3 Simbioticos

Visando a introdugdo de microrganismos benéficos no trato intestinal e o fornecimento
de condi¢des favoraveis ao seu crescimento e desenvolvimento, surgiram os simbidticos, que
seriam alimentos preparados pela associagdo de prebidticos e probioticos. Esta combinagao
visa possibilitar a sobrevivéncia das culturas nos alimentos € mesmo sua passagem pelo
ambiente gastrico, permitindo que cheguem até o intestino. O ideal ¢ que o componente
prebiodtico seja metabolizavel pelo probiotico utilizado na formulagdo (STEFE, ALVES e
RIBEIRO, 2008).

3.4 Interacao entre probioticos e patogenos intestinais

3.4.1 Lactobacillus spp.

O género Lactobacillus ¢ constituido por bactérias Gram positivas, ndo esporuladas,
sem flagelos e produtoras de catalase; estio amplamente distribuidos pela natureza, mas
podem também ser encontrados sobre a superficie de plantas e em tecidos animais, inclusive
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do homem. Podem ser anaerobios ou facultativos e, quanto ao metabolismo, existem
representantes tanto homofermentativos quanto heterofermentativos. Os lactobacilos sdo os
bacilos de Ddderlein da microbiota vaginal e estdo entre as bactérias encontradas no trato
intestinal de boa parte da populagdo saudavel (BORIS, SUAREZ E BARBES, 1997).

Segundo Pereira e Gomez (2007), os lactobacilos estdao inseridos dentro do grupo das
bactérias lacticas, e muitas espécies sdo utilizadas na industria alimenticia — como culturas
iniciadoras em fermentados e outros produtos — podendo-se citar, como exemplos, L. casei €
L. acidophilus. Além disso, eles sdo responsaveis pelo aumento da vida de prateleira destes
produtos, gracas a producdao de substiancias antimicrobianas e ao seu efeito competitivo,
evitando que microrganismos deteriorantes ou patogénicos consigam crescer e se estabelecer
nos alimentos.

Lactobacilos apresentam algumas propriedades interessantes: adesdo as células
epiteliais da mucosa intestinal de forma semelhante como ocorre no epitélio vaginal, interagdao
com células de patdogenos, producdo de substancias antimicrobianas como perdxido de
hidrogénio, acido lactico e bacteriocinas, € competi¢do por sitios de ligagdo as células
intestinais (PEREIRA ¢ GOMEZ, 2007).

Todas estas caracteristicas, somadas a capacidade de algumas espécies resistirem as
condi¢des adversas do trato gastrointestinal (acidez, bile, enzimas digestivas) até chegarem ao
local de colonizagdo fazem dos lactobacilos fortes candidatos a serem utilizados em
formulagdes probiodticas e simbidticas, visando a prevenir o desequilibrio da microbiota
autoctone e a colonizacdo intestinal por patdgenos oportunistas. Uma ultima caracteristica
essencial dessas bactérias ¢ o fato de elas serem reconhecidamente seguras (GRAS —
“generally recognized as safe”), isto ¢, ndo apresentarem efeitos adversos a saude do
hospedeiro como ocorre com uso de antibidticos (PAN et al, 2009).

3.4.2 Disbiose intestinal

O actmulo de maus tratos com a funcao intestinal pode desequilibrar a microbiota do
local, promovendo o aumento do niimero de microrganismos patogénicos em detrimento
daqueles que sdo benéficos ao organismo. Estes, por sua vez, podem trazer consequéncias
sérias a saude do hospedeiro, afetando a digestdo e absor¢do de nutrientes no intestino
delgado, produzindo toxinas, causando mal estar, diarreia e inflamagdo, e produzindo
substancias peptidicas mutagénicas e carcinogénicas através da combinacao de toxinas e
proteinas oriundas da alimentagdo. Todo esse processo ¢ denominado disbiose intestinal e
constitui um problema cada vez mais frequente em todo o mundo. A antibioticoterapia pode
ser um fator desencadeante dessa patologia, pela possibilidade de conferir resisténcia aos
patogenos intestinais e também pela eliminacdo das bactérias beneficentes ao local. Outros
fatores que podem ser considerados sdo a mé alimentag¢do, consumo excessivo de alimentos
processados, estresse, entre outros. O uso de prebioticos, probidticos e simbidticos estd entre
as possiveis abordagens que visam o tratamento e a preven¢ao desse distirbio, assim como a
adogao de dietas balanceadas (ALMEIDA et al., 2009).

3.4.3 Leveduras do género Candida como causadores de disbiose intestinal

Entre os agentes importantes no desenvolvimento da disbiose intestinal estd Candida
albicans, levedura que pode estar presente na microbiota do intestino de animais como
comensal, tornando-se patogénica em condi¢des especificas. Ela possui metabolismo
aerdbico, mas consegue se desenvolver em anaerobiose, como se observa no célon humano. E
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capaz de fermentar carboidratos e produzir substancias potencialmente prejudiciais,
transgredindo o funcionamento harmoénico do sistema gastrointestinal, comprometendo a
saude do individuo. C. albicans produz também gliotoxinas, compostos com varios efeitos
biologicos, dentre os quais atividades antibacterianas, antivirais e imunossupressoras, esta
ultima pela fragmentagao do DNA de globulos brancos do sangue (SHAH et al, 1998).

Outro fator de viruléncia de Candida spp. € a produgdo de adesinas que mediam sua
fixacdo a células da mucosa ou do endotélio hospedeiro e a proteinas da matriz extracelular.
Com isso, ha a formagdo dos biofilmes, estruturas que atuam na comunicagdo entre 0s
microrganismos presentes (quorum sensing) € os protegem contra a resposta imunologica. E
dependendo da situagdo, as leveduras podem produzir proteinas inativadoras de anticorpos e
fatores do complemento. Ainda para escapar do ataque imunologico, estas leveduras sao
capazes executar um mecanismo de mudanga da estrutura de sua parede celular, dificultando
o reconhecimento delas pelas células apresentadoras de antigenos (SCHULZE e
SONNENBORN, 2009).

