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Santos JD. Efeitos do sobrenadante da cultura de Streptococcus mutans sobre os
fatores de viruléncia de C. albicans: estudos in vitro e in vivo [tese]. S&o José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2021.

RESUMO

Candida albicans possui capacidade de causar uma ampla variedade de
manifestacbes clinicas devido a multiplos fatores de viruléncia que agem
simultaneamente para vencer o sistema imune e invadir os tecidos do hospedeiro.
Estudos recentes demonstraram que o crescimento de C. albicans pode ser inibido
por metabdlitos produzidos por Streptococcus mutans, que estdo presentes no
sobrenadante da cultura bacteriana. Assim, o0 objetivo desse estudo foi investigar se
0 sobrenadante da cultura de S. mutans, além de inibir o crescimento de C. albicans,
€ capaz de atenuar os mecanismos de viruléncia desse fungo. Inicialmente, uma
suspensdo padronizada de S. mutans (107 células/mL) foi incubada em caldo BHI a
37°C por 4 h em 5% de CO2. O crescimento em BHI foi filtrado em membrana de 0,22
um, obtendo-se o sobrenadante da cultura de S. mutans livre de células. A seguir,
uma suspensdo padronizada de C. albicans (107 células/mL) foi adicionada ao
sobrenadante filtrado da cultura de S. mutans em caldo BHI, sendo incubada a 37°C
por 24 h. Para os grupos controle, a suspenséo de C. albicans foi colocada em caldo
BHI ou YPD esterilizados e incubada nas mesmas condi¢bes. Apds o periodo de
incubacéo, o crescimento de C. albicans foi centrifugado e lavado para obtencdo de
uma suspensado padronizada de C. albicans contendo as células sobreviventes da
exposicao ao sobrenadante de S. mutans. Essa suspenséo de C. albicans foi entdo
utilizada nos testes in vitro e in vivo para determinacao dos fatores de viruléncia desse
micro-organismo. No estudo in vitro, foi investigada a atividade proteolitica extracelular
de C. albicans, bem como sua capacidade de filamentacéo, adesdo e formacgao de
biofilmes (1:30, 6, 24 e 48 h). Para o estudo in vivo, foi utilizado o modelo de Galleria
mellonella, analisando-se a curva de sobrevivéncia, o niumero de células flungicas e
hemacitos na hemolinfa de larvas infectadas por C. albicans. Para a analise estatistica
foi utiizado ANOVA, teste de Tukey, Kruskal-Wallis e Log-rank, com nivel de
significancia de 5%. Verificou-se que as células de C. albicans expostas ao
sobrenadante de S. mutans apresentaram reducédo na filamentagcéo, formacéo de
biofilmes e patogenicidade em G. mellonella em relagdo ao controle. A exposicéo ao
sobrenadante de S. mutans também mudou o padréo de aderéncia de C. albicans.
Entretanto, o sobrenadante de S. mutans ndo reduziu a atividade proteolitica de C.
albicans. Concluiu-se que o sobrenadante de S. mutans apresentou capacidade de
inibir importantes mecanismos de viruléncia de C. albicans, podendo ser uma fonte de
novos agentes antifingicos a ser explorada.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Candida albicans. Fatores de viruléncia.
Candidose experimental. Galleria mellonella.



Santos JD. Effects of the culture supernatant of Streptococcus mutans on the virulence
factors of C. albicans: in vitro and in vivo studies [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp); Institute of Science and
Technology; 2020.

ABSTRACT

Candida albicans has the ability to cause a wide variety of clinical manifestations due
to multiple virulence factors that act simultaneously to overcome the immune system
and invade host tissues. Recent studies have shown that the growth of C. albicans can
be inhibited by metabolites produced by Streptococcus mutans. Thus, the objective of
this study was to investigate whether the culture supernatant of S. mutans is able to
attenuate the virulence mechanisms of this fungus. Initially, a standardized suspension
of S. mutans (107 cells/mL) was incubated in BHI broth at 37°C for 4 h in 5% CO». The
growth in BHI was filtered through a 0.22 um membrane, obtaining the cell free culture
supernatant of S. mutans. Then, a standardized suspension of C. albicans (107
cells/mL) was prepared and added to the supernatant of the culture of S. mutans in
BHI broth, being incubated at 37°C for 24 h. For the control groups, the suspension of
C. albicans was placed in sterile BHI or YPD broth and incubated under the same
conditions. After the incubation period, the growth of C. albicans was centrifuged and
washed to obtain a standardized suspension of C. albicans containing the surviving
cells from exposure to the S. mutans supernatant. This suspension of C. albicans was
then used to perform in vitro and in vivo tests to determine the virulence factors of this
microorganism. In the in vitro study, the extracellular proteolytic activity of C. albicans
was investigated, as well as its capacity for filamentation, adhesion and biofilm
formation (1:30, 6, 24 and 48 h). For the in vivo study, the Galleria mellonella model
was used, analyzing the survival curve, the number of fungal cells and hemocytes in
the hemolymph of larvae infected with C. albicans. For statistical analysis, ANOVA,
Tukey's test, Kruskal-Wallis and Log-rank were used, with a significance level of 5%.
It was found that the cells of C. albicans exposed to the supernatant of S. mutans
showed a reduction in filament, formation of biofilms and pathogenicity in G. mellonella
in relation to the control. Exposure to the S. mutans supernatant also changed the
pattern of adherence of C. albicans. However, the S. mutans supernatant did not
reduce the proteolytic activity of C. albicans. It was concluded that the supernatant of
S. mutans had the capacity to inhibit important mechanisms of virulence of C. albicans,
being able to be a source of new antifungal agents to be explored.

Keywords: Streptococcus mutans. Candida albicans. Virulence factors. Experimental
candidosis. Galleria mellonella.




1 INTRODUCAO

Leveduras do género Candida podem colonizar a microbiota humana desde o
nascimento sem causar infec¢do e coexistir com o hospedeiro durante toda a sua vida
(Kadosh et al., 2020). Podem ser encontradas principalmente no trato gastrointestinal,
cavidade bucal, aparelhos respiratorio e urinario, entre outras localizacdes (Lohse et
al., 2018). No entanto, essa colonizacdo comensal pode se tornar patogénica devido
a alteracdes nos niveis de pH e oxigénio, desequilibrio na microbiota do hospedeiro
(por exemplo, devido ao uso de antibioticos) ou mudancas na resposta imune
(causadas por estresse, infec¢cdo ou terapia imunossupressora) (Pfaller et al., 2007;
Nishimoto et al., 2020).

De todas as espécies de Candida, Candida albicans predomina em todas as
formas de manifestacdes de doencas em diferentes grupos de pacientes (Whaley et
al., 2016). Esse fungo pode ser responsavel por infec¢cdes superficiais da mucosa e
pele chegando até infeccbes que ameacam a vida (Gow et al., 2012; Kullberg et al.,
2016), como infec¢Bes disseminadas da corrente sanguinea com taxas de mortalidade
superiores a 40% (Arendrup et al., 2017; Koehler et al., 2019). Esse fato coloca as
espécies de Candida entre os principais fungos oportunistas (Saliba et al., 2012).

Consistentemente, a capacidade de C. albicans em estabelecer um amplo
espectro de patologias é atribuida a mudltiplos fatores de viruléncia que agem
simultaneamente para vencer as defesas do hospedeiro. Esses fatores podem estar
relacionados com a adesdo do fungo as células do hospedeiro, o dimorfismo
(mudanca morfolégica da levedura para forma filamentosa), producédo de biofilme,
producdo de enzimas hidroliticas (Sudbery et al., 2011), como proteinases e
fosfolipases, que sdo capazes de hidrolisar fosfolipidios e proteinas importantes da
membrana citoplasméatica da célula hospedeira, resultando na ruptura dessa estrutura
(Hube et al., 2001; Niewerth et al., 2001).

Assim como para muitos micro-organismos, a capacidade de C. albicans em
aderir as superficies é uma caracteristica importante de sobrevivéncia e/ou
patogenicidade. A adeséo as células do hospedeiro € considerada uma propriedade
de viruléncia essencial para o desenvolvimento da candidose, uma vez que é a etapa

inicial do processo infeccioso em mucosa, especialmente em pacientes
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imunocomprometidos (Menezes et al., 2013). C. albicans sdo capazes de aderir a
diferentes células e interagir com a matriz extracelular do hospedeiro, assim como a
materiais artificiais, sendo portanto, o primeiro passo para o surgimento de infecgdes.
A adesdo do fungo € modulada por uma ampla variedade de adesinas, que sdo
biomoléculas expressas na superficie da parede celular que promovem a aderéncia
de C. albicans a receptores nas células do hospedeiro. Essa aderéncia pode ocorrer
por reconhecimento especifico entre receptores e nao especificos por meio de
interacdes ibnicas e hidrofébicas (Silva et al., 2011).

O dimorfismo, ou seja, a capacidade de crescer como leveduras ou formas
filamentosas de hifas ou pseudo-hifas, € um dos fatores de viruléncia mais importante
e marcante de C. albicans (Geraldino et al., 2012). As pseudo-hifas sao
morfologicamente distintas, por apresentarem constricdes nos locais de septacéo e
serem mais largas do que as hifas. Por outro lado, as hifas formam filamentos longos
do tipo tubular com lados completamente paralelos e sem constricdes no local da
septacdo (Sudbery et al., 2011). A forma hifal tem um papel fundamental no processo
de infeccao, pois conseguem invadir mais facilmente as células epiteliais e endoteliais,
podendo causar danos pela liberacdo de enzimas hidroliticas (Dalle et al., 2010). A
capacidade de mudar de levedura para forma filamentosa, além de auxiliar na invasao
aos tecidos, também facilita o fungo a escapar das células do sistema imunolégico,
como macrofagos. A forma de levedura tem um papel importante na disseminacao
pela corrente sanguinea (Brown et al., 2014). Esta variacdo de morfologia € induzida
por condicbes ambientais determinadas pela temperatura, valor de pH, concentracao
de COg2, presenca de nutrientes (fontes de carbono, nitrogénio e aminoacido) e N-
acetil-glicosamina (Saville et al., 2003).

