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Influéncia da coagregacao enti€andida albicanse Lactobacillus
acidophilus sobre a capacidade de adesao da levedura em agahlv

contraceptivo combinado (AVCC)

RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar a fungdo dagoagacao entr€andida albicanse
Lactobacillus acidophilusobre a capacidade de adeséo da levedura em agiralv
contraceptivo (AVCC) NuvaRiffyem uma tentativa de entender o que ocorre no
ambiente vaginal. Foram utilizados dois isoladogingis deCandida albicanse uma
cepa ATCC delactobacillus acidophilus ConcentragBes pré-padronizadas dos
microrganismos isolados e coagregados foram ulgiganos ensaios de aderéncia ao
AVCC e na determinacao da hidrofobicidade de super€elular (HSC). O nimero de
leveduras e lactobacilos aderidos ao anel foi detexdo através de unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL). Realizada a microscopia eletrbnica
de varredura (MEV) do coagregado em cultura liquelada aderéncia dos
microrganismos isolados e coagregados aderidosielo BantoC. albicansquantoL.
acidophiluspossuem elevada capacidade de adesdo ao AVCQJifeencas entre os
dois isolados da levedura (p>0,05). A partir dedettoagregacéo, houve uma elevacéo
na capacidade de adeséo das leveduras (p<0,00h)pachado de uma diminuigdo na
adeséao dos lactobacilos (p<0,001). A MEV mostroaaaacteristicas da coagregacao e
comprovou a adesdo dos microrganismos isoladoagre@gados ao AVCC. Nao houve
relacdo entre HSC dos coagregados e sua capaadigaddesaon vitro ao AVCC.
Considerando que haja correlagéo destes achadoasoandigdem vivo, a utilizacao
de probidticos a base de acidophilusou a sua presen¢ca em uma microbiota vaginal

nao protegeriam da adesaoGlealbicansao anel.

Palavras chave Aderéncia; Anel vaginal contraceptivBandida albicansCandidiase
vulvovaginal; Coagregacabactobacillus acidophilus



Influence of co-aggregation betwe@andida albicansand Lactobacillus
acidophilus on the adhesion capacity of the yeast to combined
contraceptive vaginal ring (CCVR).

ABSTRACT

The purpose of this study was evaluate the functibthe co-aggregation between
Candida albicansandLactobacillus acidophilugn the adhesion capacity of the yeast to
NuvaRind® contraceptive vaginal ring (CCVR) in an attemputwerstand what takes
place in the vaginal environment. Two vaginal isegaofC. albicansand an ATCC
strain ofL. acidophiluswere used. Pre-standardized concentrations ofstiiated and
co-aggregated microorganisms were employed on @¢RCadherence essays and on
the determination of the cell surface hydrofobigi@SH). The number of yeast and
lactobacilli adhered to the ring was determinedodlgh colony-forming units per
milliliter (CFU/mL). Scanning electron microscop$EM) of the liquid co-aggregate
and of the adherence of the isolated and co-aggg@gaicroorganisms to the ring was
carried out. BothC. albicansand L. acidophilushave high adhesion capacity to the
CCVR, without differences between the two isolatéshe yeast (p>0.05). From one
hour or more of co-aggregation, there was an isereéa the adhesion capacity of the
yeast (p<0.001), matched by a diminished adhesidheolactobacilli (p<0.001). SEM
demonstrated the characteristics of the co-aggmegand the adhesion of the isolated
and co-aggregated microorganisms to the CCVR. Tiaseno relation between CSH
of the co-aggregates and their adhesion capacityet@ CVRin vitro. Considering that
there would be a correlation of these findings wite conditionsn vivo, the use of
probiotics based oh. acidophilusor its presence in the vaginal flora would nottpcb

against the adhesion 6f albicansto the ring.

Keywords: Adherence; Contraceptive Vaginal Ri@andida albicansVulvovaginal

Candidiasis; Co-aggregatiobactobacillus acidophilus
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Candidiase vulvovaginal

Candidiase vulvovaginal (CVV) é um distlrbio ocasido pelo crescimento
anormal de leveduras na mucosa do trato genitahfem Trata-se de uma infecgcao de
vulva e vagina, causada por leveduras que habiteamaimente a mucosa vaginal, mas
que podem tornar-se patogénicas quando o sitioldaizacdo do hospedeiro passa a
ser favoravel para o seu desenvolvimento (ZIARRUSZ®02). De 80 a 90% dos
casos sdo devido @andida albicanse de 10 a 20% a outras espécies denominadas
Candida néoalbicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,. @arapsilosis, C.
pseudotropicalis, C. lusitanjaC. glabrataé a segunda espécie em frequéncia nas
CVV (PICHOVA et al., 2001). Porém, leveduras derasitgéneros também podem
causar esta infeccéo, corBaccharomyces cerevisjadghodutorulasp eTrichosporon
sp (CONSOLARO et al., 2004).

A CVV é um dos diagnésticos mais frequentes nagar@liaria em ginecologia,
representando de 20 a 25% dos corrimentos vagileaizatureza infecciosa, sendo a
primeira causa de vulvovaginite na Europa e seguodaEstados Unidos e no Brasil,
onde é precedida pela vaginose bacteriana (ZIARR\JZ0D02; CORSELLO et al.,
2003). Cavalcante et al. (200®forcam em seu estudo a necessidade de valorizar a
doenca como importante causa de comprometimergaltie da mulher. Estima-se que
aproximadamente 75% das mulheres adultas apresgmienmenos um episédio em
sua vida, sendo que destas, 40 a 50% vivencianZmsrsurtos e 5% atingirdo o caréater
recorrente (CVVR) (NARDIN et al., 2000).