3.5 Exclusio competitiva

Os probidticos agem principalmente por exclusdo competitiva. Segundo Nurmi
(1973), pintainhos recém-nascidos aos quais foi administrada alimentacdo contendo fezes de
adultos adquiriram resisténcia a infeccdo por Salmonella infantis, indicando que nos
organismos dos adultos j& havia uma microbiota benéfica bem desenvolvida. Sua atuacao
parece estar relacionada com adesao a sitios especificos no epitélio intestinal, reduzindo assim
a colonizagdo por patdogenos seja pelo impedimento da aderéncia ou pelo destacamento dos
microrganismos. Alguns autores argumentam sobre a adesdao a mucina e as células produtoras
de muco (células de Globet), bem como as células epiteliais (SAVAGE, 1992).

Lactobacillus spp. tem capacidade de controlar a populacdo microbiana sapréfita do
intestino. Ao que parece, as estratégias relacionadas a fun¢do de controle da microbiota
intestinal s3o a producdo de substincias com atividade antimicrobiana, a adesdo ao epitélio
intestinal e coagregacao aos demais microrganismos (WYNNE et al, 2004).

3.5.1 Exclusiao por mecanismos de adesdo e agregaciao

Quando se fala em adesdo, o mecanismo envolve ligacdo entre adesinas presentes na
superficie celular do microrganismo e receptores celulares da mucosa intestinal. A capacidade
de protecdo exercida pelos comensais da microbiota contra a colonizagdo do trato intestinal
por microrganismos patogénicos ¢ denominada exclusdo competitiva (SANDERS, 1993).
Essa interagdo despertou o interesse de estudos da administracdo de componentes naturais nao
digeriveis junto a alimentacdo com o objetivo de intervir ou suprimir a aderéncia de
patogenos a superficie intestinal. Como existem carboidratos ndo digeriveis, metabolizaveis
por bactérias especificas que podem fazer parte da microbiota ou serem introduzidas nela, tal
como os lactobacilos, surgiu a ideia de associar os dois conhecimentos, levantando a
possibilidade de administracdo de substancias prebidticas que possam suprimir adesdo de
culturas patogénicas e ao mesmo tempo, estimular o crescimento e colonizacdo dos
Lactobacillus da microbiota ou probidticos. Essa nova abordagem define a ecoimunonutri¢cao
(GIBSON et al., 1995; NOUSIAINEN e SETALA, 1998).

Um ntimero de proteinas de reconhecimento/contacto de bactérias probidticas incluem
lectinas, enzimas e outros fatores envolvidos no metabolismo de carboidratos, na interagao
microrganismo-microrganismo € microrganismo-hospedeiro. Lactobacilos sintetizam lectinas.
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Entretanto, as proteinas de Lactobacillus sao pouco estudadas e suas fungdes permanecem
obscuras. O potencial de reconhecimento de L. acidophilus e outros lactobacilos incluem
interacdes do tipo mucina-mucina € manana-manana, glicoproteinas dentro do intervalo de
49-71 kDa (UCHIDA et al., 2006).

Em relagdo a coagregagdo — processo pelo qual bactérias geneticamente distintas se
aderem umas as outras via moléculas especificas — trés mecanismos tém sido relacionados. O
primeiro diz respeito a interagdo entre componentes da superficie celular, em que as proteinas
de aderéncia (adesinas) sdo lectinas — proteinas de origem ndo imunoldgica que realizam
aglutinagao celular gracas a sua propriedade de se ligar de forma reversivel a carboidratos.
Este mecanismo parece ser o observado na aglutinacao de células de leveduras por espécies
de Lactobacillus através de ligacdo a manose presente na parede celular de leveduras
(ADLERBERTH et al., 1996). Nos dois mecanismos restantes, as adesinas ndo sdo lectinas.
Eles se baseiam, respectivamente, na secrecdo de uma proteina especifica que media
agregacdo e altera a frequéncia de conjugacdo, e secrecao de ferormoOnios sexuais, também
capazes de alterar a frequéncia da conjugagao (MORI, SAKAGAMI e NARITA, 1984;
RENIERO et al., 1992).

A parede celular de leveduras consiste de polissacarideos contendo manose (manana).
Escherichia coli e outras enterobactérias portadoras de receptores contendo adesinas manose-
especificas aglutinam células de leveduras. Desta forma, a capacidade de ligar-se as células de
leveduras pode ser uma indicagdo de atividade especifica a manose. Portanto, a lectina
ligadora de manose (MBL) tem papel fundamental na defesa contra Candida albicans. A
adesdo de Lactobacillus plantarum as células do colon humano (HT-29) ¢ devido a um
mecanismo sensivel a manose. (ADLERBERTH et al, 1996).

3.5.2 Lectinas e o sistema complemento

Outro mecanismo de exclusdo competitiva envolve a ativacdo do sistema do
complemento por moléculas como o &cido teicoico (parede celular) e fragmentos de
peptideoglicano. Probiodticos sdo conhecidos também por secretar substancias que inibem a
internalizacdo e a adesdo de patdgenos, assim como aumento na secre¢do de muco, como
ocorre com lactobacilos que estimulam a secre¢do de mucina, inibindo a aderéncia de E. coli
enteropatogénica. O estimulo a barreira da mucosa por lactobacilos e bifidobactérias que
ajudam a prevenir que patdogenos induzam um aumento da permeabilidade do intestino
também tem sido relatado como uma ag@o observada na exclusdo competitiva.