Com a adesédo do fungo e desenvolvimento de hifas ocorre a formacdo de
biofiime, que sdo comunidades estruturadas de células aderidas a superficies
abidticas ou bidticas e envolvidas por uma matriz de polissacarideos extracelular,
produzidas pelos préprios micro-organismos. Durante o desenvolvimento, os biofilmes
formam uma mistura de células de leveduras, pseudo-hifas e hifas cercadas pela
matriz extracelular (Gulati et al., 2016). Desse modo, os biofiimes facilitam a
colonizacéo e invasao dos tecidos hospedeiros (Fox et al., 2012; Lohse et al., 2018).
C. albicans forma biofilmes em superficies mucosas, revestimento de células

epiteliais, proteses dentarias e em dispositivos médicos implantados, como cateteres,
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vélvulas cardiacas e dispositivos urinarios (Ramage et al., 2006). Quando os biofilmes
atingem um estagio de maturacdo, passam a liberar células de levedura, podendo
disseminar infeccdes para outras partes do hospedeiro (Uppuluri et al., 2018).

Ha uma associacdo positiva entre o grau de viruléncia do fungo e sua
habilidade em formar biofilme, tendo relacdo direta com a capacidade de C. albicans
em causar infecgdes. Os biofilmes também conferem diversas vantagens aos micro-
organismos, como sobrevivéncia em ambientes hostis; protecdo ao sistema
imunologico do hospedeiro; cooperacédo metabdlica e troca de material genético entre
0S micro-organismos; e resisténcia a drogas antifungicas (Ramage et al., 2012; Mello
et al.,, 2016). As substancias poliméricas extracelulares presentes na formacgéo do
biofilme agem como uma barreira fisica para as células microbianas que residem nos
biofilmes, fazendo com que os biofilmes sejam até 1000 vezes mais resistentes aos
agentes antimicrobianos em comparacdo com células em crescimento plancténico
(Penesyan et al., 2015). Portanto, os biofilmes exigem maiores concentracdes de
drogas antifungicas, o que pode levar a efeitos colaterais do hospedeiro, como danos
no figado e rins (Lebeaux et al., 2014).

Ao contrario dos medicamentos antibacterianos, as classes de antifungicos
disponiveis sdo bem limitadas, sendo os azéis, polienos e equinocandinas as trés
principais classes antifungicas (Costa-de-Oliveira et al., 2020). Os azb6is séao
medicamentos terapéuticos comuns para infec¢des por C. albicans devido a sua alta
eficiéncia e baixa toxicidade, principalmente o fluconazol (FLC). No entanto, o uso
prolongado e tratamento profilatico, principalmente em pacientes HIV positivos, leva a
selecéo de cepas de Candida resistentes aos antifingicos (Hunter et al., 1998; Alves
et al., 2017). Além disso, as semelhancas entre as células eucaribticas de fungos e
humanos complicam consideravelmente o uso de antifingicos sem toxicidade para o
hospedeiro (Seneviratne, Rosa, 2016). Atualmente, varios estudos tém sido
realizados para superar esses desafios, evolvendo a identificacdo de novos agentes
antifingicos, bem como a combinagcdo ou reposicionamento de medicamentos ja
existentes.

Na busca por novos agentes antifUngicos, tem ocorrido um interesse
crescente em relacdo ao uso de produtos do metabolismo secundario de bactérias
para a prevencao e tratamento da candidose. Graham et al. (2017) identificaram a

bacteriocina EntV produzida pela bactéria Gram-positiva E. faecalis, com efeito na
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reducdo da viruléncia de C. albicans por inibicdo da filamentacdo e formacédo de
biofiimes em diferentes modelos experimentais, incluindo Caenorhabditis elegans e
camundongos. Interessantemente, o EntV reduziu significativamente a filamentacao
de C. albicans, mas né&o afetou a viabilidade celular. Os autores sugeriram que essa
bacteriocina tem potencial como agente antifingico que visa a viruléncia e ndo a
viabilidade fungica. Os efeitos antifungicos de outras bactérias Gram-positivas
também tém sido bastante estudados, como as cepas de Lactobacillus que mostram
efeitos inibitérios sobre C. albicans por meio da producdo de bacteriocinas, acido
latico, perdxido de hidrogénio, levando a alteragdo de genes reguladores do biofilme
e inibicdo mecéanica dos receptores de adeséo (Orsi et al., 2013; Santos et al., 2016;
Ribeiro et al., 2017; Rossoni et al., 2018; Kim et al., 2019).

Para o controle da candidose, uma das alternativas de estudo tem sido a
investigagdo de produtos secretados por micro-organismos que coexistem
naturalmente com as leveduras de Candida. Na cavidade oral, as espécies de
Candida formam biofilmes mistos com Streptococcus mutans, uma bactéria
patogénica que pode secretar moléculas do quorum-sensing com atividade
antifingica. S. mutans é uma bactéria Gram-positiva que tem um papel importante na
comunidade microbiana oral e na carie dentaria, devido em parte as suas interacées
variadas com outras bactérias (Kuramitsu et al., 2007), fungos (Vilchez et al., 2010) e
células do hospedeiro (Berlutti et al., 2010).

Metabdlitos de S. mutans com acéo sobre C. albicans ja vem sendo estudados
por algum tempo, como por exemplo, 0 mutanobactin A, um peptideo produzido por
S. mutans capaz de influenciar a transicdo micélio-levedura de C. albicans in vitro
(Joyner et al.,, 2010). Analogos do mutanobactin A também ja foram isolados e
caracterizados (mutanobactin B, C e D). Os efeitos dessas substancias sobre C.
albicans (cepa DAY185) foram verificados em biofilmes por meio de ensaios de
atividade metabolica com XTT. O composto D foi o inibidor mais potente dos biofilmes
com um valor de IC50 (concentracdo necessaria para causar uma reducao de 50% na
formacao de biofilme) de 5,3 £ 0,9 pM. Os compostos A e B mostraram atividades
reduzidas com valores de 3,4 x 10 £ 1,3 e 9,1 x 10 £ 1,6 yM, respectivamente. O
mutanobactin C ndo mostrou atividade em concentragdes de até 200 uM. Apesar da
acao antibiofiilme, nenhum dos compostos reduziu a viabilidade de C. albicans

(testado em uma faixa de 6,25 a 200 uM), o que indica que 0os mutanobactins podem
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exercer seletivamente seus efeitos inibitérios contra um alvo especifico da formacao
de biofilme (Wang et al., 2012).

Em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, foi observado que S. mutans
pode produzir moléculas de sinalizacdo com atividade antifUngica que inibem o
crescimento das células de C. albicans. Nesse estudo, pela primeira vez a atividade
antifangica do sobrenadante de S. mutans foi avaliada in vivo, usando Galleria
mellonella como modelo de estudo. Foi verificada, por analise microscopica do corpo
adiposo e de outras estruturas internas das larvas, reducao significativa na presenca
de hifas quando a infec¢ao fangica foi associada a injecdo com sobrenadante de S.
mutans (Barbosa et al., 2016).

Com o objetivo de isolar as substancias que demonstraram efeito no estudo
citado anteriormente, Santos et al. (2020), extrairam e fracionaram o sobrenadante da
cultura de S. mutans, buscando agentes antifiUngicos capazes de inibir a formacéo de
biofilmes, filamentagdo e desenvolvimento de candidose. Foi encontrada atividade
antibiofilme para as fragbes SM-F1 e SM-F2 de maneira dependente da dose, e 0
crescimento de fungos foi reduzido em 2,59 e 5,98 log, respectivamente. Essas
fracbes também foram capazes de reduzir a filamentacdo de C. albicans, porém
diferencas estatisticamente significativas foram observadas apenas para a SM-F2. A
eficacia da SM-F2 na inibicdo de C. albicans foi confirmada por sua capacidade de
regular negativamente os genes de viruléncia EFG1, CPH1, UME6 e HWP1. O
tratamento com SM-F2 também foi capaz de prolongar a sobrevivéncia das larvas de
G. mellonella infectadas por C. albicans e reduzir o desenvolvimento de candidose
bucal em camundongos. Esses resultados indicaram que a fracdo SM-F2 contém
componentes antifingicos, demonstrando potencial para ser explorada no tratamento
da candidose oral.