Esta infeccao caracteriza-se por prurido, ard@patieunia e pela eliminacao
de um corrimento vaginal em grumos, semelhanteta ahe leite. Com freqliiéncia, a
vulva e a vagina encontram-se edemaciadas e hipgtas) algumas vezes
acompanhadas de ardor ao urinar e sensacao deagluear(SOBEL, 1990). As lesbdes
podem estender-se pelo perineo, regidao perianaigainal. O corrimento, que
geralmente é branco e espesso, € inodoro e, quapbsitado nas vestes a seco, tem
aspecto farinaceo. Em casos tipicos, nas paredgsais e no colo uterino aparecem
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pequenos pontos branco-amarelados. Os sintomastesgsificam no periodo pré-
menstrual, quando a acidez vaginal aumenta (SALVREQ1980).

A principal fonte de leveduras vaginais é o trasstgpintestinal. Por um
processo chamado transmissdo endogena, as mesnasiddadas para a vagina por
auto-inoculacado, onde se adaptam e se desenvofvéransmissdo sexual também é
aceita, o que torna a CVV uma doenca sexualmessrrissivel (DST). Pela acédo de
enzimas como proteases e hidrolases, as levedueashggam a vagina penetram no
seu epitélio superficial, ali permanecendo albemgadoodendo causar disturbios
imediatos ou constituir-se em reservatorio parafeecdes posteriores (FIDEL e
SOBEL, 1996).

Do ponto de vista do hospedeiro, a colonizac&oignger levedura e posterior
diminuicAo da capacidade de resposta imunologicaershda em doencas
imunossupressoras, em gestantes e usuarias crdeicasticoides, parecem favorecer a
infeccdo. Ainda parecem contribuir o uso de antiitdd, estrogenioterapia, pequenos
traumas como o ato sexual, habito de usar roupd® fustas ou de fibras sintéticas,
além da dieta alimentar muito acida (FERNANDES e@GHADO, 1996; NARDIN et
al., 2000). Raramente isola-€andidana pré-menarca, fato este que associado a baixa
prevaléncia de CVV na menopausa, enfatizam a déperad hormonal da infeccdo
(FERRER 2000).

Ecossistema vaginal

O ecossistema vaginal abriga uma microbiota que s&lo cada vez mais
reconhecida como protetora contra patdogenos. Qsbkaclos sdo dominantes neste
habitat, em torno de 1& 1¢ unidades formadoras de colénias (UFC/ml) no fluido
vaginal em mulheres pré-menopausadas saudaveis HISOB996). Entre eles,
Lactobacillus acidophilug L. fermentunsdo os mais frequentemente isolados, embora
outros, comd.. plantarum, L. brevis, L. jensenii, L. casei,delbrueckiie L. salivaris
também sejam isolados (REDONDO-LOPEZ et al., 1990).

A microbiota vaginal normal é, portanto, rica enstddacilos produtores de
peréxido (bacilos de Ddéderlein), os quais formand@datico a partir do glicogénio,
presente principalmente no citoplasma das célideaneosas do tipo intermediarias do
epitélio vaginal, cuja producdo é estimulada pélogndnios sexuais femininos. Esse

mecanismo propicia uma acidez adequada do ambregiral (pH em torno de 4,5),
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dificultando a proliferacdo da maioria dos patégeromm excecdo das leveduras, que
proliferam em ambiente acido (ALMEIDA FILHO et al1995). Alguns autores
descrevem que a microbiota lactobacilar parecetitoingzima barreira defensiva frente
a CVV, devido a sua possivel atuacdo em trés difeseniveis. Em primeiro lugar,
competindo com os fungos pelos nutrientes. Em skgurealizando um processo de
coagregacao col. albicans Estudosn vivo com pacientes saudaveis j& demonstraram
que lactobacilos também coagregam com outros coempes da microbiota vaginal e
patogenos potenciais (NARDIN et al., 2000). Foigmsio que este processo seria uma
das formas dos lactobacilos neutralizarem micraosgams patogénicos, mantendo o
balanco ecoldgico e inibindo o desenvolvimentorded¢des (HAZEN et al., 2001). A
coagregacao pode impedir o acesso de patogenaetares celulares e inibir a sua
adesédo, que é fundamental para a colonizacdo evidaeento de microrganismos
comoC. albicans(FERNANDES e MACHADO, 1996). Estudas vivo apontam que o
uso delactobacillus acidophilugpode auxiliar no controle de infec¢des urogenitais
(IRIE et al., 2006) e na protecao contra infeccaal & oral porC. albicansem ratas
(MULDERS et al.,, 2002). Em terceiro, sdo capazes pieduzir substancias
(bacteriocinas) capazes de inibir a formacgéo dedusaifas (ZIARRUSTA, 2002).

Anel vaginal contraceptivo (AVCC)

Desde a introducéo dos contraceptivos hormonaisinm da década de 60, os
contraceptivos orais combinados (ACO) se tornaramétodo de escolha para varias
mulheres no mundo todo (STONE, 1995). Os ACO sadytos baseados na reducéo
das dosagens de estrogénios e progestagenos,cieefe apresentam bom controle
hormonal do ciclo, além de otimo perfil de toletalide (ROUMEN et al., 2001).
Porém, apresentam algumas desvantagens, uma vesaguedministrados oralmente
precisam passar pelo trato gastrintestinal e pegadb, sendo portanto, expostos ao
metabolismo hepético de primeira passagem. Podetaném absorcéo reduzida, em
consequéncia de vomitos ou interacdes alimentogaedinto, podendo levar a niveis
plasmaticos mais baixos (ROSENBERG et al., 1998).