Sabe-se que no sistema de defesa do organismo contra patégenos muitas vezes a
interacdo dos anticorpos com antigenos ¢ eficiente por si s6. Entretanto em outras ocasides a
ligacdo de anticorpos a antigenios nao produz fungdo util a menos que ela possa ativar um
mecanismo efetivo, seja ele celular ou humoral. O sistema complemento participa nestas
fungdes efetoras, sendo composto por proteinas de superficie e séricas, participando das
defesas inatas (natural) e adquiridas (memoria). Inumeras proteinas do complemento sdo
proteases que se autoativam por clivagem proteolitica e essa cascata de ativagdo. A via das
lectinas utiliza uma proteina para ativar a cascata do complemento, a lectina ligadora de
manose (MBL). A MBL se liga a residuos de manose e outros carboidratos, organizados em
um padrdo, que recobrem superficialmente muitos patdogenos. As pessoas deficientes em MBL
tém maior suscetibilidade a infec¢des na infancia, o que mostra a importancia da via da
lectina na defesa do hospedeiro (JANEWAY et al., 2007).



3.5.3 Producao de sustancias antimicrobianas e competi¢ao por nutrientes

Existe uma série de outros produtos, especialmente sintetizados por lactobacilos,
capazes de apresentar atividade contra microrganismos indesejaveis, entre os quais acido
latico causando reducdo do pH intestinal, assim como de acidos graxos volateis como acetato,
propionato e butirato, peroxido de hidrogénio, proteinas e/ou peptideos (bacteriocinas) com
acdo inibitoria contra grupos selecionados de bactérias. Relatos de alguns trabalhos sugerem
também que os probioticos fazem uma rdpida metabolizagdo de substratos, tornando-os
indisponiveis aos patdgenos e eliminando-os por competicio de nutrientes (MORO e
ARSLANOGLU, 2005; REID, 2008).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Culturas de lactobacilos e leveduras do género Candida

As culturas de lactobacilos e leveduras fazem parte da cole¢do de culturas do
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFRRJ,
sendo isolados intestinais de lactentes provenientes do trabalho de doutoramento de Oliveira
(2011). Também foram utilizadas como padrdo de referéncia duas culturas comerciais:
Lactobacillus acidophilus LA-5 e Lactobacillus casei-01, doadas pela Christian Hansen.

Para estoque, as leveduras foram mantidas a 5°C em tubos contendo agar batata
dextrose (ABD) inclinado, enquanto os lactobacilos foram mantidos congelados a -20°C. O
procedimento de congelamento da massa celular das culturas de lactobacilos consistiu na
distribuicao do terceiro cultivo consecutivo em caldo MRS (De Man, Rogosa e Sharpe, 1960)
em volumes de 1.5 mL em tubos Eppendorf, seguida de centrifugacao (10.000 x g, 10 °C, 10
minutos). O sobrenadante foi desprezado e a massa celular reconstituida com 1,0 mL de caldo
MRS adicionado de 15% de glicerol como crio-protetor. As culturas de trabalho foram
preparadas por trés transferéncias sucessivas em caldo MRS ou caldo extrato de malte/extrato
de levedura peptona respectivamente para lactobacilos e leveduras.

4.2 Padronizacao do indculo

Visando obter um parametro para se conhecer a concentragdo correta do indculo de
cada linhagem de Lactobacillus sp. e Candida sp., foi realizado um procedimento de
calibracao, relacionando o valor de absorbancia das suspensoes diluidas preparadas a partir do
crescimento em caldo com a contagem de unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL)
em placa, mediante incubagdo a condi¢des adequadas. A suspensdao de células obtida da
terceira transferéncia em caldo MRS foi centrifugada e lavada duas vezes com 2 mL de
tampao fosfato pH 7,0-7,5. Dilui¢des de 1:10, 1:20. 1:50 e 1:100 foram preparadas em tampao
fosfato pH 7,2 e o valor da absorbancia de cada diluicdo determinado em espectrofotdometro
(1105, BEL PHOTONICS SP, USA) a 600 nm. Ao mesmo tempo foi realizada a contagem de
células por inoculagao de dilui¢des seriadas em Agar MRS e incubadas a 36 °C. A curva foi
linearizada de forma a obter uma equagdo do 1° grau.

4.3 Identificacio dos microrganismos

4.3.1 Leveduras

A identificagdo das leveduras quanto a espécie foi realizada utilizando-se as provas de
producao de tubo germinativo em soro sanguineo (2 a 3 horas de incubagdo) para
identificacdo de Candida albicans ou C. dubliniensis ¢ de formagao de clamidoconidios em
meio Agar Rice (Difco Laboratories”™), para diferenciacdo de C. albicans, C. dubliniensis ¢ C.
tropicalis. Além dos testes morfoldgicos, os isolados foram submetidos a testes bioquimicos
de identificagao automatizada através de aparelho VITEK® (Biomérieux, Franca) e também
em meio cromogénico especifico para Candida spp. (Chromagar™, BD-BBL).



4.3.2 Lactobacilos

Os isolados de lactobacilos foram previamente identificados através da realizagdo de
coloragao de Gram, seguida dos testes da catalase e oxidase, do crescimento a 15 °C e a 45 °C
e da digestao do soro de Loeffler. Finalmente, foi feita a identificacdo bioquimica das culturas
pelo estudo do perfil de fermentagao de carboidratos, utilizando a bateria de testes API 50
CHL, para lactobacilos (Biomérieux®, Franca). Os perfis de fermentagdo dos carboidratos no
API 50 CHL foram processados com o auxilio do software apiweb™ (Biomérieux), disponivel
no endereco eletronico: https://apiweb.biomerieux.com/index.jps.