Todos esses estudos sobre os efeitos do sobrenadante de S. mutans nos
biofilmes de C. albicans e candidose foram realizados colocando-se o sobrenadante
em contato com os biofilmes formados e doencga ja instalada. Com isso, o objetivo
desse trabalho foi avaliar se a exposicao prévia de C. albicans ao sobrenadante de S.
mutans pode modificar os fatores de viruléncia e patogenicidade das células fungicas

sobreviventes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do sobrenadante da cultura de S. mutans sobre a viruléncia

de C. albicans por meio de estudos in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos especificos

a) Testar in vitro os efeitos do sobrenadante da cultura de S. mutans sobre
varios fatores de viruléncia de C. albicans, incluindo atividade proteolitica
extracelular, capacidade de filamentacdo, adesao e formacéo de biofilme.

b) Verificar os efeitos do sobrenadante da cultura de S. mutans sobre a
patogenicidade de C. albicans na candidose experimental em modelo
invertebrado de Galleria mellonella, por meio da andlise da curva de
sobrevivéncia, quantificacdo de UFC/mL de C. albicans da hemolinfa e

determinacao da densidade hemocitaria nas larvas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos

Para realizacdo desse trabalho foram utilizadas cepas padrdo de
Streptococcus mutans (UA 159) e Candida albicans (ATCC 18804), mantidas em
freezer a -80°C no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Bucal do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos/UNESP. Para ativacdo desses micro-
organismos, a cepa de S. mutans foi cultivada em agar Infuso Cérebro Coracgéo (BHI,
Himedia, Mumbai, india) por 48 h a 37°C em 5% de CO: e a cepa de C. albicans foi
cultivada em agar Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories, Munbai, india) por 48
h a 37°C.

3.2 Preparo do sobrenadante da cultura de S. mutans

O preparo do sobrenadante de S. mutans foi realizado de acordo com Barbosa
et al. (2016). A cepa foi incubada em caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI)
suplementado com 5% de sacarose a 37°C por 24 h em 5% de CO2. Apos este
periodo, as células microbianas foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em solucdo fisiologica
tamponada com fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido novamente. A
contagem do numero de células da suspensdo foi realizada por meio de
espectrofotometro (B582, Micronal, S&do Paulo, Brasil) no comprimento de onda de
398 nm e densidade 6ptica de 0,560, obtendo-se uma concentracédo de 107 células/mL
de S. mutans. Um volume de 1 mL da suspenséo padronizada foi transferido para um
tubo Falcon contendo 6 mL de caldo BHI e incubado novamente a 37°C por 4 h em
estufa bacteriologica (5% de COz2). ApGs este periodo, o caldo foi centrifugado a 5000
rom por 10 min e filtrado em membrana com poros de diametro de 0,22 um (MFS,

Dublin, EUA), obtendo-se o sobrenadante da cultura de S. mutans livre de células.



3.3 Preparo da suspenséo padronizada de C. albicans

C. albicans foi cultivada a 37°C por 24 h em caldo YPD (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona e 2% de dextrose). Posteriormente, as células microbianas
foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 min, o sobrenadante desprezado e o
sedimento foi ressuspenso em 6 mL de solucéo fisiolégica tamponada com fosfato
(PBS). Esse procedimento foi repetido novamente. A densidade celular de C. albicans
foi ajustada em 107 células/mL por meio de hemocitdmetro, utilizando-se azul de

metileno para contagem apenas das células viaveis.

3.4 Exposicao de C. albicans ao sobrenadante da cultura de S. mutans

Um in6culo de 1 mL da suspenséo padronizada de C. albicans a 107 células
viaveis/mL foi acrescentada em 6 mL dos seguintes meios de cultura: caldo YPD,
caldo BHI (Infusdo cérebro e coracao, peptona, glicose, cloreto de sédio e fosfato
disddico) e sobrenadante da cultura de S. mutans, sendo em seguida incubados a
37°C por 24 h. Portanto, os grupos experimentais foram divididos em: 1) C. albicans
cultivada em caldo YPD, grupo controle utilizado para analise do crescimento em meio
de cultura seletivo para fungo; 2) C. albicans cultivada em caldo BHI, meio no qual o
sobrenadante de S. mutans foi preparado, grupo controle utilizado para descartar o
efeito do meio de cultura na viruléncia do fungo; 3) C. albicans cultivada no
sobrenadante de S. mutans (caldo BHI + metabdlitos produzidos por S. mutans), grupo
teste para avaliar o efeito dos possiveis metabdlicos produzidos por S. mutans sobre

C. albicans.
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3.5 Contagem do numero de células viaveis de C. albicans apds exposi¢do ao
sobrenadante de S. mutans e padronizagdo das suspensdes de C. albicans para

0s testes in vitro e in vivo

Apos a cultura de C. albicans em contato com o sobrenadante de S. mutans,
ou com 0s meios de cultura dos grupos controle (YPD e BHI) foi realizado a verificacdo
do pH das culturas. Em seguida o crescimento foi centrifugado a 2000 rpm por 10 min.
O sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 6 mL de solugéao
fisiologica tamponada com fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido novamente.
A determinacdo do numero de células da suspensédo foi realizada por meio de
hemocitdmetro, usando-se azul de metileno para a contagem apenas das células
viaveis. Esses resultados de contagem de células vidveis foram utilizados para
comparacao entre os trés grupos experimentais, verificando-se assim os efeitos do
sobrenadante de S. mutans sobre o crescimento de C. albicans e o nimero de células
fungicas sobreviventes.

A seguir, as suspensdes foram diluidas em PBS de forma a padronizar o
namero de células viaveis igual para os 3 grupos experimentais. Foram padronizadas
suspensdes de C. albicans contendo 10’ células/mL para os testes in vitro e

suspensdes de 107, 108 e 10° células/mL para os estudos in vivo.

3.6 Estudo in vitro dos efeitos do sobrenadante de S. mutans sobre os fatores

de viruléncia de C. albicans

3.6.1 Determinacdo da atividade proteolitica extracelular in vitro

Para induzir a producdo de proteinases aspartil secretoras (Sap), as
suspensdes de C. albicans foram inoculadas em Agar contendo albumina do soro
bovino (BSA, 0,2%), base de carbono de levedura (1,17%) e extrato de levedura

(0,01%). O meio foi esterilizado por filtracdo e adicionado Agar 2% autoclavado. Apos
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inoculagéo, as placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 5 dias. A atividade
proteolitica (Pz) das cepas foi determinada da seguinte forma:

Diametro da coldnia
Pz =

Diametro da coldnia + diametro do halo

Os halos séo representados por zonas claras em torno das colbénias causadas
pela degradacédo da albumina. Os resultados foram entédo classificados em negativo
(Pz =1 cm), positivo (0,64 cm 2 Pz < 1 cm) e fortemente positivo (Pz < 0,64 cm). Por

esse sistema de classificacdo, um alto valor de Pz indica baixa atividade enzimatica.

3.6.2 Filamentacgéo de C. albicans

Em placa de cultura de células de 24 pocos (Costar Corning, Nova York, EUA),
foram aliquotados 1 mL de &gua destilada suplementada com 10% de soro fetal bovino
e 100 pL da suspensdo padronizada de C. albicans (107 células/mL). As placas
contendo os inéculos foram incubadas a 37°C em estufa bacteriol6gica. Apds 24 h de
incubacao, 50 pL do inéculo contido em cada pogo da placa de 24 pogos (Costar
Corning, Nova York, EUA) foram dispersos sobre laminas de vidro com os campos
previamente demarcados no verso da lamina (Figura 1).

O material sobre a lamina foi recoberto por laminula e observado em
microscopio optico com aumento de 400x. Foram realizados 5 ensaios para cada
grupo experimental. Os ensaios foram repetidos pelo menos duas vezes em
momentos distintos. As imagens foram analisadas em relacao ao aspecto morfologico
e quantitativo. Para quantificacdo das hifas presentes, foram analisados 10 campos
microscoépicos em cada lamina, sendo padronizado o ponto médio de cada campo
para a analise. Para cada campo microscopico foi atribuido um escore, de acordo com
o0 numero de hifas presentes: 0, auséncia de hifas; 1, de 1 a 10; 2, de 11 a 20; 3, de
21 a 30; 4, de 31 a 40; e 5, para mais de 40.



Figura 1 - Esquema da divisao da lamina de vidro com os campos demarcados

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6.3 Aderéncia de C. albicans a laminulas de vidro

O estudo da capacidade de adeséo de C. albicans foi realizado segundo Silva
et al. (2010) e Menezes et al. (2013) com modificacfes. Para a andlise da aderéncia,
laminulas de vidro foram colocadas em placas de cultura celular de 6 pocos, e em
seguida, adicionados 120 pL da suspensao padronizada de Candida e 2880 uL de
meio BHI em cada poco. As placas foram incubadas a 37°C durante 8 horas.
Posteriormente, removeu-se 0 meio e as placas foram lavadas com agua destilada
estéril para a remocéao das células ndo aderidas. As laminulas foram coradas com 1%
(v/v) de cristal violeta por 5 min, e posteriormente, lavadas novamente com agua
destilada estéril para remover o excesso de corante. Em seguida, as laminulas foram
colocadas sobre laminas para visualizagdo em microscépio 6ptico com aumento de
400x.

Foi feita a contagem de células aderidas a cada laminula e a capacidade de
adesado em material inerte foi classificada como negativa (-), fraca (+), moderada (++)
ou forte (+++). Em 30 campos analisados, a adesé&o celular foi considerada negativa
guando menos de uma célula estava aderida por campo; fraca quando havia entre 1
a 10 células; moderada com adesao superior a 10 células em pelo menos 15 campos
observados e forte quando foram contabilizadas 25 ou mais células aderidas por

campo em pelo menos 15 campos observados.
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As caracteristicas de aderéncia de Candida as laminulas de vidro também
foram analisadas e classificadas: a) aderéncia difusa: quando as células de leveduras
aderiram a toda a superficie da laminula de vidro, sem formar grupos celulares; b)
aderéncia localizada: quando envolveu grupos de leveduras aderidas a regides
localizadas da laminula; c) aderéncia agregativa: caracterizada por grumos de
leveduras que se arranjaram como ‘“tijolos empilhados” ou “cachos de uva”; d)
aderéncia filamentosa: formacao de filamentos ou pseudo-hifas ao longo da superficie

da laminula.