Estas evidéncias clinicas mostraram a necessidadédedenvolvimento de
métodos alternativos de contracepcado hormonal duziram ao desenvolvimento de
anéis vaginais anticoncepcionais (ODDSSON et 8052 O NuvaRin§ (Organon

USA Inc., Roseland, NJ) € um anel feito de evataopolimero de etileno, com
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diametro externo de 54 mm e espessura de 4 mmlilbgra 15ug de etinilestradiol
(EE) e 120ug de etonogestrel (ENG) por dia. Cada anel é dekti um ciclo de uso
compreendendo trés semanas (MULDERS et al., 2003d)a-se de um contraceptivo
com excelente controle de ciclo, pode ser inseedemovido com facilidade pela
propria usudria e apresenta 6timo perfil de segarabados farmacodindmicos
mostraram completa inibicdo da ovulacdo duranteuouso. ApGs a interrupcao da sua
utilizacdo, ha um rapido retorno aos ciclos norm&is1 caso de esquecimento da
remocado do anel, 0 mesmo continua a inibir a o@sagor mais uma semana,
reforcando a sua excelente eficacia (ROUMEN ef@D]). Durante um grande estudo
de eficacia e tolerabilidade, 13,7% das mulheresanmss do anel contraceptivo
informaram a presenca de vaginite, embora apenasad&®gitassem que a mesma
estava relacionada ao tratamento (VERHOEVEN e2@04).

As mulheres que fazem uso de ACO tém uma taxa altaisle CVV (SOBEL
et al., 1998; RINGDAHL, 2000), uma vez que o egkrog possui uma acgao direta tanto
nas ceélulas da hospedeira quanto nas levedurawet®ndo a infeccdo conforme os
mecanismos a seguir: a) célulasGindidaapresentam receptores para estrogénio que,
quando estimulados pelas altas concentracdes harspamplicam no aumento da
colonizagdo vaginal e da proliferagcdo fangica (CONABRO et al., 2004); b) o
horménio estimula a maturacdo das células do @&piuriestratificado escamoso
vaginal, as quai€. albicansapresenta grande capacidade de adesdo (CORSELLO et
al., 2003); c) o epitélio maduro produz grandesntidades de glicogénio, que é um
substrato pardC. albicans d) esta grande quantidade de glicogénio mantépH o
vaginal muito acido durante todo o periodo de uee ACO, que € propicio ao
desenvolvimento de leveduras (CORSELLO et al., 2003

Esses mecanismos podem também estar relacionadesoado AVCC. Além
disso, CAMACHO et al. (2007) relataram em seusdastia ocorréncia de adesao de
leveduras ao AVCGn vitro, o que poderia auxiliar na manutencao da levedara n

vagina, favorecendo também a infeccao.

Aderéncia das leveduras

A patogenicidade de um microrganismo é definida@@rsua capacidade de
determinar doenca, sendo esta mediada por multifdtsres (GHANNOUM e
RADWAN, 1990). A viruléncia das espécies patogénaeCandidadepende de varios

fatores, tais como a adesdo a substratos inertb®légicos, formacdo de tubo
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germinativo com consequente desenvolvimento da dofitamentosa, variabilidade

genotipica, producdo de toxinas e enzimas extriacef hidroliticas, variabilidade

antigénica, imunomodulacdo dos mecanismos de defédsa hospedeiro e

hidrofobicidade da superficie celular (CALDERONE®NZI, 2001). A expressao de
hidrofobicidade de superficie celular (HSC) for albicanstem sido correlacionada
com viruléncia aumentada, provavelmente por esamééndmenos de aderéncia,
resisténcia a fagocitose e germinacao (HAZEN eRaD1).

A aderéncia é considerada um dos mais importaateses de viruléncia de
Candidaspp, sendo o primeiro estagio para a colonizacésaddeveduras em diversas
partes do organismo do hospedeiro (HAZEN et alD120A ligacéo deC. albicansa
superficies mucosas tem sido mostrada como um temger passo NO Processo
infeccioso, particularmente na cavidade oral e maoginal (JABRA-RIZKI et al.,
2001). Devido a sua importancia varios estudiosvivo e in vitro tém sido
desenvolvidos para avaliar e semi-quantificar aémuga deC. albicansa superficies
celulares e inanimadas (JABRA-RIZKI et al., 200HII$ et al., 2002; IRIE et al.,
2006; CAMACHO et al., 2007).

Uma outra forma de estudar a aderéncia de um rgam@amo é avaliar a sua
capacidade de formar biofilmes, que constituem utrodipo de aderéncia, na qual os
microrganismos formam agregados unicelulares, derastruturas multicelulares que
aderem a superficies. Sua formacao ocorre em taspasna variedade de condicdes,
incluindo alta densidade celular, privacdo de eotes e estresse fisico ambiental
(WATNICK e KOLTER, 2000; DOUGLAS, 2003).

A formacao de biofilme em dispositivos médicos iampados tem sido motivo
de preocupacao, pois uma vez estabelecido o b®fik o aumento do risco de
desenvolvimento de infeccbes, ja que ele funciomanoc um reservatorio de
microrganismos e esta associado a altos niveis afst@gncia aos agentes
antimicrobianos (DUNNE, 2002).

JUSTIFICATIVA

O AVCC é um corpo estranho inserido em um sstssna complexo, composto
por diferentes espécies bacterianas e levedurassa@u isoladas da vagina de 20-25%

das mulheres adultas saudaveis. O equilibrio dessesistema pode ser rompido pelo
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uso do AVCC, desencadeando uma predisposicao pdesemvolvimento de CVV e
CVVR. Confirmando estes dados, ja foi estabeleaidaorréncia de ades#&ovitro de
leveduras ao AVCC, o que representaria um resargad0 agente, favorecendo assim
a ocorréncia da infeccéo.