4.4 Interacao entre lactobacilos e leveduras

Para compreender a interagcdo que ocorre entre lactobacilos e leveduras, primeiramente
foram realizados testes com o objetivo de verificar se os lactobacilos possuem a capacidade
de agregar suas proprias células e as células das leveduras, além de testar a afinidade de sua
superficie a hidrocarbonetos. Por tltimo, verificou-se a existéncia de efeito inibitério exercido
pelos isolados de Lactobacillus sobre as leveduras. Todos os experimentos foram conduzidos
no Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Tecnologia de Alimentos — DTA-
IT/UFRRI. Os testes realizados estdo esquematizados na Figura 1 abaixo.

(Exclusﬁo competiti\.ra)

(Agrega;éoﬁadesﬁo)

(Inihigﬁo de C. a!bicans)

(Autoagregagﬁo) ( Hidrofobicidade )

( Coagregacéo ) (Meio sélido) ( Meio liquido )

Figura 1. Fluxograma dos testes de interagdo entre Lactobacillus spp. e Candida albicans.

4.4.1 Autoagregacio em presenca dos filtrados de cultura de lactobacilos

Inicialmente, obtiveram-se os filtrados da seguinte maneira: apds crescimento a 37 °C
por 24 horas, as culturas foram centrifugadas (10.000 x g, 20 °C, 2 minutos) € o0s
sobrenadantes foram recolhidos e esterilizados por filtragdo em membrana de 0,22 pm, sendo
depois mantidos em refrigeragao.

Para o teste, culturas de lactobacilos em caldo MRS incubadas a 37 °C por uma noite
foram centrifugadas (3300 x g, 20 °C, 2 minutos) e lavadas trés vezes com solucdo tampao
fosfato. A seguir, os pellets lavados foram ressuspendidos em tubos Eppendorf contendo os
sobrenadantes filtrados e esterilizados previamente reservados. Apos incubagao a temperatura
ambiente, os tubos foram observados apods 30, 60 e 90 minutos. O fendmeno de agregacao foi
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considerado positivo quando houvesse precipitagdo de particulas visiveis pelas paredes € no
fundo dos tubos Eppendorf, de acordo com Boris, Suarez e Barbés (1997).

4.4.2 Autoagregacio e coagregacio

Para investigar a agregacdo entre células de lactobacilos e agregacdao destas com
leveduras potencialmente patogénicas foi utilizada uma modificacdo das metodologias
descritas por Botes, Loos e Reenem (2008) e Collado, Meriluoto e Salminen (2008).

4.4.2.1 Autoagregacao entre células de lactobacilos

Culturas de 18h de lactobacilos em caldo MRS foram centrifugadas (3300 x g, 18°C,
10 minutos) e lavadas com 2 ml de solugdo salina (0,75% p/v de NaCl). Foram preparadas
suspensdes em solucdo salina, ajustadas em espectrofotdmetro para a densidade otica (600nm)
de 0,3 e as suspensdes foram centrifugadas (1470 x g, 20 °C, 2 minutos) em tubos Eppendorf.
A seguir, um mililitro dos sobrenadantes de cada suspensao foi transferido para cubetas de
plastico e sua densidade 6tica foi mensurada imediatamente (momento inicial — ODy) e apds 1
(OD;y) e 24 horas (ODy) de repouso. O resultado da autoagregacdo foi expresso em
porcentagem e determinado de acordo com Malik et al (2003) pelas seguintes formulas:

(DDL‘- - UD;) [DDD - DDH)
Aa;(%) = X100  Aay(%) = X 100
! oD, = oD,

onde ODy, OD; e ODy; significam as respectivas densidades 6ticas nos tempos supracitados.

4.4.2.2 Coagregacao entre células de lactobacilos e leveduras

As suspensdes das culturas de lactobacilos e leveduras foram preparadas de acordo
com o descrito para o teste da autoagregacgdo, tendo sido ajustadas para a densidade otica de
0,25 e tendo sido as leveduras cultivadas em caldo extrato de levedura peptona. Volumes
iguais (500 pL) das suspensoes de lactobacilos e leveduras foram misturados e incubados a
temperatura ambiente sem agitagdo. As absorbancias das misturas e das culturas separadas —
controles foram mensuradas imediatamente (momento inicial — ODy) apds 1, 2, 3 e 24 horas
(OD;, ODy, ODy; e ODyy, respectivamente). O resultado da coagregacdo foi expresso em
porcentagem, de acordo o protocolo de Malik et al (2003).

(QD,—0Df] (OD,-0Dy)

% 100 Coag,, (%) = X 100

n o

Coagy, (%) =

(QD,—0D1) (0D, —0Dpy)

Coag,, (%) = %100 Coag,., (%)= * 100

oD, o

onde OD,y, OD; ODy;, ODy; e ODyy significam densidades oticas no momento inicial € nos
tempos de 1 até 24 horas, respectivamente.

11



4.4.3 Hidrofobicidade

O teste de hidrofobicidade baseado na adesao a hidrocarbonetos foi realizado seguindo
metodologia descrita por Collado, Meriluoto e Salminen (2008). Culturas de 24h de
lactobacilos em caldo MRS foram centrifugadas (3300 x g, 18°C, 10 minutos) e lavadas com
2mL de solucdo tampao fosfato. Foram preparadas suspensdes em tampao, ajustadas em
espectrofotometro para a densidade 6tica (600nm) de 0,5 £0,01 (ODy). Adicionou-se ImL de
xileno a 3mL das suspensodes bacterianas, seguindo-se a subsequente pré-incubacdo por 10
minutos. Depois, as duas fases foram agitadas em vortex por 2 minutos, e apds 20 minutos de
incubagdo, a fase aquosa (3mL) foi removida com auxilio de pipeta Pasteur e transferida para
cubetas de vidro, nas quais a densidade otica foi determinada (ODj). Os resultados foram
expressos em porcentagem, de acordo com o calculo:

aD.,— 0D
SHb(%) = ( Doz: Dy 100
o

onde ODy e OD; significam densidade otica antes e depois da extragdo com solvente organico
respectivamente.