3.6.4 Formacdao dos biofilmes de C. albicans

Os biofilmes foram formados no fundo da placa de microtitulacéo de 96 pocos
(Costar Corning, Nova York, EUA). Para isso, inicialmente foram inoculados 200 pL
da suspensdo padronizada de C. albicans (107 células/mL). A placa foi incubada a
37°C em agitacdo com rotacao de 75 rpm (Quimis, Diadema, Sao Paulo) por 90 min
para promover a adesao inicial dos micro-organismos. Apés a fase de adeséo, a
suspensao de células foi aspirada e cada poc¢o lavado duas vezes com PBS para
remover as células ndo aderidas e adicionados 200 pL de YNB acrescido de 100 mM
de glicose. As placas foram tampadas e incubadas a 37°C em agitacdo com rotacao
de 75 rpm durante os tempos de 1h30 (adeséo inicial), 6, 24 e 48 h. Ap6s cada periodo
de observacdo, os biofilmes foram quantificados por contagem de unidades
formadoras de col6nias para analise das células viaveis e por coloracéo pelo cristal

violeta para analise da biomassa total.

3.6.4.1 Determinagdo do numero de UFC/mL

Apo6s o tempo de formacéao de cada grupo experimental, os biofilmes formados
no fundo da placa de microtitulacdo de 96 pocos (Costar Corning, Nova York, EUA)

foram lavados com PBS e homogeneizados por 30 segundos utilizando-se
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homogeneizador ultra-sénico com poténcia de 25 W para desprender o biofilme. A
partir da solucéo obtida foram realizadas diluicbes seriadas, das quais aliquotas de
100 pL foram semeadas em placas com agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroid,
EUA), que foram incubadas em estufa a 37°C por 48 h. Apos este periodo, as coldnias

foram contadas para o calculo de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL).

3.6.4.2 Quantificagcao do biofilme por Cristal Violeta

A quantificacdo da biomassa do biofilme foi realizada pelo método do Cristal
Violeta, seguindo a metodologia descrita por Barbosa et al. (2016). Apds os tempos
de formacédo de biofilme, foi realizada lavagem com PBS de cada poco da placa de
microtitulacdo e 200 yL de metanol a 99% (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) foram
adicionados em cada poco para a fixagao do biofilme. Passados 15 minutos, o metanol
foi removido e a placa mantida em temperatura ambiente overnight (aproximadamente
16 horas). Apos o periodo, 200 uL de cristal violeta (1% v/v) foi colocado nos pogos e
mantidos durante 20 minutos. Em seguida, os poc¢os foram lavados 3 vezes com 200
ML de solugao fisiologica (NaCl 0,85%) e acrescentado 200 uL de acido acético para
descoloracdo do biofilme. Entdo, 100 pL do sobrenadante do processo de
descoloracéao foi transferido para placas de 96 pocos. A leitura foi realizada em leitor

de microplacas com comprimento de onda de 570 nm para medida da absorbancia.



3.7 Estudo in vivo dos efeitos do sobrenadante da cultura de S. mutans sobre a
patogenicidade de C. albicans em modelo de Galleria mellonella

3.7.1 Infeccao de C. albicans em Galleria mellonella e divisdo dos grupos

experimentais

Foram utilizadas G. mellonella em estagio final da fase de larva com peso
corporal entre 250 a 300 mg criadas no Laboratério de Invertebrados do ICT/Unesp.
Um inéculo de 10 pL da suspensao padronizada de C. albicans (previamente exposta
ao sobrenadante de S. mutans, caldo YPD ou caldo BHI) foi injetado na hemolinfa de
cada larva através da ultima prolegue esquerda.

Para os estudos em G. mellonella, também foram incluidos mais dois grupos
controles, o primeiro recebeu 0 mesmo numero de injecBes recebidas pelos grupos
experimentais. Cada injecéo deste grupo controle conteve 10 uL de solugao fisiolégica
(PBS) e o objetivo foi avaliar se mortes de G. mellonella ocorreram em virtude da
injuria traumatica causada pelas injecdes ou pela técnica de manipulagdo do animal,
ou seja, 0 grupo controlou a técnica utilizada pelo operador. O segundo grupo foi
composto por larvas que ndo receberam injecdo alguma. A finalidade deste ultimo
grupo foi controlar a remessa de G. mellonella utilizada no experimento. Em casos
onde ao menos em um dos grupos controle tiveram 2 larvas mortas, o ensaio foi
desconsiderado e um novo refeito.

Seringas Hamilton com capacidade de 10 pL (Hamilton Inc, EUA) foram
utilizadas para as injecbes. Antes da inoculacdo, as seringas utilizadas para as
injecbes foram esterilizadas com &cido peracético (Henkel - Ecolab GmbH,
Dusseldorf, Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante. A limpeza da
agulha e da parte interna da seringa foram executadas a cada 5 injecdes. Para esta
limpeza a seringa foi lavada em uma sequéncia de 4 tubos de ensaio contendo
respectivamente: 1°) hipoclorito de sédio, 2°) alcool absoluto, 3°) agua destilada estéril
e 4°) PBS estéril. Em cada tubo, a agulha foi mergulhada e 7 movimentos no émbolo
da seringa para cima e para baixo foram executados. Apés a injecao, as larvas foram

armazenadas em recipientes plasticos e mantidas no escuro em estufa a 37°C.
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Apos a injecdo de C. albicans, as larvas foram avaliadas por meio da curva
de sobrevivéncia, contagem de UFC/mL de C. albicans e densidade hemocitaria,

conforme representado no Quadro 1.

Quadro 1 - Grupos experimentais e numero de larvas de G. mellonella por experimento

Grupos Experimentais Galleria mellonella
Curvade Contagem de | Densidade
sobrevivéncia UFC/mL hemocitaria
C. albicans (Controle em YPD) 16 60 15
C. albicans (Controle em BHI) 16 60 15
C. albicans (sobrenadante) 16 60 15
PBS apenas 16 15
Sem injecao 16
TOTAL 320

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.7.2 Determinacdo da curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella

Para esse experimento, as larvas foram inoculadas com suspensotes de C.
albicans em concentraces variando de 107, 108 ou 10° células/mL, buscando-se
avaliar a patogenicidade das suspensdes e selecdo da concentracdo mais adequada
para os testes posteriores. Apés as injecdes, as larvas foram armazenadas em placas
de Petri e incubadas a 37°C em estufa bacteriolégica. O numero de G. mellonella
mortas foi anotado diariamente durante 7 dias. As larvas foram consideradas mortas
guando ndo apresentaram nenhum movimento ao toque. A morte de todas as larvas
do grupo experimental ou a transi¢cao para a forma de pupa determinou o término do

experimento.




3.7.3 Estudo da cultura da hemolinfa - Contagem de UFC/mL de C. albicans

Para quantificar a presenca de C. albicans na hemolinfa de G. mellonella, as
larvas foram eutanasiadas nos tempos de 30 min, 4, 8 e 12 h apés a infec¢cdo com
suspensdo de C. albicans na concentracdo de 102 células/mL, conforme os grupos
experimentais do Quadro 1.

Para cada grupo e tempo foi utilizado um pool de 5 larvas para coleta de
hemolinfa suficiente para realizacdo das diluicdes seriadas. Como o experimento foi
realizado em triplicata, para cada grupo foram utilizadas 60 larvas.

Nos tempos determinados, as larvas foram cortadas com lamina de bisturi no
sentido céfalo-caudal e espremidas para retirada da hemolinfa, que foi colocada em
um eppendorf (Figura 2). A partir do pool da hemolinfa das larvas, foram feitas
diluicbes seriadas e semeaduras em placas de Petri contendo meio de cultura seletivo
para C. albicans, agar Sabouraud dextrose acrescido de 0,1 mg de cloranfenicol por
mL de meio (Vixmicina, Sdo Paulo, Brasil). As placas foram incubadas a 37°C por 48

h, e apds este periodo, as colbnias foram contadas para o célculo de UFC/mL.

Figura 2 - Técnica para a obten¢édo da hemolinfa de G. mellonella

Legenda: A) larva posicionada para retirada da hemolinfa. Inciséo feita logo abaixo da ultima prolegue
esquerda e posteriormente seguindo a linha mediana da larva até sua regido caudal; B) hemolinfa
sendo retirada apés a incisdo; C) tubo eppendorf com hemolinfa.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.7.4 Densidade hemocitaria

Para cada grupo experimental, 5 larvas foram infectadas com C. albicans na
concentracdo de 108 células/mL e incubadas a 37°C durante 12 h. Como o
experimento foi realizado em triplicata, para cada grupo foram utilizadas 15 larvas.

Para a coleta da hemolinfa as larvas foram imobilizadas em placa de Petri que
foram colocadas previamente na geladeira por cerca de 20 min, em seguida foram
cortadas com bisturi na parte ventral no sentido céfalo-caudal e espremidas para a
retirada da hemolinfa que foi coletada em microtubos (Figura 2). A seguir, 20 pyL de
cada hemolinfa coletada foram diluidos em 180 pyL de IPS (tampéo anticoagulante
estéril — 150 nM de cloreto de sddio, 5 nM de cloreto de potassio, 10 nM de tris-HCL
PH 6,9, 10 nM de EDTA e 30 nM de citrato de s6dio) em microtubo gelado. Para a
contagem dos hemdécitos 10 pL da diluicdo foram acrescentados e contados em

hemocitdbmetro.