Porém, as condicbes experimentdis vitro utilizadas na maioria dos
experimentos sao muito diferentes e bem menos exapldo que aquelas encontradas
no ecossistema natural, onde ha predominancia debkcilos sobre os demais
microrgnaismos. A ocorréncia de coagregacao e@trealbicans e Lactobacillus
acidophilus j& foi comprovadae possui grande importancia na manutencdo do
microambiente vaginal, principalmente por reduziadesdo da levedura ao epitélio
vaginal. Porém, pouco se sabe sobre a funcaoatpemgacdo na adesdo a superficies

inertes, como é o caso do AVCC, e sua influénci@Wwd decorrente do uso do anel.

OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar o papel da coagregacédo en@e albicanse Lactobacillus acidophilus
sobre a capacidade de adesdo da levedura em AV@ERNY® em uma tentativa de

entender o que ocorre no ambiente vaginal.

Objetivos especificos

1. Avaliar a capacidade de aderénciaQlealbicanse também de_actobacillus
acidophilusao AVCC separadamente através da técnica de ewntdg colonias em
placas, apos periodo de incubacdo de 1 hora, eétarpbr microscopia eletrénica de
varredura (MEV);

2. Demonstrar a ocorréncia da co-agregacao éntralbicanse Lactobacillus
acidophiluse suas caracteristicas em cultivos liquidos asrdeéVIEV;

3. Avaliar a aderéncia ao AVCC de. albicanse Lactobacillus acidophillus
apos a coagregacdo de 1 h e 4 h através da téenamntagem de colonias em placas e
também pela MEV;

4. Determinar a influéncia da hidrofobicidade de sfiper celular deC.

albicans de Lactobacillus acidophilug do coagregado na aderéncia ao AVCC.
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CAPITULO Il

Artigo: “INFLUENCIA DA COAGREGACAO ENTRE Candida albicansE
Lactobacillus acidophilus SOBRE A CAPACIDADE DE ADESAO DA
LEVEDURA EM ANEL VAGINAL CONTRACEPTIVO COMBINADO

(AVCC).”

INFLUENCIA DA COAGREGACAO ENTRE Candida albicans E Lactobacillus
acidophilus SOBRE A CAPACIDADE DE ADESAO DA LEVEDURA EM ANEL
VAGINAL CONTRACEPTIVO COMBINADO (AVCC).

INFLUENCE OF CO-AGGREGATION BETWEENandida albicans AND
Lactobacillus acidophilu©N THE ADHESION CAPACITY OF THE YEAST TO
COMBINED CONTRACEPTIVE VAGINAL RING (CCVR).

Francieli Chass8tDaiane P. CamacHdEIiana Valéria Patué’siLucéIia Donatfj,
Terezinha I. E. SvidzinskiMarcia E. L. Consolaf®

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a fungdo dagoagacao entr€andida albicanse
Lactobacillus acidophilusobre a capacidade de adeséo da levedura em agiealv
contraceptivo (AVCC) NuvaRiffyem uma tentativa de entender o que ocorre no
ambiente vaginal. Foram utilizados dois isoladogingis deCandida albicanse uma
cepa ATCC delactobacillus acidophilus ConcentragBes pré-padronizadas dos
microrganismos isolados e coagregados foram uldizanos ensaios de aderéncia ao
AVCC e na determinacao da hidrofobicidade de siger€elular (HSC). O niamero de
leveduras e lactobacilos aderidos ao anel foi detexddo através de unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL). Reializada a microscopia eletrbnica
de varredura (MEV) do coagregado em cultura liquelada aderéncia dos
microrganismos isolados e coagregados aderidosi€lo BantoC. albicansquantoL.
acidophiluspossuem elevada capacidade de adesdo ao AVCQJifeancas entre 0s
dois isolados da levedura (p>0,05). A partir dedettoagregacéo, houve uma elevacéo
na capacidade de adesdo das leveduras (p<0,006ipachado de uma diminuicdo na
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adeséao dos lactobacilos (p<0,001). A MEV mostroaaaacteristicas da coagregacao e
comprovou a adesao dos microrganismos isoladoagregados ao AVCC. Nao houve
relacdo entre HSC dos coagregados e sua capaadigaddesaon vitro ao AVCC.
Considerando que haja correlagéo destes achadoasoondigdem vivo, a utilizagao

de probidticos a base de acidophilusou a sua presenca em uma microbiota vaginal
nao protegeriam da adesaoCGlealbicansao anel.

Palavras chave Aderéncia; Anel vaginal contraceptivGandida albicansCandidiase

vulvovaginal; Coagregacabactobacillus acidophilus
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Paran4, Brasil
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Abstract

The purpose of this study was evaluate the functibthe co-aggregation between
Candida albicansandLactobacillus acidophilugn the adhesion capacity of the yeast to
NuvaRind® contraceptive vaginal ring (CCVR) in an attemputaerstand what takes
place in the vaginal environment. Two vaginal isedaofC. albicansand an ATCC
strain ofL. acidophiluswere used. Pre-standardized concentrations ofstiiated and
co-aggregated microorganisms were employed on @¢RCadherence essays and on
the determination of the cell surface hydrofobidi§SH). The number of yeast and
lactobacilli adhered to the ring was determinedodlyh colony-forming units per
milliliter (CFU/mL). Scanning electron microscop$EM) of the liquid co-aggregate
and of the adherence of the isolated and co-aggg@gaicroorganisms to the ring was
carried out. BothC. albicansand L. acidophilushave high adhesion capacity to the
CCVR, without differences between the two isolatéshe yeast (p>0.05). From one
hour or more of co-aggregation, there was an isereéa the adhesion capacity of the
yeast (p<0.001), matched by a diminished adhesidheolactobacilli (p<0.001). SEM
demonstrated the characteristics of the co-aggmyand the adhesion of the isolated
and co-aggregated microorganisms to the CCVR. Tiaseno relation between CSH
of the co-aggregates and their adhesion capacityet@ CVRin vitro. Considering that
there would be a correlation of these findings wite conditiongn vivo, the use of
probiotics based oh. acidophilusor its presence in the vaginal flora would nottecd
against the adhesion 6f albicansto the ring.