4.4.4 Inibicao do crescimento de leveduras por lactobacilos

Os testes para verificar a capacidade de células de lactobacilos e de seus filtrados
livres de células em inibir o crescimento de leveduras do género Candida foi realizado
empregando-se metodologia descrita por Drago et al. (1997) com modificagoes.

4.44.1 Método em meio liquido utilizando células viaveis de lactobacilos

Foram utilizados tubos de ensaio contendo, ao mesmo tempo, 2,5 mL de caldo MRS e
2,5 mL de caldo extrato de levedura triptona, previamente autoclavados. Os tubos foram
incubados concomitantemente com uma suspensdo de 10’ células de Lactobacillus e outra de
10° células de levedura, a 30°C. Apds um periodo de 18 horas os meios foram substituidos por
meio fresco visando minimizar o efeito do pH e depleg¢ao de nutrientes; para isto, as culturas
foram centrifugadas (3300 x g, 20 °C, 15 minutos) e os pellets ressuspensos nos novos meios.
As culturas foram entao reincubadas por um periodo de 24 horas, ao término do qual os tubos
foram agitados em vortex para proceder as diluigdes sucessivas (10" até 10°) de cada
suspensao e, em seguida, a semeadura em placas contendo agar Sabouraud, para verificar o
crescimento das leveduras através da contagem de unidades formadoras de colonia em placa.
Foram preparados controles sem a inoculagdo de lactobacilos, utilizados como parametro para
avaliar a capacidade de inibi¢ao.

4.4.4.2 Método da difusdo em agar para teste dos filtrados de lactobacilos

As culturas de leveduras foram semeadas na superficie de placas de ABD, onde foram
feitos cinco pogos com furador de 6,8mm. Os pogos foram preenchidos com 50 pL do filtrado
livre de células de lactobacilos previamente neutralizados ou ndo e as placas mantidas a 5°C
por 24 horas, visando a absor¢do do filtrado pelo meio de cultura, seguida de incubagdo a
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30°C por 48 horas. Apoés a incubagdo, a zona de inibicdo do crescimento de leveduras foi
determinada pela medida da distancia entre a borda dos pogos e a borda do crescimento das
leveduras.

Os filtrados livres de células foram preparados com culturas de lactobacilos crescidas
a 37 °C por 24 horas em caldo MRS que, ap6s centrifugagao (10.000 x g, 20 °C, 2 minutos)
foram filtradas em membrana esterilizante (filtro de policarbonato com 0,22 um de
porosidade) e neutralizadas ou ndo com NaOH (1M).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacio dos microrganismos

5.1.1 Leveduras

Das cinco amostras isoladas de fonte intestinal, somente trés (designadas como Lev I,
Lev II e Lev III) foram identificadas como sendo pertencentes a espécie Candida albicans,
uma delas foi identificada como Malassezia furfur e a ultima nao teve uma identificagao
conclusiva. Para o estudo em progresso, optou-se por trabalhar apenas com as culturas de C.
albicans, por se tratarem de fungos frequentemente presentes no trato intestinal de animais e
seres humanos, além de estarem relacionados a doencas decorrentes do desequilibrio da
microbiota intestinal.

5.1.2 Lactobacilos

5.1.2.1 Identificacio preliminar

Quatro amostras isoladas e designadas com Lac 1, Lac 2, Lac 3 e Lac 4 se
apresentaram como bacilos Gram positivos, ndo produtores de catalase ou oxidase e que nao
digerem o soro do Loeffler. Apenas Lac 2 cresceu somente a temperatura de 15 °C; os demais
exibiram um 6timo crescimento a 42 °C, e um crescimento discreto a 15 °C. Estes testes foram
realizados com o intuito de confirmar que as culturas em questdo pertenciam ao género
Lactobacillus. Na etapa seguinte, utilizando o kit de identificacdo comercial, foram testadas as
quatro culturas descritas acima, e a cultura comercial Lactobacillus acidophilus LA-5
(Christian Hansen), foi empregada como controle de qualidade do teste.

5.1.2.2 Identificacdo bioquimica

Duas culturas, Lac 1 e Lac 3, foram identificadas como sendo pertencentes a espécie
L. rhamnosus, com mais de 99% de porcentagem de identificacdo. A cultura Lac 2 foi
identificada como sendo L. paracasei subespécie paracasei 1, com 99,9% certeza; a cultura
Lac 4 também foi identificada como L. paracasei subespécie paracasei, porém seu perfil de
fermentagdo nao foi totalmente conclusivo, deixando-a entre dois subtipos possiveis; ainda
assim, a porcentagem de identificacdo ultrapassou 95%. Finalmente, a cultura comercial
confirmou a confiabilidade do teste, pois foi identificada como L. acidophilus 1, com 98% de
confianga. Os perfis bioquimicos dos cinco isolados estao expostos no Quadro 1.
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Quadro 1. Perfil fenotipico dos isolados de Lactobacillus spp.

