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RESUMO

Este estudo investiga a interacdo entre espécies de Candida e Lactobacillus, com foco na
capacidade de formacao de biofilmes e na sensibilidade aos antifungicos. A pesquisa destaca a
importancia de compreender o papel que as espécies de Candida, particularmente Candida
albicans, desempenham no microbioma humano, onde geralmente atuam como comensais, mas
podem se transformar em patogenos em determinadas condi¢des. O trabalho examina, em
profundidade, a resposta dos biofilmes de Candida spp., tanto recém-formados quanto maduros,
quando expostos ao contato com espécies de Lactobacillus e seus metabolitos, o lactato de sodio
e o peroxido de hidrogénio. Além disso, sdo avaliadas as interagdes sinérgicas entre esses
metabolitos e o antifingico amplamente utilizado, fluconazol. Os resultados demonstram que
os biofilmes maduros de Candida spp. apresentam maior resisténcia aos tratamentos
antifungicos tradicionais, o que representa um grande desafio em ambientes clinicos,
especialmente em infecgdes hospitalares. No entanto, foi observado que a combinagdo de
metabolitos de Lactobacillus spp. (lactato de sddio e peroxido de hidrogénio) com fluconazol
tem um efeito sinérgico, levando a evidente reduc¢do da atividade metabdlica das células
fingicas. Esta combinagdo foi particularmente eficaz em biofilmes maduros, nos quais a
resisténcia a tratamentos isolados ¢ mais robusta. O estudo sugere que o uso de terapias
combinadas, envolvendo antifingicos e metabolitos de Lactobacillus, pode representar uma
abordagem inovadora e eficaz para o controle de infec¢des flingicas refratdrias ao tratamento
antifngico. Esse método pode ter especial relevancia no contexto hospitalar, no qual, pacientes
imunocomprometidos sdo particularmente vulnerdveis a infeccoes fungicas persistentes. O
trabalho contribui para a compreensdo de estratégias terapéuticas que combinam agentes
antifingicos convencionais com intervengdes baseadas no microbioma, abrindo caminhos

promissores para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e personalizados.

Palavras-chave: Candida spp.; Lactobacillus spp; fluconazol; biofilme.



ABSTRACT

This study investigates the interaction between Candida and Lactobacillus species, focusing on
the biofilm-forming capacity and antifungal susceptibility of fungal cells. The research
highlights the importance of understanding the role of Candida species—particularly Candida
albicans—in the human microbiome, where they generally act as commensals but can become
pathogenic under certain conditions. The work thoroughly examines the response of both early-
stage and mature Candida spp. biofilms when exposed to Lactobacillus species and their
metabolites, sodium lactate and hydrogen peroxide. In addition, the synergistic interactions
between these metabolites and the widely used antifungal fluconazole are evaluated. The results
show that mature Candida spp. biofilms exhibit greater resistance to traditional antifungal
treatments, which poses a significant challenge in clinical settings, especially in hospital-
acquired infections. However, it was observed that the combination of Lactobacillus
metabolites (sodium lactate and hydrogen peroxide) with fluconazole has a synergistic effect,
leading to a marked reduction in the metabolic activity of fungal cells. This combination was
particularly effective in mature biofilms, where resistance to isolated treatments tends to be
more robust. The study suggests that the use of combined therapies involving antifungal agents
and Lactobacillus metabolites may represent an innovative and effective approach to managing
fungal infections that are refractory to standard antifungal treatment. This method may be
particularly relevant in hospital settings, where immunocompromised patients are especially
vulnerable to persistent fungal infections. The research contributes to the understanding of
therapeutic strategies that combine conventional antifungal agents with microbiome-based
interventions, paving the way for the development of more effective and personalized

treatments.