Keywords: Adherence; Contraceptive Vaginal Ri@andida albicansVulvovaginal
Candidiasis; Co-aggregatiobnactobacillus acidophilus

INTRODUCAO
Novos métodos contraceptivos tém sido desenvolvglrst melhorar a sua

seguranca e tolerabilidade sem comprometer a &fi¢af; dentre eles encontra-se o
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anel vaginalcontraceptivo combinado (AVCC). O NuvaRfhgOrganonUSA Inc.,
Roseland, NJ) € um AVCC plastico composto por exgtfiexivel e transparente, com
diametro externo de 54 mm e espessura de 4 mntipgue 159 de etinilestradiol (EE)

e 120ug de etonogestrel (ENG) por dia. Cada anel é dekiira um ciclo de uso
compreendendo trés semanas. E um contraceptivo exm@lente controle de ciclo
hormonal, pode ser inserido e removido com fadaikdpela prépria usuaria e apresenta
alto nivel de seguranca. Apoés a interrupcao dauslizacdo, hd um rpido retorno aos
ciclos normais. Em caso de esquecimento da rentigaoel, 0 mesmo continua a inibir
a ovulacdo por mais uma semana, reforcando a seteaie seguranca [2].

Mesmo com todas as vantagens deste novo contnazegdgve-se considerar
gue o AVCC é um corpo estranho inserido em um @&tessa complexo, composto de
diferentes espécies de bactérias e leveduras,agusaadas da vagina de 20-25% das
mulheres adultas saudaveis [3]. O equilibrio destessistema pode ser rompido pelo
uso do AVCC, desencadeando uma predisposicao mlrsemvolvimento de candidiase
vulvovaginal (CVV), inclusive recorrente (CVVR). tasinfeccdo € ocasionada pelo
crescimento anormal de leveduras na mucosa dogdeatital feminino, principalmente
Candida albicansseguida poiCandida glabratg3]. Camacho et al. [4] relataram em
seus estudos a ocorréncia de adesaatro de leveduras ao AVCC, o0 que poderia

auxiliar na manutengéo da levedura no ambientenadgiavorecendo a infecgéo.

O uso do AVCC pode influenciar também no desenuwdvito da CVV devido
a liberacdo de estrogénio, que possui uma acatadmato nas células do epitélio
vaginal quanto nas leveduras, favorecendo a infecgiforme os mecanismos a
seguir: a) células d€andida apresentam receptores para estrogénio que, quando
estimulados pelas altas concentragbes hormongicam no aumento da colonizagéo
vaginal e da proliferacdo fungica [5]; b) o horm®estimula a maturacao das células
do epitélio pluriestratificado escamoso vaginalgaaisC. albicansapresenta grande
capacidade de adesdo [6]; c) o epitélio maduro yrograndes quantidades de
glicogénio, que é um substrato pata albicans d) esta grande quantidade de
glicogénio mantém o pH vaginal muito &cido duraontio o periodo de uso do AVCC,

que é propicio ao desenvolvimento de leveduras [6].

Lactobacilos estédo envolvidos na manutencdo daobimsa vaginal normal por
prevenir o crescimento excessivo de organismogypaicos e oportunistas [7]. Eles

podem atuar pela ativagdo do sistema imune, pel@mpetcdo com outros
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microrganismos na aderéncia ao epitélio vagingaeém por produzir bacteriocinas,
acido lactico e peréxido de hidrogénio [8]. A oémria de coagregacdo entte
albicans e Lactobacillus acidophilus¢ de grande importancia na manutencdo do
microambiente vaginal principalmente por reduziadesédo da levedura ao epitélio
vaginal [9]. Em vista do exposto, os lactobacims tsido utilizados de forma empirica
em formulagbes orais ou vaginais por muitas muthegpara prevenir CVV e
principalmente CVVR. Contudo, esta efetividade eéta cientificamente comprovada
[10]. Aléem disso, pouco se sabe sobre a funcamdgregacao na adesédo as superficies
inertes, como o AVCC.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliaurscéio da coagregacgao entre
C. albicanse L. acidophilussobre a capacidade de adesdo da levedura em AVCC

NuvaRind’ em uma tentativa de entender o que ocorre no atebieginal.

MATERIAIS E METODOS
Microrganismos

Foram utilizados dois isolados @andida albican§Cal e Ca2) e uma cepa de
lactobacilos. As leveduras foram provenientes dedato vaginal, identificadas por
métodos classicos [11] e moleculares [12]. As laevasl encontravam-se estocadas a
-20°C no Laboratério de Micologia Médica da Univdasle Estadual de Maringa —
Parana.Lactobacillus acidophilugATCC 4356) foi cedido pela Fundacéo Instituto
Oswaldo Cruz/Rio de Janeiro/Brasil.

Preparo das suspensfes de microrganismos e ensaioatjregacao

As leveduras foram cultivadas em Sabouraud Dext#gse a 25°C por 24 h e
os lactobacilos em SL Rogosa Agar a 37°C por 72mhneicroearofilia. Foram
utilizadas suspensées contendo YXWEC/mL (unidades formadoras de coldnias por
mililitro de suspens&o) de cada levedura (Cal & @42 de 1x18 UFC/mL delL.
acidophilus[9]. Estas foram preparadas em solucéo salinaile§t®% NaCl) para os
ensaios de adesdo destes microrganismos isoladoAV&L e em tampédo de
coagregacao (tampéo CoAg- 20 mM Tris-HCL pH 7,8,r@M CaCl, 0,1 mM MgCL,
0,015 M Na ClI, 0,02% Nad)l para a ocorréncia deste processo. Iguais volyb@3
uL) das suspensdes de levedura (Cal ou Ca2) e dadtmb foram colocados em

contato e co-incubados a 37°C sob agitacdo a 1@0pgr 4 h. A coagregacao foi
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avaliada a microscopia Optica comum, 1 h e 4 h apdsubacéo e considerada positiva
quando era observada a presenca de agregados d¢srmpath interacdo levedura-

lactobacilo [9].