Perfil de fermentagao de carboidratos (AP 50 CHL)
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0) controle; 1) glicerol; 2) eritritol; 3) D-arabinose; 4) L-arabinose; 5) ribose; 6) D-xilose; 7) L-xilose; 8) D-adonitol; 9)
metil-B-D-xilopiranosidio; 10) D-galactose; 11) D-glicose; 12) D-frutose; 13) D-manose; 14) L-sorbose; 15) L-ramnose; 16)
dulcitol; 17) inositol; 18) D-manitol; 19) D-sorbitol; 20) metil-a-D-manopiranosidio; 21) metil-o-D-glicopiranosidio; 22) N-
acetilglicosamina; 23) amigdalina; 24) arbutina; 25) esculina; 26) salicina; 27) D-celobiose; 28) D-maltose; 29) D-lactose;
30) D-melibiose; 31) D-sacarose; 32) D-trealose; 33) inulina; 34) D-melezitose; 35) D-rafinose; 36) amido; 37) glicogénio;
38) xilitol; 39) gentiobiose; 40) D-turanose; 41) D-xilose; 42) D-tagatose; 43) D-fucose; 44) L-fucose; 45) D-arabitol; 46) L-
arabitol; 47) gluconato de potassio; 48) 2-cetogluconato de potéssio; 49) 5-cetogluconato de potassio.

5.2 Autoagregacao utilizando o filtrado de cultura de lactobacilos

A adicao de células de lactobacilos ao seu proprio sobrenadante filtrado livre de
células e frente aos filtrados de outros lactobacilos resultou na formagdo de agregados de
células. A observagao dos tubos de Eppendorf revelou a presenca de grumos formando uma
massa celular quase inteira O fendmeno apresentou-se de forma semelhante nos tubos da
maioria as culturas; o isolado Lac 2 foi aquele que mostrou o maior poder de autoagregagao
tanto em contato com seu proprio filtrado quanto com os filtrados dos demais isolados. Esta
capacidade de autoagregar pode ser observada mesmo durante o cultivo em caldo MRS, onde
formam agregados caracteristicos, conforme exposto na Figura 2.

15



Figura 2. Cultivos dos isolados de Lactobacillus spp. em caldo MRS.
A) Lac 1 — L. rhamnosus; B) Lac 2 — L. paracasei spp. paracasei; C) Lac 3 — L. rhamnosus; D) Lac 4 — L. paracasei spp.
paracasei; E) Lac C - L. casei-01; F) Lac A — L. acidophilus LA-5.

5.3 Autoagregacio entre células de lactobacilos

Apo6s uma hora de contato, ndo foi observada diferenca estatistica significativa (p
<0,05) na capacidade de autoagregar entre as culturas (Figura 3a). Pensando no efeito do
tempo sobre as médias, optou-se por manter as cubetas contendo o sobrenadante dos seis
cultivos em repouso por mais 24 horas a 37°C. Apos incubagdo, Lac 4 passou a ser a cultura
com o maior poder de autoagregacdo com média de 75,9%, seguida de Lac 2 e LA-5, com
66,28% e 63,41% respectivamente. Houve diferenga estatistica significante (p <0,05) de Lac 4
para os isolados Lac 1, Lac 3 e L. casei-01, e de Lac 2 e LA-5 para L. casei-01 conforme
mostrado na Figura 3b.
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Figura 3. Autoagregagao dos isolados de Lactobacillus. (A) apos contato por uma hora; (B)
apods contato por 24 horas.

Resultados sdo médias de trés repeticdes. Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

A autoagregacdo ¢ uma das caracteristicas investigadas na sele¢do de probidticos por
estar relacionada a formagao e manuten¢do de populagdes destas bactérias na microbiota e a
adesdo a mucosa intestinal. No presente estudo, cinco isolados apresentaram valores que os
classificam com média capacidade de se autoagregar (20 - 70%), enquanto Lac 4 - L.
paracasei spp paracasei classifica-se como possuidor de alta capacidade autoagregativa (>
70%), segundo Rhaman et al (2008). Resultados semelhantes foram obtidos por Botes et al
(2008), com taxas de 48 a 64% entre probidticos e patdogenos alimentares, porém em menor
tempo de incubacdo. Collado, Meriluoto e Salminen (2007) também obtiveram resultados
similares com 24 horas de incubagdo, chegando ainda a conclusao de que a temperatura € um
fator capaz de modificar a capacidade de autoagrega¢do dos microrganismos, sendo de 37 °C
a ideal para culturas probidticas, justamente a temperatura corporal.

Os resultados obtidos nesse experimento levam a crer que a capacidade de autoagregar
dos isolados esta relacionada a componentes na superficie celular das bactérias, pois a
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agregacao das células ocorreu mesmo apoés terem sido lavadas e ressuspendidas com solugdo
tampao, como também observaram Kos et al (2003). Nao parece, no entanto, haver producao,
por parte das culturas, de moléculas soluveis envolvidas no mecanismo, pois o teste no qual
se adicionou o sobrenadante filtrado de crescimentos de 24 horas as culturas ndo influenciou
de forma consideravel no processo de agregacdo das mesmas. Boris, Suarez e Barbes (1997)
foram bem sucedidos em comprovar a existéncia de um fator produzido e secretado pela cepa
L. gasseri 2459 no meio de cultivo que restaurava ou conferia esta habilidade a outras
culturas, indicando que o fendmeno de autoagregacao se devia a presenca de componentes de
superficie celular ou de substancias produzidos e secretados no ambiente, passiveis de se ligar
a receptores celulares de outras bactérias.

5.4 Coagregacao entre células de lactobacilos e leveduras

Os resultados sdo mostrados nas Figuras 4, 5 e 6. Lac 2 foi o isolado que apresentou
maior capacidade de se agregar as células de levedura em todos os momentos de mensuragao
da densidade o6tica, frente as trés leveduras, com médias que foram de 22,33% a 92,67% entre
I ¢ 24 horas de incubacdo. No momento final, suas médias estabeleceram diferenca
estatisticamente significante (p <0,05) das médias dos isolados Lac 1, Lac 3 e L. casei-01,
sendo que durante o periodo de incubagdo suas médias apresentaram-se diferentes da maioria
dos outros isolados.
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Figura 4. Coagregacao de cé¢lulas lactobacilos com Candida albicans — Lev 1.