Keywords: Candida spp.; Lactobacillus spp.; fluconazole; biofilm.
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Candida spp., consideradas comensais do ser humano podem
tornar-se oportunistas quando existe um desequilibrio na resposta do sistema imunitario,
desencadeando infec¢des superficiais € ou sistémicas (Vieira, 2016). Candida spp. destacam-
se como sendo um dos principais microrganismos promotores de infec¢des fungicas sistémicas,
sendo, C. albicans, a principal espécie do género, tanto em comunidade quanto em ambientes
hospitalares (Alp ef al., 2015). No entanto, concomitantemente, tem sido observado aumento
no namero de casos de infec¢do por espécies ndo-albicans de Candida spp., as quais t€m se
apresentado como resistentes a maioria dos antifungicos disponiveis, levando a dificuldades de
tratamento e aumento de morbi-mortalidade nesses pacientes. A despeito de sua importancia
clinica, C. albicans tem sido assunto de extensivas pesquisas que objetivam desvendar os
mecanismos que governam a viruléncia fingica e a resisténcia a farmacos (Shapiro; Robbins;
Cowen, 2011). Neste cendrio, destaca-se a importancia da compreensdo das interagdes intra e
inter-reinos tais como as descritas para o microbioma humano, sendo o mesmo descrito como
composto por aproximadamente 100 trilhdes de microrganismos (Cardoso, 2015). O
microbioma humano contém mais genes do que o proprio genomahumano. O microbioma atua
no controle da resisténcia a microrganismos patogénicos, no fortalecimento do sistema
imunoldgico e na absor¢do de nutrientes (Fanning; Mitchell, 2012; Zangl et al., 2020).
Alteragdes na composicdo do microbioma, denominadas disbioses, podem resultar em
desequilibrios na relacdao saude-doenca e podem, em algumas situagdes, serem manipuladas de
modo a restaurar a situagdo de equilibrio (Parfrey; Knight, 2012).

No microbioma humano, os microrganismos coexistem, seja em interacdes entre
diferentes géneros e espécies, dentro de um mesmo reino ou entre sua forma livre, denominada
planctonica, ou em sua forma séssil, denominada biofilme. E neste sentido, estudar as
implicagdes destas interacdoes em diferentes aspectos faz-se de grande importancia em reinos
distintos, tais como as interacdes biotroficas entre fungos e bactérias, assim como interacdes

verificadas entre Candida spp. e Lactobacillus spp.

Lactobacillus  spp. quando utilizados como probidticos, constituem-se em
microrganismos vivos que exercem fun¢do benéfica sobre os seres humanos, desde que
administrados em quantidades adequadas. O género apresenta varias espécies € cepas, com
grande variagdo de forma e tamanho, podendo estar na forma de bastonete, na forma cocdéide até

a forma filamentosa ou espiral (Rajab et al., 2020). Além disso, vérias espécies de Lactobacillus
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spp. sdo parte da microbiota normal do trato gastrointestinal urogenital dos seres humanos e
animais (Avall-Jaiskeldinen et al., 2005).

As espécies do género Candida spp. também sdo encontradas em diferentes sitios
corporais tais como mucosas € trato gastrointestinal. No entanto, constituem-se nas principais
causas de infecgdes fungicas, associadas a consideraveis taxas de mortalidade e morbidade no
mundo, além de serem capazes de causar candidiase vulvovaginal, candidiase oral, candidiase
cutanea, além de infecgdes sistémicas. A candidemia ¢ apresentada como a infecgao hospitalar
mais comum, sendo as espécies de Candida spp.os principais agentes causais. A espécie mais
isolada ¢ C. albicans, porém outras espéciestém sido cada vez mais isoladas, como C. glabrata,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. famata, C. guilliermondii, C. lusitaniae e mais
recentemente C. auris (de Oliveira Santos et al., 2018). A taxa de infec¢des por Candida spp.
vém aumentado consideravelmente, pois sua patogénese ainda ¢ mal compreendida, além de
que ainda existe a resisténcia aos antifugicos mais comuns. (Pfaller et al., 2010%; Pappas et al.,
2016). Neste contexto, destaca-se a compreensao dos fatores associados a virulénciade Candida
spp., tais como a capacidade de formagdo de biofilmes Unicos ou multiespécies. Os
microrganismos em seus diferentes microbiomas podem estar organizados em comunidades
denominadas biofilmes, que geralmente tem alta densidade celular e apresentam matriz
extracelular. Os biofilmes sdo conhecidos devido a sua resisténcia a tratamentos
antimicrobianos e estudos prévios demonstram suposta protegdoconferida por L. casei contra
biofilmes de C. albicans; os mecanismos envolvidos nessa interagdo, entretanto, ainda nao
foram completamente elucidados (Parolin ef al., 2015; Zarnowski, 2018).