Quantificagédo das leveduras e lactobacilos aderiposUFC/mL

Para 0os ensaios de aderéncia, anéis vaginais Nuyafiram seccionados
assepticamente, em fragmentos de 1,0 cm, os guaim thamados de corpos de prova
de NuvaRing® (CPNR). CPNR foram colocados em contam 500uL da suspensao
das leveduras Cal e Ca2, dos lactobacilos e dogregszlos (de 1 e 4 h),
respectivamente, e incubados por 1 h a 37°C sdhgagi constante a 100 rpm. A
seguir, os CPNR foram lavados com agitacdo em w@dAB56, Phoenix, Brasil) para
remocdo dos microrganismos nao aderidos e posteide agitados mais
vigorosamente com pérolas de vidro para remoc¢donaosorganismos fortemente
aderidos. A quantificagdo dos microrganismos adsrabs CPNR foi determinada por

UFC/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata trés dias distintos [4].

Determinacao da hidrofobicidade da superficie aalfHSC) dos microrganismos

Apds crescimento dos microrganismos isolados bemocda obtencdo do
coagregado de 4 horas, como descrito acima, C&l |&#obacilos e coagregados de 4
horas (Cal/lactobacilos e Ca2/lactobacilos) foramados com solucdo tampao PUM
(128 mM KHPQ,, 54 mM KH,PQ,, 30 mM uréia, 1 mMMgS9 Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) e ressuspensos no mesmo tarapdma concentracao final de
1x10 células/mL. Aliquotas de 3,0 mL da suspensédo farasturadas com 400L de
n-hexadecano (Sigma Chemical Co.), incubadas etnobsiiaria por 10 min a 37°C e
agitadas. ApOs a separacdo das duas fases, a aisarlfoi determinada em
espectrofotometro a 520 nm. Os resultados foranmmesgps como a percentagem de
células que aderiram ao n-hexadecano, comparatitena® controle, no qual o n-

hexadecano néo foi adicionado [13].

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os CPNR foram incubados a 37°C por 48 h em com@ato cada um dos
seguintes microrganismos: Cal, Ca2, lactobacilosagregados de 4 h sob agitacao
constante a 100 rpm. Aliguotas dos coagregados @im Iilquido bem como os CNPR

foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampéo ditod0,1 M (Sigma Chemical
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Co., USA) e desidratados em série crescente ded&mlicoodlica. O ponto critico foi
obtido em Balzers CPD-010 (Balzers instrumentsz&al Liechtenstein) com gas
carbonico. A metalizacdo em ouro foi feita em BaZ8CD-030 (Balzers Instruments,
Balzers, Liechtenstein). A documentacéao foi redkzatilizando microscopio eletrénico
de varredura JEOL-JSM 6360 LV (Jeol Ltda, 33 Tokyapan) no Centro de
Microscopia Eletronica — Universidade Federal dmPa, PR.

Analise estatistica

Os resultados foram analisados usando test t dsandé varidncia para
comparacdo da adesdo entre as diferentes situapdeimentais. O nivel de
significancia foi fixado em 5%. Os testes foramlizg@los no software Graph Pad
Prism® verséo 3.0 (Graph Pad Software Inc.).

RESULTADOS
Coagregacao

A coagregacado de Cal e Ca2 com lactobacilos ocgareupartir de 1 h de
experimento e para ambas as leveduras na formaahelas agregados claramente
visiveis a microscopia comum. Essa interagcdo fomprovada pela andlise
ultraestrutural por MEV (Figura 1). Foram obsensadyandes agregados (A-C) e
intima interacdo entre os microrganismos (C). Cala2 coagregaram na forma de

blastoconidios (A-C) e também em brotamento (Qu@sugere a viabilidade celular.

3.2. Aderéncia

Todos o0s ensaios de aderéncia foram reprodutigesD,05). Os trés
microrganismos, L. acidophilus, Cal e Ca2 isoladamente, mostraram elevada
capacidade de aderir ao anel vaginal.acidophilusaderiu significativamente mais
isoladamente que apos coagregacédo tanto de 1 koquén sem diferenca significativa
entre os tempos de incubacdo. Em contrapartidayaduras tiveram sua capacidade de
aderéncia aumentada apos contato de 1 hlcamwidophilus(p< 0,001), caracteristica
mantida apés 4 h (Tabela 1).

A MEV comprovou a aderéncia de. albicans L. acidophiluse coagregados

destes microrganismos sobre os CPNR (Figuras 2. &N&) houve diferenca nas
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caracteristicas de adeséao entre Cal e Ca2 nenvsrtoagregados destas leveduras. A
Figura 2A mostraC. albicansl aderida na forma de blastoconidios isolados &..2B
acidophilusperfeitamente aderidos, em pequenos agrupaméadsigura 3 podem ser
observados varios aspectos da adesdo dos coagegasdoCPNR. Em A e B séo
observados coagregados alojados nas irregularidizdesperficie do anel. Em C, maior
detalhe da intima associa¢do dos microrganismoa adesao ao anel.
3.3. Hidrofobicidade

No ensaio dos microrganismos isolados, Cal e Cazapéesentaram diferenca
qguanto a hidrofobicidadep$0,05), jaL. acidophilusfoi mais hidrofébico que os
isolados de levedurg<0,05). O coagregado de Ca2/lactobacilos foi maisofdbico
que o de Cal/lactobacilos e também que Cal e C&lds p<0,05), mas ndo que o
lactobacilo isoladop>0,05) (Figura 4).