Resultados sdo médias de trés repeticdes. Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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Figura 5. Coagregacao de células lactobacilos com Candida albicans — Lev 1.

Resultados sdo médias de trés repeticdes. Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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Figura 6. Coagregacao de células lactobacilos com Candida albicans — Lev 111.

Resultados sdo médias de trés repeticdes. Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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Em relacao as demais culturas, Lac 4 foi aquela que apresentou o segundo maior valor
de coagregacdo entre 1 e 3 horas, e LA-5 obteve o segundo maior valor de coagregagao
(85,67%) no tempo de 24 horas. Vale ressaltar que houve diferenca estatisticamente
significante (p <0,05) entre estas trés culturas (Lac 2, Lac 4 e LA-5) no decorrer do periodo
de incubagdo, tornando-se insignificante no final. A andlise de variancia revelou que o tempo
de incubagdo afetou os resultados de forma significativa. Foi feita coloragdo de Gram a partir
das suspensodes de 24 horas dos testes de coagregagdo, onde € possivel observar interagao
entre células de lactobacilos e leveduras. (Figura 7).

Figura 7. Observagdo microscopica de coagregacao entre células de
Lactobacillus rhamnosus (Lac 1) e Candida albicans (Lev 1).

A capacidade de coagregagdao entre bactérias intestinais constitui importante
mecanismo na exclusdo competitiva de patogenos. L. paracasei spp paracasei (Lac 2) foi a
cultura com maiores scores de coagregacao as cé¢lulas de levedura, e foi também a que exibiu
os maiores valores em menor tempo. Com 24 horas de incubagdo, as demais culturas exibiram
valores que podem ser considerados médios a altos, embora sem a mesma eficiéncia.

Foi possivel evidenciar correlagdo entre coagregacdo e autoagregacdo, pois os trés
isolados com melhores médias de coagregagdo também o foram para autoagregacao,
entretanto ndo na mesma ordem. Para as trés culturas restantes também houve certa
proporcionalidade. Tuo et al (2013) ndo observaram correlacdo existente entre estes dois
parametros em 23 culturas testadas, concluindo que estas propriedades sdo especificas de cada
cepa. Kos et al (2003) obtiveram valores mais discretos de coagregacao de L. acidophilus
M92 frente a dois probidticos e dois patogenos. Estes autores argumentaram que a
coagregacao entre espécies e géneros diferentes de probioticos pode intensificar seus efeitos
benéficos sobre a microbiota e que a coagregacdo a patdogenos facilita a acdo de substancias
antagonistas contra eles. Valores diferenciados foram encontrados também por Collado,
Meriluoto e Salminen (2007), evidenciando o efeito do tempo sobre a interagao.

20



5.5 Hidrofobicidade

Em relagdo ao grau de afinidade e adesao a hidrocarbonetos, L. paracasei spp
paracasei (Lac 2), novamente, foi o cultivo que apresentou a maior média (93,9%), sendo
seguido por LA-5 (88,1%) (Figura 8). Estes dois isolados apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p <0,05) dos demais. Lac 4 também apresentou médias com
diferenca estatistica significante em relagdo a L. casei-01, Lac 1 e Lac 3, mas seu valor médio
foi baixo, ndo chegando a 15%.
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% 604 1 Lac 2 - L. paracasei spp. paracasei
% B Lac 3 - L. rhamnosus
;'S 404 Bl |ac4 - L. paracaseispp. paracasei
.g #A Lac C - L. casei-01
T 5 B Bl Lac A- L. acidophilus LA-5
ol——

Figura 8. Percentual de adesdo de lactobacilos a hidrocarbonetos.

Resultados sdo médias de trés repeticdes. Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

A afinidade das culturas com hidrocarbonetos ocorreu de forma distinta entre os
lactobacilos testados, demonstrando também se tratar de uma caracteristica especifica. Nao foi
possivel estabelecer uma correlagdo clara entre hidrofobicidade e autoagregagao/coagregacao,
pois o isolado L. paracasei spp paracasei (Lac 4) apresentou taxas elevadas de agregacao
entre suas proprias células e células de leveduras, no entanto sua média de adesdo ao xileno
foi baixa, inviabilizando a existéncia de uma correlacdo positiva. De forma semelhante, Tuo
et al (2013) ndo observaram correlacdo positiva entre hidrofobicidade e autoagregacao. Kos et
al (2003) comprovaram a influéncia da alteracdo de pH e de tratamento com enzimas
especificas sobre essa capacidade, e também atribuiram a hidrofobicidade das culturas a
presenca de componentes proteicos na parede celular das bactérias, conforme estudos prévios
(apud GREEN ¢ KLAENHAMMER 1994; ROJAS ¢ CONWAY 1996; PELLETIER et al.
1997).

Adesdao ¢ um processo complexo que envolve ligagdes ndo especificas
(hidrofobicidade), assim como ligagdes a receptores especificos. Aderéncia de células
bacterianas estd normalmente relacionada as caracteristicas da superficie celular. Acredita-se
que a afinidade aos hidrocarbonetos estd fortemente ligada a adesdo com células do epitélio
intestinal. Portanto, outros estudos serdo necessarios para entender o papel dos
hidrocarbonetos em relacdo a autoagregacdo e aos mecanismos de coagregagdo com
patdgenos.
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5.6 Inibicao do crescimento de leveduras em meio liquido

Em relagdo a inibi¢do do crescimento de leveduras por meio de cocultura, os isolados
Lac 3 e Lac 1 foram responsaveis por reducdes de 2 ciclos log no crescimento de Lev 1. Cinco
isolados foram capazes de causar reducao em mais de 2,0 log na populagdo de Lev II: Lac 1
(2,5 log), Lac 3 (2,4 log), Lac 4 (2,1 log) Lac 2 e L. casei-01 (2 log). J& frente a cultura Lev
III, somente Lac 2 foi capaz de causar redugdo do crescimento maior que 2 log. Nos trés
casos, a média de crescimento das leveduras cultivadas juntamente com a cultura comercial
LA-5 ndo diferiu significativamente das médias obtidas para o crescimento dos controles, o
que sugere que esta ndo possua capacidade de inibi-las. Apenas a cepa L. acidophilus LA-5
nao apresentou capacidade significativa de inibir C. albicans (Figura 9).
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Figura 9. Crescimento de Candida albicans cocultivadas com Lactobacillus spp.