3.8 Andlise estatistica

Os dados dos testes de atividade proteolitica, biofilmes (UFC/mL e biomassa),
contagem de C. albicans da hemolinfa e densidade hemaocitaria foram analisados por
Andlise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey. Para avaliacdo dos escores da
filamentacao foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis complementado com o teste de
Dunn. Nos experimentos de sobrevivéncia de G. mellonella foi realizada a curva de
sobrevivéncia utilizando o método Kaplan-Meier e o nivel de significancia calculado
através do teste Log-rank (Mantel-Cox). Em todos os testes sera utilizado o programa

GraphPad Prism 5.0, com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADO

4.1 Efeitos do sobrenadante de S. mutans sobre o crescimento de C. albicans

Inicialmente, foi realizada a verificacdo do pH das culturas apds o crescimento
de C. albicans em contato com sobrenadante de S. mutans, caldo BHI ou caldo YPD.
O objetivo desse experimento foi analisar a interferéncia da producéo de acidos que
poderiam atuar sobre C. albicans, jA que pH do meio (acido) pode apresentar
capacidade inibitoria sobre a producéo de hifas.

Apbs o cultivo de 24 h de C. albicans nos respectivos meios, foi verificado pH
com média de 5,40, 6,39 e 6,06 para os grupos YPD, BHI e sobrenadante de S.
mutans, respectivamente. Os resultados demonstraram que houve diferenca
estatistica comparando todos os grupos estudados (p<0,0001) (Figura 3), sendo o
menor valor de pH encontrado no meio de cultura do crescimento de C. albicans no
YPD (pH = 5,4). J& 0 meio do crescimento em sobrenadante e em BHI ficou proximo
ao pH neutro (6,39 e 6,06, respectivamente).

Figura 3 - Valores de pH verificados apds a cultura de 24 h de C. albicans nos

diferentes grupos experimentais
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Legenda: Gréfico representando os valores de pH apés crescimento de C. albicans em meio YPD, BHI
e no sobrenadante de S. mutans, em cultura planctdnica de 24 h. Teste ANOVA complementado com
teste de Tukey, diferenca estatistica considerada significativa p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Em seguida verificou-se na contagem em hemocitdbmetro que a média de
células viaveis foi maior para o grupo em que C. albicans foi cultivada em YPD (1,75
x 10° células/mL), seguida pelo cultivo em BHI (8,7 x 108 células/mL) e pelo cultivo
com sobrenadante de S. mutans (5,2 x 108 células/mL) (Figura 4). Houve diferenca
estatisticamente significante entre todos os grupos analisados (p < 0,0001),
demonstrando que o meio seletivo para fungo (YPD) promoveu maior crescimento de
C. albicans do que o meio BHI. No entanto, o crescimento em contato com o
sobrenadante de S. mutans causou reducao significativa do numero de C. albicans
comparado com ambos o0s grupos controle. Esses dados confirmaram que o
sobrenadante de S. mutans é capaz de inibir o crescimento das células de C. albicans

em cultura planctoénica.

Figura 4 - Contagem de células viaveis/mL de C. albicans apés crescimento de 24 h

em contato com sobrenadante de S. mutans, caldo YPD ou caldo BHI
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Legenda: Média e desvio-padrdo da contagem em hemocitdbmetro de UFC/mL de C. albicans apos
crescimento em meio YPD, BHI e no sobrenadante de S. mutans, em cultura plancténica de 24 h. Teste
ANOVA complementado com teste de Tukey, diferencga estatistica considerada significativa p < 0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

30



31

4.2 Estudo in vitro dos efeitos do sobrenadante de S. mutans sobre os fatores
de viruléncia de C. albicans

4.2.1 Determinacdo da atividade proteolitica extracelular

Em todos os grupos estudados, foi encontrada atividade fortemente positiva
para producéo de proteinases por C. albicans, com valores de Pz de 0,51 para o grupo
YPD e grupo sobrenadante de S. mutans, e 0,55 para o grupo BHI (Figuras 5 e 6).
Esses dados demonstraram que o cultivo de C. albicans em caldo YPD ou BHI néo
influenciou a atividade proteolitica, assim como o sobrenadante de S. mutans nao

reduziu a capacidade de C. albicans em produzir proteinase in vitro.

Figura 5 - Atividade proteolitica (Pz) de C. albicans nos diferentes grupos

experimentais
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Legenda: Média e desvio-padrdo dos valores de atividade proteolitica (Pz) para os diferentes grupos
experimentais. Os resultados foram classificados em negativo (Pz = 1 cm), positivo (0,64 cm = Pz < 1
cm) e fortemente positivo (Pz < 0,64 cm). Teste ANOVA complementado com teste de Tukey, diferenca
estatistica considerada significativa p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 6 - Col6énia de C. albicans com formacé&o de halo claro em torno de cada col6nia

em Agar proteinase, evidenciando a produc&o de Saps in vitro

\

Legenda: Placas de Agar proteinase com colénia de C. albicans e formag&o de halo claro ao redor das
colbnias representando a degradacao da albumina por proteinases, ap0s crescimento do fungo em: A)
YPD, B) BHI e C) Sobrenadante de S. mutans.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Filamentacao de C. albicans

Nos grupos controle, nos quais C. albicans foi cultivada nos meios de cultura
YPD ou BHI, foi observado intenso desenvolvimento de hifas (Figura 7A e B)
comparado ao grupo de C. albicans em contato com sobrenadante de S. mutans, que
mostrou poucas hifas com predominio de células leveduriformes (Figura 7C). Esses
dados demonstraram que o sobrenadante de S. mutans atuou na transicao
morfolégica de C. albicans inibindo a formacéao de hifas.

O numero de hifas presentes foi entdo quantificado, verificando-se que nos
controles YPD e BHI, as medianas dos escores foram de 4,5 e 4,0 respectivamente.
Entretanto, houve reducéo estatisticamente significante no grupo em que C. albicans
foi cultivada na presenca do sobrenadante de S. mutans, com mediana dos escores
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igual a 1 (p = 0,0033). Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos controle

YPD e BHI (p = 0,0696) (Figura 8).

Figura 7 - Imagens de microscopia 6ptica ilustrando a morfologia de C. albicans

Legenda: A) Grupo controle formado por C. albicans cultivada em caldo YPD demonstrando a presenca
de emaranhado de hifas; B) Grupo controle formado por C. albicans cultivada em caldo BHI também
com presenca de hifas e C) Grupo onde C. albicans foi cultivado no sobrenadante da cultura de S.
mutans, com reducéo de hifas e presenca de leveduras. Aumento original 400x.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 8 - Quantificacdo de hifas de C. albicans no teste de filamentacao in vitro
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Legenda: Grafico representando a mediana dos escores obtidos com a formacao de hifas de C. albicans
observadas em microscopia Optica nos diversos grupos experimentais: C. albicans cultivada em caldo
de YPD, BHI e no Sobrenadante de S. mutans. Os escores foram atribuidos de acordo com o nimero
de hifas presentes em cada campo microscopico: 0: auséncia de hifas; 1: de 1 a 10 hifas; 2: de 11 a 20
hifas; 3: de 21 a 30 hifas; 4: 31 a 40 hifas; 5: mais de 40 hifas presentes. **Diferenca estatisticamente
significante foi observada entre os grupos controle e sobrenadante (p = 0,0033) (Kruskal-Wallis, p <
0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.3 Aderéncia de C. albicans a laminulas de vidro

by

Em relacdo a aderéncia de C. albicans, observou-se que em todas as
condicdes de crescimento, esse fungo foi capaz de se aderir fortemente (+++) a
superficie das laminulas de vidro, entretanto foram encontradas diferentes formas de
organizacao celular entre os grupos estudados (Figura 9). Nos grupos controles de C.
albicans em YPD ou BHI foi observado padrdao de aderéncia agregativa, enquanto o
grupo cultivado com sobrenadante de S. mutans apresentou padrédo de aderéncia
difusa. Assim, esses dados indicaram que a possivel presenca de metabdlitos de S.
mutans no sobrenadante interferiu com o padrao de adesao e organizacao celular de

C. albicans, reduzindo sua viruléncia.
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Figura 9 - Imagens de microscopia Optica ilustrando o padrdo de aderéncia e

morfologia de C. albicans
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Legenda: A e B) Grupo controle formado por C. albicans cultivada em caldo YPD demonstrando padrédo
de aderéncia filamentosa e agregativa, respectivamente; C) Grupo controle formado por C. albicans
cultivada em caldo BHI também com presenca de aderéncia filamentosa e D) Grupo em que C. albicans
foi cultivada junto com o sobrenadante da cultura de S. mutans, demonstrando aderéncia difusa sem

formag&o de hifas. Aumento original 400x.
Fonte: Elaborado pelo autor.




4.2.4 Analise dos biofilmes de C. albicans por determina¢cdo do namero de

células viaveis (UFC)

Os biofilmes foram analisados em diferentes tempos de formagé&o, buscando-
se entender os efeitos do sobrenadante de S. mutans sobre o crescimento do biofilme
de C. albicans desde a etapa de adesao inicial (1h30) até o estagio de maturacao (48
h).

Apés analise dos resultados, foi verificado reducao nas contagens de UFC/mL
de C. albicans quando esse fungo teve contato prévio com o sobrenadante de S.
mutans em relacdo aos grupos controle (YPD e BHI). Essa reducgéo ocorreu em todos
os tempos de formacao de biofilme estudados (p = 0,0001), sendo a maior reducao
observada no tempo de 6 h. Ja a menor reducdo do crescimento de C. albicans
causada pelo sobrenadante de S. mutans ocorreu no tempo de 48 h (Figura 10). Esses
resultados demonstraram que a exposi¢cao ao sobrenadante de S. mutans prejudicou
a capacidade de C. albicans em formar biofilmes, principalmente nos estagios iniciais

de formagéo, e diminui conforme o biofilme sofreu maturagéo.