DISCUSSAO

Um dos grandes desafios das pesquisas sobre fsjgpaa de doencas é aproximar o
méximo possivel as condicbes experimentaisvitto do que ocorrein vivo, que
normalmente sdo muito mais complexas. As interagdestro entre lactobacilos e
outros microrganismos sao mais simples do que asogarrem na complexidade da
microbiota das mucosas humanas [10]. Mas pesquieadeconhecem que apesar disto
estes experimentos fornecem uma aproximagao dalc¢oéesin vivo [10,14]. Assim,
neste estudo foi avaliada a funcéo da coagregat#® @ albicanse L. acidophilus
sobre a capacidade de adesdo da levedura em AV@&RMg em uma tentativa de
entender o que ocorre no ambiente vaginal.

L. acidophilus foi utilizado por ser um dos lactobacilos mais comente
isolados da vagina [10,15], por coagregar d@malbicans[9] e por ser empregado
como probidtico em alimentos convencionais (leitegeirte) e suplementos alimentares
[14]. Estudosin vivo apontam que o uso deste lactobacilo auxilia ndrolen de
infeccdes urogenitais [14] e na protecdo contracigdo anal e oral p&@. albicansem
ratas [16].

Estudosin vivo com pacientes saudaveis ja mostraram que lactobaambém
coagregam com outros componentes da microbiotanakgi uropatdégenos potenciais
[17]. Foi proposto que este processo seria uma fdamas dos lactobacilos

neutralizarem microrganismos uropatdégenos, manteri@anco ecoldgico e inibindo
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o desenvolvimento de infec¢cdes [13]. A coagregagde impedir o acesso de
patdgenos a receptores presentes nas células peded® e inibir a sua adesao, que é
fundamental para a colonizacdo e desenvolvimentomdzorganismos comdC.
albicans|[9].

O ensaio de adesao evidenciou que tdhtaalbicansquantoL. acidophilus
possuem elevada capacidade de adesédo ao AVCCtiAdeat h de contato, houve um
aumento significativo na capacidade de adesao elasiuras acompanhado de uma
significativa diminuicdo na adeséo dos lactobacif@snsiderando que haja correlagcéo
desses achados com as condigesivo, a utilizacdo de probiodticos a base lde
acidophilus ou a presenca de uma microbiota vaginal normal stitaida
predominantemente por este lactobacilo ndo inibirg@lesdo d€. albicansao anel, ao
contrario, poderia favorecer sua ocorréncia.

Entretanto, deve ser considerado que o procesadat#io é multi-fatorial e que
ocorre como resultado de sistemas de reconhecimentte Candidahospedeiro e
consequentementeandidasuperficie de adesao, 0s quais sdo extremamemigexmos
e envolvem uma grande variedade de receptoresmtdig [18]. Ja foi mostrado que a
coagregacao entf@. albicanse L. acidophilusdiminui a adeséo da levedura as células
vaginais [9], diferente dos resultados para o ametrados nesse estudo. Isto pode ser
decorrente da diferenca entre os mecanismos déadesuperficies celulares e inertes,
como o AVCC. A intima associacado entre levedurtlzarcilo no coagregado poderia
expor receptores/ligantes @& albicansque acarretam um incremento na adesao ao
anel.

A HSC é um dos fatores envolvidos na aderéncia, [1®ja vez que proteinas
hidrofobicas sdo encontradas embebidas na partderatas leveduras e na membrana
plasmatica dos lactobacilos, promovendo a interaggmessaria para a ligacdo dos
microrganismos a diferentes superficies [4,19]. r€sultados de HSC do presente
estudo mostraram-se diferentes para os coagred28d3% para Cal/lcatobacilo e
46,0% para CaZ2/lactobacilo), sendo o primeiro seamé a HSC de Cal e Ca2
isolados e o0 segundo a do lactobacilo isolado. Mssido foi possivel estabelecer
relacdo entre hidrofobicidade dos coagregados ecwgde de adesé&o vitro ao
AVCC, diferentemente do descrito por Camacho €iél.que relacionaram a HSC de
diferentes espécies de leveduras vaginais com icaplecde adeséa vitro ao AVCC.
Estes dados reforcam a necessidade de aproximaxmerimentosin vitro das

condicbesin vivo, para que assim cada vez mais aspectos da fieggah da CVV
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sejam elucidados. Porém, deve-se reforcar queraogé@sin vivo sdo dependentes da
interacdo de mudltiplos fatores relacionados aosrarganismos no complexo
ecossistema vaginal, bem como das condi¢cdes dedeisp, e neste ambiente ndo pode
ser descartada alguma funcéo da HSC dos microrgasisnvolvidos.

Como consequéncia da capacidade de aderir, osrgaciemos podem produzir
biofilmes, que s&o agregados de microrganismoselutdces formando estruturas
multicelulares aderentes a superficies [4]. Micaoigmos envolvidos em biofilmes séo
geralmente mais resistentes aos antimicrobiano®se naecanismos de defesa do
hospedeiro do que microrganismos plancténicos. Stonos biofilmes tornam-se uma
progressiva fonte de infeccdo, principalmente qaasabrrem em dispositivos médicos
implantados [19]. Neste trabalho foram visualizadeseduras e lactobacilos
coagregados em intima associacdo, alojados naslarelades da superficie do anel,
evidenciando a possibilidade de formacdo de biefilma superficie do AVCC.
Corroborando com estes dados, Karawarai et al. [I#screvem que bactérias
produtoras de acido latico, como lo acidophilus apresentam a capacidade de
produzirem biofilmes com diferentes espécies dedaxas.