Resultados sdo médias de trés repeticdes. Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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5.7 Inibicao do crescimento de leveduras por difusiao do filtrado em agar.

Nao ocorreu inibi¢ao do crescimento em placa das culturas de leveduras por parte do
filtrado de nenhum dos lactobacilos testados, tanto daqueles neutralizados quanto dos que nao
sofreram adic¢ao de hidroxido de sédio.

A inibi¢do do crescimento de patogenos intestinais ¢ desejavel como caracteristica a
ser investigada na sele¢ao de candidatos a microrganismos probioticos. No presente estudo, os
isolados de origem humana demostraram um maior poder de inibicdo quando cocultivados
com c¢lulas de leveduras em meio liquido, mas nenhuma delas foi capaz de causar inibigao
em meio solido. Em teste anterior (autoagregacdo), os filtrados também ndo exerceram
influéncia significativa nos resultados, levando-nos a crer que as culturas utilizadas neste
experimento ndo produzem fatores importantes na interagdo e inibi¢do de leveduras. Vale
ressaltar que nao houve correlagdo entre a inibicao e a coagregacdo com as leveduras. Assim
as espécies de L. rhamnosus (Lac 1 e Lac 3) foram as que apresentaram maior potencial de
inibicdo em meio liquido mas apresentaram baixa capacidade de coagregacao.

Osset et al (2001) também observaram que as culturas de lactobacilos ndo inibiam as
células de leveduras em meio solido, mas o conseguiam em meio liquido. Nos trabalhos de
Wynne et al (2004), foi verificada inibi¢do de Candida albicans por parte de lactobacilos
tanto em meio liquido quanto em meio solido, porém os dados da inibicdo em placa nao
foram mostrados. Em meio liquido, a inibi¢do foi extremamente eficiente, mantendo o cultivo
de Candida sp. nos niveis de inoculagdo. Strus et al (2005) conseguiram demonstrar inibigao
de espécies de Candida por culturas de lactobacilos produtoras de peréxido de hidrogénio,
mas atribuiram essa inibi¢ao a um conjunto de mecanismos.

O fato de lactobacilos serem capazes de produzir peroxido de hidrogénio, atributo
importante no controle da candidiase vaginal ¢ amplamente reconhecido (MIJAC et al, 2006;
GIL et al, 2010). No entanto de acordo com Martin e Sudrez (2010) a produ¢do de perdxido
de hidrogénio é iniciada em presenca de O, ¢ que ademais hd necessidade de Fe’* para
posterior degradacdo do peroxido que poderia inibir o proprio lactobacilo produtor. Os autores
concluem que a protecdo devida ao perdxido de hidrogénio contra microrganismos
indesejaveis, resulta do equilibrio entre a geracao e a destruicdo por espécies de lactobacilos
de modo a evitar a toxicidade do O, ¢ H,O, em excesso. Estas condigdes ambientais sdao
encontradas no canal vaginal cuja superficie contém elevada concentracio de Fe’™ que é
provido pela menstruacdo, mas ndo no intestino. Ademais os resultados in vitro nesta pesquisa
sugerem que a produgdo de substancias inibidoras ndo sdo as responsaveis pela inibicao aqui
observada, mas provavelmente por componentes de membrana em mecanismo de exclusdo
por adesdo. Lakhtin et al. (2010) verificou que lectinas de lactobacilos e de bifidobacterias
possuem atividade por mananas e outros polimeros do tipo mucina e que estas lectinas
apresentaram atividade contra biofilmes de C. albicans.
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6 CONCLUSAO

Todos os lactobacilos analisados foram capazes de autoagregar, assim como coagregar
com células de leveduras, sendo de, no minimo, 60% com as trés linhagens de C. albicans
testadas apos 24 horas. A adesdo a hidrocarbonetos ndo correlacionou positivamente com a
capacidade de coagregacdo, nem tao pouco com a capacidade de inibi¢do de leveduras em
meio liquido indicando a possibilidade de multiplos mecanismos de exclusdo competitiva. Os
resultados deste trabalho indicam que propriedades como adesdo, auto/coagregacdo e
hidrofobicidade sdo especificas para cada linhagem e ndo espécie-especificos além de serem
dependentes do tempo de incubagdo. Desta forma, a medida da capacidade de autoagregacao,
coagregacdo com espécies patogénicas, juntamente com a hidrofobicidade da superficie
celular sdo ferramentas importantes para selecao preliminar de probiodticos potenciais.

Todas essas observagdes corroboram a favor de que estudos mais detalhados sobre
estes critérios (entre outros) de sele¢do para probioticos sejam realizados, além dos fatores
ambientais que possam exercer influencia sobre eles. Finalmente, estudos sobre sele¢do de
bactérias como candidatas a probidticos devem ser feitos especialmente com isolados de
origem humana, pois estas culturas possuem um grande potencial, por se tratar de
microrganismos ja bem estabelecidos nos microambientes onde habitam.
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