Lactobacillus spp., quando administrados por via oral ou vaginal, sdo capazes de
colonizaro ecossistema vaginal. Os estudos dessa interven¢do controlada sobre o efeito da
candidiase vulvovaginal apresentam-se promissores, mas ainda eram escassos até nos anos
2000, e apresentaram resultados conflitantes. Na falta de pesquisa e investimento, além da
regularizacdo governamental, tornou-se dificil a recomentacdo de produtos apropriados
(Jeavons, 2003).

Houve enorme progresso no estudo acerca da microbiota humana nas ultimas décadas.
Porém, os mecanismos utilizados pelos Lactobacillus spp. na prevencao do supercrescimento
de Candida spp. continuam ndo tdo bem definidos. Inicialmente, foi determinado que
Lactobacillus secretavam acido latico para reduzir o pH da mucosa, assim atenuando o
supercrescimento de Candida spp.. Porém, recentemente, experimentos realizados in vitro

revelaram que Lactobacillus spp. secretam moléculas bioativas contra C.albicans, estando
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inclusos metabdlitos que podem matar o fungo. A identidade destes compostos e seus
mecanismos ainda permanecem enigmaticos (Macalpine et al., 2021).

Dentre o microbioma humano, o trato vaginal ndo ¢ o tUnico colonizado por
Lactobacillus spp. € Candida spp.. Por exemplo, para colonizar o intestino, as espécies de
Candida e Lactobacillus lidam com diferentes portfolios nutricionais, pH diferenciados e
comunidades microbianas co-colonizadoras. Para Candida spp., especialmente C. albicans e C.
glabrata, hé investigacdes acerca da contribuicdo das respostas ao estresse ambiental para a
patogénese. Ja para a maior parte das especies de Lactobacillus spp. que colonizam o
microbioma humano, isso ainda é pouco estudado (Pedro; Mira, 2024). Neste sentido, objetiva-
se a avaliag@o da interagdo entre Candida spp. € Lactobacillus spp., além de seus metabolitos,
no que se refere a capacidade de formagdo de biofilme e sensibilidade a antiflingicos por

espécies de Candida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MICROBIOMA HUMANO

O microbioma humano refere-se ao vasto e complexo conjunto de microrganismos que
residem no corpo humano, principalmente no trato gastrointestinal, mas também na pele, na
boca e em outras areas. Este ecossistema microbiano desempenha papéis essenciais na satde
humana, influenciando desde a digestdo e o metabolismo até o desenvolvimento do sistema

imunologico (Turnbaugh et al. 2017).

Composto por bactérias, virus, fungos e outros microbios, o microbioma ¢ Unico para
cada individuo e pode variar ao longo da vida, sendo moldado por fatores como dieta, estilo de
vida, uso de antibidticos e genética. Estudos tém revelado sua importancia na regulacdo do
sistema imunologico, na produgdo de vitaminas, na metabolizacdo de compostos alimentares e

até mesmo na regula¢do do humor e do comportamento (Cho; Blaser, 2012).

Segundo Underhill e Ilie (2014), os fungos sdo componentes importantes do
microbioma humano, embora muitas vezes sejam menos estudados em comparacdo as
bactérias. Eles podem ser encontrados em diversas partes do corpo, incluindo a pele, o trato
gastrointestinal, a boca e os genitais. Enquanto alguns fungos sdo benignos e desempenham

fungdes importantes, outros podem se tornar patogénicos em certas condicoes.

2.1.1 Fungos no microbioma humano

Fungos presentes no trato gastrointestinal desempenham um papel importante na
digestdo de fibras e na metaboliza¢do de determinados nutrientes, complementando as funcdes
das bactérias intestinais. Além disso, esses fungos interagem com outras espécies microbianas
no microbioma humano, influenciando a dindmica e o equilibrio desse ecossistema. Ademais,
alguns fungos podem desencadear respostas imunes benéficas, auxiliando na defesa contra
patogenos invasores € na modulacdo do sistema imunoldgico. (Hufftnagle; Noverr, 2013; Chen

etal 2011)