O AVCC tem mostrado a mesma eficacia contraceiv@ 0s contraceptivos
hormonais combinados (COCs), com as vantagens desbaniveis hormonais
sistémicos e melhor controle do ciclo [1,2,20]. @sitvantagens incluem aceitabilidade
pelas mulheres, método contraceptivo mensal dedaim-insercao e remocéao, conforto
e seguranca [1,2]. Entretanto, AVCC tem sido ingul em aumentar o risco de
eventos locais tais como vaginite e leucorréiacrefeados ao dispositivo, motivos que
tem resultado em maiores taxas de descontinuidadeiel dos COCs [20]. Sintomas de
vaginites aparecem em 13,7% das mulheres usudtig@ggundo Oddsson et al. [20], a
maioria dos casos de vaginite decorrentes do usmeloé ocasionada pGandida Por
isto, sdo muito importantes 0s estudos que viseernativas de controle deste
problema. No presente estudo, foi mostrado que -&xisténcia e consequente
coagregacao enti@. albicans principal agente de CVV, k. acidophilus,leva a um
aumento significativo na adesédo vitro de C. albicanse uma diminuicdo dos
lactobacilos ao AVCC. Esses resultados sugerenoqusm de probidticos a base lde
acidophiluse mesmo uma microbiota lactobacilar vaginal n&treum efeito protetor
contra a adesdo d€. albicansao AVCC. A HSC dos coagregados parece nao

influenciar isoladamente na sua adesao ao AVCC.
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Tabela 1 Numero de unidades formadoras de colénias (UFCaRIC. albicansl e 2

e L. acidophilus obtidas em ensaios de aderéncia vitro sobre anel vaginal

contraceptivo NuvaRirg apés 1 hora de incubacéo individualmente, e a4 h de

coagregacao.
UFC/mL(média+DP}
Isolado Coagregado 1 h Coagregado 4 h
C. albicans1® 1080 * 60,46 3131 + 391,38« 2811+216,9=
C. albicans2® 1761 +116,9 2701 + 141,6= 2974 +198,1=
L. acidophilug 2469 + 268,1 1327 + 164,24 1170+39,93

& Média dos experimentos em triplicata, em trés distintos+DP

® Microrganismos aderidos/nto anel.

* C. albicans1l e 2 em ensaios isolados aderiram significativaenenenos no anel

vaginal do que apo6s coagregacao de 1h e 4hH.catidophilus(p<0,001).

= Nao houve diferenca significativa na adesddCdalbicansl e 2 com 1h e 4h de

coagregacaqg0,05).

° L. acidophilusaderiram significativa mais ao anel isoladameni apds coagregacao

de 1h e 4hg<0,001).

’Ndo houve diferenca significativa na adesdo ao awel. acidophilus com a

coagregacao de 1h e 4¥»0,05).
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura da suspensdoodgregado em meio
liquido entreC. albicanse L. acidophilusap6s incubacéo por 48 hf& sob agitacao a
100 rpm. De A-C podem ser vistos grandes coagosgadem C detalhes da intima
interacdo entre 0s microrganism@s. albicanscoagregou na forma de blastoconidios

(A-C) e de brotamento (C-seta), comprovando suailidade.
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Figura 2. Microscopia eletronica de varredura@ealbicanse L. acidophilusaderidos
individualmente ao NuvaRing® apos incubacdo poh/83°C sob agitacdo a 100 rpm.
Em A, C. albicansaderida na forma de blastoconidio isolado e ein Bcidophilus
perfeitamente aderidos, em pequenos agrupamentos.
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Figura 3. Microscopia eletrénica de varredura do coagregtedd h deC. albicanseL.
acidophilusapés incubacdo com NuvaRing® por 48 h/37°C sotagd@p a 100 rpm.
Em A e B, séo observados coagregados perfeitanadnjeelos nas irregularidades da
superficie do anel. Em C, maior detalhe da intissaacdo dos microrganismos e sua

adesao ao anel.
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Figura 4. Percentagem de hidrofobicidade de superficie a&@el(HSC) dos
microrganismos testados nos ensaios de aderénoiaenNaio dos microrganismos
isolados, Cal e Ca2 nao apresentaram diferencaogaahidrofobicidade p&0,05),
enquantoL. acidophilusfoi mais hidrofébico que os isolados de levedyxeD(05). O
coagregado de Ca2/lactobacilos foi mais hidrofébieee o de Cal/lactobacilos e
também que Cal e Caz2 isoladps(Q,05), mas néo que o lactobacilo isolape0(05).
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CAPITULO 1l

CONCLUSOES

No presente estudo, n0s procuramos mimetizar oeartgvaginal, avaliando a
funcdo da coagregacdo en@ealbicanse L. acidophilussobre a capacidade de adesé&o
da levedura em AVCC NuvaRifigNossos resultados mostraram que a co-existéncia e
consequente coagregacao ed@realbicans principal agente de CVV, le acidophilus,
leva a um aumento significativo na ades@witro deC. albicanse uma diminui¢cao dos
lactobacilos ao AVCC. Esses resultados sugerem probidticos a base dé.
acidophiluse mesmo uma flora lactobacilar vaginal ndo sartiriefeito protetor. A

HSC dos coagregados néo foi relacionada com adasdia ao AVCC.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

* Realizar novos estudos in vitro com outras leveslueausais de CVV bem como
com outras cepas de lactobacilos frequentementa®soda vagina,

» Realizar estudos com pacientes usuarias de AVC@, intuito de avaliar sua
microbiota vaginal através de cultura antes daarde uso e mensalmente apés
a retirada do mesmo;

e Realizar cultura para leveduras e outros microsgaos dos AVCC utilizados
por estas pacientes;

* Realizar MEV destes anéis para determinar o tipo atlesdo e de

microrganismos aderidos aos AVCC.