Figura 10 - Contagem de UFC/mL (Logio) de C. albicans em biofilmes formados in

vitro nos diferentes tempos experimentais
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Legenda: Média e desvio-padrdo da contagem de UFC/mL (Logio) de C. albicans apds crescimento em
meio YPD, BHI e no sobrenadante de S. mutans em biofilmes formados nos tempos de 1h30, 6, 24 e
48 h. Teste ANOVA complementado com teste de Tukey, diferenca estatistica considerada significativa
p <0,05. * (p < 0,05) *** (p <0,001).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.5 Analise dos biofilmes por quantificacdo da biomassa total

No teste de quantificacdo da biomassa total pela absorbancia do cristal
violeta, também foi verificada reducdo do biofiime de C. albicans no grupo do
sobrenadante de S. mutans em relacdo aos grupos controles, principalmente durante
a etapa de adesao inicial. Foi verificada uma maior leitura de densidade 6ptica nos
grupos controle (YPD e BHI) em todos os tempos estudados, porém com diferenca
estatistica apenas na adesao inicial (1h30) (p < 0,0001) e no tempo de 24 h (p =
0,0069) para o grupo controle YPD comparado com o controle BHI e sobrenadante de
S. mutans. Nao foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos BHI e
sobrenadante em nenhum dos tempos estudados (Figura 11). Esses dados indicam
gue pode nao haver interferéncia do sobrenadante de S. mutans na biomassa total do

biofilme de C. albicans, aparentemente apenas o meio de cultura YPD e BHI interferiu

no resultado.

Figura 11 - Quantificacdo da biomassa total de C. albicans no teste de cristal violeta

para os diferentes grupos experimentais
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Legenda: Média e desvio padrdo dos dados de biomassa total pelo teste de cristal violeta, obtidos nos
biofilmes de 1h30, 6, 24 e 48 h para C. albicans nos diferentes grupos experimentais. Teste ANOVA
complementado com teste de Tukey, diferenca estatistica considerada significativa p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.3 Estudo in vivo dos efeitos do sobrenadante de S. mutans sobre C. albicans

4.3.1 Determinacao da curva de sobrevivéncia de G. mellonella

Foi realizada a curva de sobrevivéncia de G. mellonella inoculada com C.
albicans que foi cultivada em diferentes meios (YPD, BHI e no sobrenadante de S.
mutans). Para essa avaliacdo, as larvas foram infectadas com diferentes
concentragées do fungo: 107, 108 e 10° células/mL.

A menor taxa de morte foi encontrada na concentragéo de 107 céls/mL para o
grupo sobrenadante com morte de 25% das larvas até o final do experimento, e com
56,25% e 43,75% de morte nos grupos controles YPD e BHI, respectivamente. Na
concentracdo de 108 células/mL, foi obtida 100% de morte das larvas nas primeiras
48 h nos grupos controle (YPD e BHI) e em 72 h no grupo sobrenadante. Na
concentracdo de 10° céls/mL foi observado 100% e 87,5% de morte das larvas nas
primeiras 24 h para os grupos controle (YPD e BHI) contra 80% para o sobrenadante
(Figura 12).
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Figura 12 - Curva de sobrevivéncia de G. mellonella inoculada com C. albicans,
previamente, cultivada em YPD, BHI ou sobrenadante da cultura de S. mutans. As

larvas foram infectadas com 107 (A), 108 (B) e 10° (C) células/mL de C. albicans.
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Legenda: Valores de p obtidos na andlise de Log-rank/ Mantel-Cox (p < 0,05): A) Comparac¢des entre
os grupos YPD x BHI (p =0,5597), YPD x SOB (p = 0,1040) e BHI x SOB (p = 0,2959). B) Comparacdes
entre os grupos YPD x BHI (p = 0,4216), YPD x SOB (p = 0,6839) e BHI x SOB (p = 0,7788). C)
Comparacdes entre os grupos YPD x BHI (p = 0,1506), YPD x SOB (p = 0,0166) e BHI x SOB (p =
0,2067).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.2 Estudo da cultura de tecidos - Contagem de UFC/mL

Com o objetivo de quantificar a presenca do fungo durante o0 processo
infeccioso em G. mellonella foi realizada a contagem de UFC/mL na hemolinfa das
larvas nos tempos de 30 min, 4, 8 e 12 h apés a infeccdo de C. albicans com 108
células/mL.

O decorrer da infecgdo seguiu da mesma forma para todos os grupos, com
decréscimo inicial no nimero de células de leveduras (de 30 min a 4 h), seguido por
aumento no periodo de 8 h e decréscimo em 12 h. Em cada periodo de observacao,
nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos. Embora ndo tenha sido
observada diferenca estatistica, no tempo de 8 h houve reducdo do numero de
UFC/mL do grupo sobrenadante (4,049 UFC/mL Logio) em relacdo aos grupos
controle com YPD (4,831 UFC/mL Logio) e BHI (4,634 UFC/mL Logio) (Figura 13).

Figura 13 - Contagem de UFC/mL (Logio) de C. albicans para os diferentes grupos

experimentais nos tempos de 30 min, 4, 8 e 12 h.
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Legenda: Média e desvio-padréo da contagem de UFC/mL de C. albicans presente na hemolinfa das
larvas de G. mellonella. N&o foi verificada diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p
0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.3 Densidade hemocitaria

A realizacdo da contagem de hemacitos presentes na hemolinfa das larvas
apos infeccdo com cepas de C. albicans cultivadas em YPD, BHI ou sobrenadante foi
realizada ap6s 12 h de infeccdo com C. albicans (108 células/mL). Foi verificada uma
maior contagem hemocitaria para as larvas inoculadas com a cepa cultivada no
sobrenadante de S. mutans, com diferenca estatistica comparada aos grupos controle
(Figura 14). Ja, entre os grupos controle nao foi verificado diferenca estatisticamente

significante.

Figura 14 - Contagem de células hemocitarias presente na hemolinfa das larvas de G.
mellonella apds infeccao por C. albicans no tempo de 12 horas
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Legenda: Média e desvio-padrdo da contagem de hemécitos na hemolinfa das larvas de G. mellonella
apos infecgdo por C. albicans no tempo de 12 horas. Letras diferentes indica diferencga estatisticamente
significante (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.



5 DISCUSSAO

C. albicans é um fungo comensal colonizador natural da cavidade bucal (Krom
et al, 2014; Sultan et al., 2018). No entanto, sob certas condicbes de
imunossupressao ou mudancas no ambiente do hospedeiro, esse micro-organismo
oportunista pode rapidamente fazer a transicdo para um patégeno causando uma
variedade de infeccbes, como a candidose bucal (Jabra-Rizk et al., 2016). Ja a
bactéria S. mutans é considerada um dos principais agentes etioldgicos da cérie
dentaria, este patdgeno pode catalisar eficientemente a sacarose em glucanos
extracelulares usando varias exoenzimas (glucosiltransferases ou Gtfs) (Kim et al.,
2017). S. mutans e C. albicans sédo encontrados juntos em biofilmes na cavidade
bucal, mas pouco se sabe sobre as interacGes ecoldgicas entre essas espécies,
principalmente em relacdo aos efeitos dos produtos metabdlicos envolvidos nessa
interacdo. Embora, alguns autores ja vem analisando a interagdo entre as células
desses dois micro-organismos, este estudo tem como foco estudar a influéncia de
produtos do metabolismo de S. mutans sobre os fatores de viruléncia de C. albicans.

De acordo com a literatura, a presenca de C. albicans e S. mutans dentro de
um mesmo nicho ecologico pode aumentar a aderéncia entre as células e,
consequentemente, a formacéo do biofilme por essas duas espécies (Sztajer et al.,
2014; Falsetta et al., 2014). Por outro lado, S. mutans também é capaz de liberar
produtos que podem inibir o crescimento de outros micro-organismos pela producao
de suas mutacinas (Kamiya et al., 2011). J& foi evidenciado que S. mutans produzem
mutanobactina A, um peptideo que pode atuar como molécula de sinalizacao e regular
o crescimento e morfogénese de C. albicans (Jarosz et al., 2009; Joyner et al., 2010;
Vilchez et al., 2010). O fato de S. mutans e C. albicans interagirem dentro de um
mesmo biofilme promovendo o crescimento de ambos, enquanto modula a transi¢ao
de leveduras para hifas de C. albicans precisa de maiores estudos, pois diversos
fatores podem estar envolvidos.

Nesse estudo, avaliamos o efeito do sobrenadante de S. mutans, no qual
retiramos as células e utilizamos apenas o caldo do meio de cultura (BHI) com os
produtos metabdlicos da bactéria, sobre o crescimento de C. albicans. Apdés isso, foi

realizada cultura plancténica de C. albicans no sobrenadante de S. mutans ou em
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meios de cultura YPD e BHI esterilizados (grupos controle). O caldo YPD foi utilizado
como controle por ser um meio nutricionalmente rico empregado no cultivo de
leveduras em condicbes nao seletivas (Serrano-Fujarte et al., 2015). O caldo BHI
também foi utilizado como controle por ser um meio de cultura enriquecido empregado
no preparo do sobrenadante de S. mutans. Assim esse meio foi incluido nos testes
para verificarmos sua possivel interferéncia no crescimento do fungo.

Em nossos resultados, verificamos que o meio YPD promoveu maior
crescimento de C. albicans do que o meio BHI. Tan et al. (2016) estudaram os meios
YPD e BHI sobre o crescimento de algumas espécies de Candida, e ap6s 24 h, todas
as espécies formaram biofilmes em ambos os meios de cultura. C. krusei e C.
tropicalis ndo demonstraram diferencas de crescimentos nos meios BHI e YPD. No
entanto, houve interferéncia dos meios no crescimento de C. parapsilosis, pois quando
cultivada em meio YPD, essa espécie manifestou formagdo de biofilme
significativamente maior do que em BHI.