De acordo com Iliev e Leonard (2017), os principais fungos presentes no microbioma
humano incluem o género Candida, com espécies como Candida albicans que, embora sejam
comensais comuns, podem se tornar patogénicas em condi¢des favoraveis. Outro fungo

importante ¢ o Malassezia, presente na pele humana e envolvido na saude cutanea, mas que
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também pode contribuir para condi¢des como dermatite seborreica. Além disso, o
Saccharomyces, particularmente Saccharomyces boulardii, ¢ utilizado comercialmente como
probiotico e pode ajudar a restaurar o equilibrio intestinal apds tratamentos com antibioticos.
Além de fungos comensais, existem varios fungos patogénicos que podem causar infec¢des em
humanos, especialmente em individuos imunocomprometidos. Exemplos incluem Candida
spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp., entre outros. Essas infecgdes podem variar de

superficiais (como infecgdes cutaneas) a sistémicas (como aspergilose invasiva).

Compreender a diversidade fungica no microbioma humano ¢ crucial para desenvolver
novas estratégias de diagndstico, prevengdo e tratamento de infecgdes fingicas. A pesquisa
atual esta explorando como modifica¢des no microbioma podem afetar a saide humana e como
intervengdes como probidticos especificos podem ser usadas para restaurar o equilibrio

microbiano (Brown et al. 2012).

Desequilibrios no microbioma, conhecidos como disbiose, t€ém sido associados a uma
série de condi¢oes de saude, incluindo doengas inflamatorias intestinais, obesidade, diabetes e
até distirbios neurologicos. Como resultado, hd um interesse crescente em entender melhor
como manipular e promover um microbioma saudavel através de intervengdes dietéticas,

probioticos e até mesmo transplantes fecais. (Perfect, 2010).

Em suma, o microbioma humano representa um campo fascinante e em expansao da
pesquisa cientifica, com implicagdes significativas para a medicina personalizada e para a
compreensdo da interagdo entre o corpo humano e os microbios que o habitam. (Underhill;

Iliev, 2014).

2.1.2 Género Candida spp.

Candida ¢ um género de fungos que normalmente faz parte do microbioma humano,
coexistindo com milhdes de outras bactérias e microorganismos em diversas partes do corpo,
como a pele, a boca, o trato gastrointestinal e a genitalia. Este equilibrio delicado ¢ essencial
para a saude humana, pois esses microbios desempenham papéis cruciais na digestdo, no

sistema imunoldgico e na protegdo contra patdgenos invasores (Cui; Morris, 2019).

No entanto, certas condicdes podem perturbar esse equilibrio, favorecendo o

crescimento excessivo de Candida. Fatores como o uso indiscriminado de antibioticos, que nao
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apenas eliminam bactérias patogénicas, mas também as bactérias benéficas que controlam o
crescimento de fungos, sdo conhecidos por predispor ao desenvolvimento de infec¢des por
Candida. Além disso, condigdes como diabetes ndo controlada, estresse cronico, alteragdes
hormonais (como aquelas durante a gravidez), e um sistema imunologico comprometido (como
ocorre em pacientes com HIV/AIDS ou ap6s transplantes de 6rgdos) podem aumentar o risco

de candidiase (Gouba; Drancourt, 2015).

As infec¢des por Candida podem variar de leves a severas. A candidiase oral,
caracterizada por aftas na boca e na garganta, ¢ comum e geralmente ndo ¢ grave em individuos
saudaveis. No entanto, a candidiase vaginal pode ser extremamente desconfortavel e recorrente
para algumas mulheres. Em casos mais graves, especialmente em pacientes
imunocomprometidos, a candidiase pode se disseminar para outras partes do corpo, resultando

em infecgdes sist€émicas potencialmente fatais (Williams; Lewis, 2011).

O tratamento da candidiase geralmente envolve o uso de antifiingicos, que podem ser
administrados topicamente (como cremes e supositdrios para candidiase vaginal) ou
sistemicamente (como comprimidos orais ou intravenosos para infeccdes mais graves). Além
do tratamento direcionado, ¢ crucial abordar os fatores que contribuem para o crescimento
excessivo de Candida. Isso pode incluir ajustes na dieta para evitar o consumo excessivo de
acucares e carboidratos refinados, que podem alimentar o crescimento de fungos, e promover
um microbioma saudavel através de probioticos e uma boa higiene pessoal (Sobel; Sobel,

2018).