Independentemente do grupo controle utilizado nesse estudo (YPD ou BHI),
o crescimento de C. albicans em contato com o sobrenadante de S. mutans levou a
uma reducdo significativa no namero de células de Candida. Esses dados indicaram
a presenca de metabdlitos no meio de cultura, liberados por S. mutans, que
provavelmente atuaram sobre as células fungicas de forma a inibir seu crescimento.
Uma andlise mais aprofundada sobre a identidade e funcdo de moléculas de
sinalizacdo presentes no sobrenadante de S. mutans ainda precisa ser realizada.

Em seguida, também, verificamos a presenca de acidos nos diferentes grupos
experimentais por medicdo dos valores de pH. Sabe-se que uma série de condi¢cbes
afetam a morfologia de C. albicans, como por exemplo, em pH baixo (< 6), as células
de C. albicans crescem predominantemente na forma de levedura, enquanto que em
pH alto (> 7) o crescimento de hifas é induzido (Davis, 2003; Mayer et al., 2013). Apds
o cultivo de 24 h de C. albicans nos diferentes meios de cultura, os resultados
demonstraram diferencas estatisticas entre todos os grupos. O menor valor de pH
ocorreu para o cultivo de C. albicans em YPD, ja os valores de pH do crescimento em
sobrenadante de S. mutans ou BHI ficaram proximos ao pH neutro. Demonstrando
capacidade acidogénica e tolerancia extrema aos acidos, C. albicans ja provou reduzir
0 pH de saliva suplementada com glicose até um valor de 3,2 pela secrecao de acidos

organicos (Samaranayake et al., 1986; Klinke at al., 2009). Com isso, provavelmente,
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a reducéo do pH verificada nos grupos deve-se a producéo de acidos por C. albicans
durante as 24 h de crescimento.

O objetivo principal desse estudo foi avaliar os efeitos do sobrenadante de S.
mutans sobre os principais mecanismos de patogenicidade de C. albicans, podendo
trazer futuramente novas alternativas terapéuticas. Devido a sua relevancia clinica, os
mecanismos de patogenicidade de C. albicans tem sido objeto de varios estudos ao
longo dos anos. Fekete-Forgacs et al. (2000) investigaram alteragBes dos fatores de
viruléncia que acompanham o desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol. Para
isso, foram utilizadas duas cepas de C. albicans: um isolado clinico sensivel ao
fluconazol e um mutante de laboratorio resistente ao fluconazol derivado do primeiro.
Para induzir resisténcia ao fluconazol, a cepa foi cultivada sucessivas vezes
juntamente com o antifungico. O mutante resistente ao fluconazol apresentou
viruléncia aumentada em todos os fatores de patogenicidade avaliados, incluindo
formacdo de tubo germinativo, capacidade de aderéncia, producéo de proteinase e
fosfolipase. Além disso, a viruléncia do mutante também foi maior em modelo de
camundongo do que a cepa original. Assim, com o desenvolvimento da resisténcia ao
fluconazol, ndo apenas um, mas varios fatores de viruléncia podem ser afetados,
resultando em um aumento da patogenicidade in vivo. Em nosso estudo, queremos
analisar se isso ocorre de maneira contraria, ou seja, se o crescimento de C. albicans
no sobrenadante de S. mutans desencadeia altera¢des que resultem em diminui¢ao
de sua patogenicidade.

As leveduras do género Candida possuem capacidade em desenvolver
diversos mecanismos de viruléncia de forma simultanea, cuja complexidade ainda
precisa ser melhor investigada. O que ja est4d bem estabelecido, é que para se
estabelecer no hospedeiro, C. albicans precisa apresentar capacidade de adeséao,
filamentacao, formacao de biofilme e secrecédo de enzimas hidroliticas (Andrade et al.,
2017; Monteiro et al., 2014).

A capacidade de adesao, € um fator determinante principalmente no inicio da
colonizacéo. C. albicans possui capacidade de aderéncia as células do hospedeiro ou
até mesmo a variados materiais inertes, como as proteses dentarias. A etapa de
adesao € essencial para a sobrevivéncia desse género em hospedeiros humanos,
promovendo sua colonizacéo e infeccao (Sardi et al., 2013; Nufiez-Beltran et al., 2017,

Mellinghoff et al., 2018). No presente estudo, foi observado que em todas as condi¢des
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de crescimento avaliadas (sobrenadante de S. mutans, caldo YPD ou caldo BHI) C.
albicans foi capaz de aderir-se fortemente a superficie de laminulas de vidro.
Entretanto, foram encontradas diferentes formas de organizacdo celular entre os
grupos, sendo nos grupos controle de C. albicans observado padrdo de aderéncia
agregativa, enquanto na cultura com o sobrenadante de S. mutans houve predominio
do padrdo de aderéncia difusa. Assim, esses dados sugerem que os metabdlitos de
S. mutans podem interferir com o padrdo de adesdo e organizacao celular de C.
albicans, e consequentemente, na sua capacidade de aderéncia aos tecidos.

De acordo com Menezes et al. (2013), o padrédo do tipo localizado ou
agregativo facilita a formacé&o de biofilme, devido a presenca de adesinas (proteinas
Als) na parede celular de Candida que sdo responséaveis pela capacidade de
aderéncia intercelular. A familia de genes ALS codifica oito glicoproteinas de
superficie celular (ALS1-7 e ALS9) relacionada a adeséao a superficies do hospedeiro,
formacao de biofilme e invaséo tecidual (Ho et al., 2019). Os genes ALS2 e ALS3 séo
especialmente importantes, pois medeiam a adesdo da levedura ao tecido do
hospedeiro e também age na agregacao entre as levedura (Hoyer et al., 2016; Bonfim-
Mendonga et al., 2021).

A maioria dos microrganismos sobrevive na natureza por causa de seu estilo
de vida comunitario que permite a formacdo de biofilmes (Donlan et al., 2002). Os
biofiilmes sdo comunidades microbianas ligadas a superficie bidtica ou abiotica
incorporadas em uma matriz exopolimérica constituida principalmente por
carboidratos, hexosaminas, acidos urénicos, proteinas e acidos nucléicos (Rickard et
al., 2003; Vu et al., 2009). A formacédo do biofilme comeca com a adesao das células
de levedura as superficies, que crescem para gerar uma camada basal. As células da
camada basal consistem em algumas hifas que se estendem para produzir uma
camada superior que é quase exclusivamente de hifas. Conforme o biofilme
amadurece, as células produzem a matriz extracelular consistindo principalmente de
proteinas e carboidratos (Nobile et al., 2006). A manuten¢ao da arquitetura do biofilme
pode ser assegurada pela formacéo de canais e colunas, que permitem a passagem
de nutrientes e oxigénio para toda a comunidade microbiana (Mitchell et al., 2016).

A formacéo de biofilme é essencial para a protecdo de leveduras contra
mecanismos de defesa do hospedeiro e medicamentos antifingicos comumente

usados (Kojic et al., 2004). Portanto, a alteragcédo na habilidade de formacé&o do biofilme
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pode influenciar significativamente na capacidade do fungo em causar doenca. A
formacéo do biofilme de C. albicans progride em trés fases de desenvolvimento: fase
inicial (0-11 h), fase intermediaria (12-30 h) e maturacéao (31-72 h) (Tobudic et al.,
2012). Com isso, nesse estudo os biofilmes foram analisados em diferentes tempos
de formacao, buscando-se entender os efeitos do sobrenadante de S. mutans sobre
o crescimento do biofilme de C. albicans desde a etapa de ades&o inicial (1h30) até o
estagio de maturacédo (48 h). Apos analise dos resultados, foi verificado reducdo nas
contagens de células viaveis (UFC/mL) de C. albicans quando esse fungo teve contato
prévio com o sobrenadante de S. mutans em relacdo aos grupos controle. Ocorreu
reducdo em todos os tempos de formacéo de biofilme estudados em relagédo aos
grupos controle, sendo a maior reducéo observada no tempo de 6 h. Esses resultados
demonstraram que a exposicdo ao sobrenadante de S. mutans prejudicou a
capacidade de C. albicans em formar biofilmes, principalmente nos estagios iniciais
de formagéo.

Os biofilmes também foram analisados quanto a quantificacdo da biomassa
total pela absorbancia do cristal violeta. Este corante se liga a moléculas carregadas
negativamente e polissacarideos, corando tanto as células viaveis quanto as mortas
de Candida, bem como a matriz extracelular (Peeters et al., 2008). Apesar de uma
maior leitura de densidade Optica nos grupos controle (YPD e BHI) em todos os
tempos estudados, houve diferenca estatistica apenas na adesao inicial (1h30) e no
tempo de 24 h para o grupo controle YPD comparado com o controle BHI e
sobrenadante de S. mutans. Nao foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos
BHI e sobrenadante em nenhum dos tempos estudados. Portanto, embora o
sobrenadante de S. mutans tenha reduzido o nimero de células viaveis de C. albicans
no teste de contagem de UFC/mL, o mesmo nédo alterou a biomassa do biofilme de
forma significativa. Assim, torna-se necessario maiores estudos para elucidar os
mecanismos pelos quais os metabdlitos de S. mutans agem sobre as células fungicas
e a matriz extracelular dos biofilmes.

Com o objetivo de investigar como S. mutans afeta C. albicans, Barbosa et al.
(2016) também testaram os efeitos do filtrado da cultura de S. mutans em biofilmes
de C. albicans. O filtrado da cultura de S. mutans foi capaz de inibir o nimero de
UFC/mL de C. albicans e bloquear a formacdo de hifas, com auséncia total de

filamentacdo nos biofilmes analisados por microscopia eletrénica de varredura. Em
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outro estudo, Santos e Fugisaki et al. (2020) extrairam e fracionaram o sobrenadante
da cultura de S. mutans, obtendo-se apenas os compostos liberados pelo
metabolismo da bactéria, com o objetivo de encontrar antifGngicos capazes de inibir
C. albicans. O sobrenadante de S. mutans foi extraido via particdo liquido-liquido e
fracionados em coluna de silica C-18, obtendo-se as fracdes do sobrenadante de S.
mutans SM-F1 e SM-F2. Assim como no presente estudo, esses autores encontraram
atividade anti-biofilme para ambas as fracdes, de maneira dependente da dose, além
de verificarem acao inibitéria na candidose bucal em camundongos

C. albicans é uma espécie dimérfica capaz de alternar a morfologia entre as
formas de levedura e hifas, uma propriedade central para sua patogénese e
capacidade de formar biofilmes (Wall et al., 2019). A capacidade de diferenciacao
entre as formas leveduriformes e as formas filamentosas tem relacdo direta com a
invasao tecidual por facilitar a penetracéo no tecido do hospedeiro (Jacobsen et al.,
2012), ndo sendo, contudo, essencial para a patogénese da Candida (Gow et al.,
2002). Provavelmente, a forma filamentosa seja mais virulenta em razdo da maior
superficie de contato entre o micro-organismo e a area a ser infectada, embora as
duas formas sejam frequentemente encontradas tanto como comensais quanto em
processos infecciosos (Jacobsen et al., 2012).

Uma vez que a formacdo de hifas determina a viruléncia de C. albicans e
medeia a invasdo no tecido infectado, compostos com capacidade de inibir a
filamentacdo tem sido alvo de pesquisas de novas terapias para a candidose. No
presente estudo, foi verificado significativa reducdo no desenvolvimento de hifas de
C. albicans cultivada em contato com sobrenadante de S. mutans, que apresentaram
predominio de células leveduriformes. Esses dados indicaram que o sobrenadante de
S. mutans atuou na transicdo morfolégica de C. albicans, inibindo a formacé&o de hifas.
Em estudo de Santos e Fugisaki et al. 2020, foi demonstrado que o extrato do
sobrenadante de S. mutans foi capaz de reduzir a flamentacdo de C. albicans por
regular negativamente os genes de filamentacdo CPH1, EFG1, HWP1 e UMESG.
Resultados semelhantes foram relatados no estudo de Pereira-Cenci et al. (2008), que
usando microscopia confocal de varredura a laser, observaram que S. mutans
suprimiu a formacéo de hifas por C. albicans e enfatizaram que os efeitos de S. mutans
na filamentac&o de C. albicans devem ser considerados em estudos de prevencao de

candidose bucal.
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Para alcancar a invasao tecidual, C. albicans também dispfe da capacidade
de liberacdo de enzimas hidroliticas, como lipases, fosfolipases e proteinases. No
presente estudo, foi encontrada atividade fortemente positiva para producédo de
proteinases por C. albicans em todos os grupos estudados, o que indica que o
sobrenadante de S. mutans ndo reduziu a capacidade de C. albicans em produzir
proteinase in vitro. Assim como nesse estudo, Fernandes et al. (2018) verificaram que
a producgéo de enzimas hidroliticas pelos biofilmes de C. albicans, como proteinase,
fosfolipase e hemolisionas ndo foram afetadas pelo farnesol, que também & um
composto de origem microbiana.

Em seguida, os resultados in vitro foram investigados por meio de estudos in
vivo através do modelo invertebrado de G. mellonella, que ja vem sendo usado para
estudar a viruléncia de Candida spp., Cryptococcus spp., Fusarium spp. e Aspergillus
spp, mostrando forte correlacdo com modelos de mamiferos (Mylonakis et al., 2005;
Glavis-Bloom et al., 2012; Santos, Fugisaki et al., 2020).

Nesse modelo in vivo, foram realizadas infecgoes em G. mellonella com
células de C. albicans, previamente, cultivadas no sobrenadante de S. mutans ou nos
meios de cultura BHI e YPD (grupos controle). Foi encontrado aumento da
sobrevivéncia das larvas inoculadas com C. albicans previamente expostas ao
sobrenadante de S. mutans, indicando que possiveis metabdlitos produzidos por S.
mutans podem ter interferido na patogenicidade de C. albicans. Barbosa et al. (2016)
foram os primeiros autores a estudar in vivo os efeitos do sobrenadante de S. mutans
sobre C. albicans e encontraram resultados semelhantes através da andlise de
sobrevivéncia, demostrando que a inje¢cdo concomitante com células de C. albicans e
filtrado da cultura de S. mutans prolongou a taxa de sobrevivéncia das larvas quando
comparada ao grupo controle que recebeu apenas injecéo de C. albicans.

Santos e Fugisaki et al. (2020) também realizaram tratamento terapéutico com
extrato do sobrenadante de S. mutans em G. mellonella infectada por C. albicans,
verificando aumento da sobrevivéncia das larvas. Os autores estenderam esses
resultados para um modelo murino de candidose bucal, no qual foi observado reducéao
na colonizacdo de C. albicans na cavidade bucal quando os animais foram tratados
com o extrato de S. mutans. Em outro estudo, a andlise do extrato do sobrenadante
de S. mutans foi testada em isolados clinicos de Candida, incluindo cepas de C.

albicans e nao-albicans com diferentes suscetibilidades ao fluconazol (Alves et al.,

48



2021). Foi verificado que o extrato de S. mutans foi capaz de aumentar a sobrevivéncia
de larvas de G. mellonella infectadas com C. albicans e C. glabrata e inibir as células
fungicas na hemolinfa. Esses efeitos antifingicos ocorreram tanto para as cepas
sensiveis ao fluconazol quanto para as resistentes. Entretanto, as larvas infectadas
por C. krusei ndo foram afetadas pelo extrato de S. mutans.

Além da curva de sobrevivéncia, no presente trabalho também foram
avaliados os efeitos do sobrenadante de S. mutans sobre a carga fungica na hemolinfa
de G. mellonella em diferentes momentos da infec¢do. Durante o processo infeccioso,
nao houveram diferencas significativas no nimero de células de C. albicans entre os
grupos analisados, no entanto no tempo de 8 horas foi verificado uma reducéo da
carga fangica em relacdo ao grupo controle. Esses dados demonstram que o
sobrenadante de S. mutans néo foi capaz de interferir significativamente no nimero
de células de C. albicans recuperadas nos diferentes tempos da infeccdo, embora
tenha reduzido a patogenicidade nos ensaios de curva de sobrevivéncia.
Provavelmente, esse fato possa ser explicado pela reducdo da capacidade de
filamentacao de C. albicans quando exposta ao sobrenadante de S. mutans, conforme
observado em nosso estudo in vitro. Graham et al. (2017) demonstraram o efeito da
bacteriocina EntV de E. faecalis sobre a viruléncia de C. albicans, que apresentou
atividade anti-hifa, mas sem causar lise celular. Esses autores destacaram que 0s
compostos antifiingicos que visam os fatores de viruléncia de C. albicans sdo muito
promissores, pois S80 menos propensos ao desenvolvimento de resisténcia
microbiana.

Nesse trabalho, também foi analisada a resposta imunoldgica de larvas de G.
mellonella infectadas por C. albicans exposta ao sobrenadante de S. mutans. O
sistema imune inato de G. mellonella exibe muitas semelhancas celulares e humorais
com a resposta imune dos mamiferos. O sistema imunolégico das larvas consiste
principalmente de hemdécitos, que possuem atividade fagocitica e desempenham um
papel importante contra patégenos (Kavanagh et al., 2004; Sheehan et al., 2021).
Gago et al. (2014) observaram uma redugdo no numero de células hemocitarias em
larvas inoculadas com C. parapsilosis e C. orthopsilosis em comparacao com larvas
infectadas com C. metapsilosis. Foi verificado em analises histolégicas que essas
duas espécies desenvolveram pseudo-hifas durante a infeccéo, o que pode ter levado

a morte da populacdo fagocitica. No presente estudo, foi observado reducdo de

49



células hemocitérias para os grupos controles no tempo de 12 h, em contrapartida ao
grupo sobrenadante que obteve aumento do nimero de hemdcitos. Isso pode ser
explicado também pelo fato do sobrenadante de S. mutans inibir a formagé&o de hifas,
diminuindo entdo sua capacidade de causar infeccdo e a morte das células
hemocitarias.

Os resultados obtidos demonstraram que o sobrenadante de S. mutans
conseguiu eliminar véarias células de C. albicans e atenuar os fatores de viruléncia das
células sobreviventes. Assim, esses resultados incitam a realizacdo de pesquisas
voltadas para a caracterizacdo e isolamento dos metabdlitos secretados por S.
mutans, que poderao futuramente levar ao desenvolvimento de novos farmacos para

as infeccdes fangicas.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesse trabalho concluiu-se que:

a. As células de C. albicans expostas ao sobrenadante de S. mutans

b.

apresentaram diminuicAo nos mecanismos de viruléncia relacionados a
aderéncia, filamentacao e formacéo de biofilme.
A exposicao ao sobrenadante de S. mutans atenuou a patogenicidade in vivo

de C. albicans no modelo experimental de G. mellonella.
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