Enquanto a Candida faz parte do microbioma humano normal, o desequilibrio nesse
ecossistema delicado pode levar a infeccdes que exigem intervencao médica. Compreender os
fatores que influenciam o microbioma e promover praticas de vida saudaveis sdo fundamentais

para prevenir e tratar infeccdes por Candida spp. de maneira eficaz.

Como anteriormente citado, as espécies pertencentes ao género Candida sdao patdgenos
que possuem a capacidade de causar infec¢des superficiais e sistémicas no hospedeiro humano,
patdgenos, os quais, podem persistir no interior do hospedeiro devido a sua patogenicidade e
resisténcia a diversos medicamentos, nao raro levando ao fracasso de estratégias terapéuticas.
A caracteristica especifica da patogenicidade de Candida spp. € sua capacidade de formar
biofilmes, mecanismo que pode protegé-las de fatores como medicamentos antifingicos e do

combate pelo sistema imunoldgico do hospedeiro (Cavalheiro; Teixeira, 2018).
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2.1.3 Candida albicans

Candida albicans ¢ uma espécie de fungo que frequentemente faz parte do microbioma
humano, especialmente encontrado na boca, no trato gastrointestinal e na genitalia.
Normalmente, ¢ um comensal, ou seja, coexiste pacificamente com outros microrganismos sem
causar doenca. No entanto, sob certas condi¢des, pode se tornar patogénico e causar infecgdes,

conhecidas como candidiase.

E um fungo unicelular que pode se transformar em uma forma multicelular, produzindo
filamentos conhecidos como hifas e pseudohifas. Essa capacidade de mudanga morfoldgica ¢
importante para sua viruléncia e capacidade de colonizar e invadir tecidos humanos (Kozak;

Mcculloch, 2014).

A transicdo de C. albicans de um comensal para um patégeno geralmente ocorre em
condi¢des que favorecem seu crescimento descontrolado. O risco de infec¢des oportunistas e
complicacdes de satide pode ser aumentado por diversos fatores que comprometem o equilibrio
do organismo e a resposta imunoldgica. O uso prolongado de antibidticos, por exemplo, pode
levar a alteracdes no microbioma normal, favorecendo o crescimento descontrolado de
microrganismos resistentes e predispondo o paciente a infec¢des. Além disso, individuos com
um sistema imunologico enfraquecido, como aqueles que vivem com HIV/AIDS, pacientes em
tratamento contra o cancer ou pessoas que passaram por transplantes, apresentam maior
vulnerabilidade a agentes infecciosos, pois suas defesas naturais estdo comprometidas. Outro
fator relevante ¢ a diabetes ndo controlada, que pode prejudicar a capacidade do organismo de
combater infec¢des devido a niveis elevados de glicose no sangue, favorecendo o crescimento
de microrganismos patogénicos. Por fim, o uso prolongado de cateteres ou outros dispositivos
médicos invasivos também pode ser uma porta de entrada para infec¢des, facilitando a
colonizacdo de bactérias e fungos no organismo, especialmente em ambientes hospitalares.
Esses fatores destacam a importincia da prevenc¢ao, do acompanhamento médico adequado e
do uso criterioso de medicamentos para minimizar riscos € garantir a saude do paciente

(Kullberg; Arendrup, 2015).

As infecgdes por C. albicans podem variar de leves, como candidiase oral (aftas), a
infec¢des mais graves, como candidiase vaginal, candidemia (infec¢do na corrente sanguinea)
e candidiase invasiva, que afeta drgaos internos e pode ser potencialmente fatal em pacientes

imunocomprometidos. O diagndstico de infec¢des por C. albicans geralmente envolve a
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observagao clinica dos sintomas, seguida de exames laboratoriais para confirmar a presenga do
fungo. O tratamento depende da gravidade da infeccdo e pode incluir antifingicos tdpicos (para
infec¢des superficiais) ou sistémicos (para infecgdes mais profundas ou disseminadas) (Pappas,

2016).

Medidas para prevenir infec¢des por C. albicans incluem o uso racional de antibioticos,
controle adequado do diabetes, higiene pessoal adequada e evitar fatores que possam
enfraquecer o sistema imunoldgico. Manter um microbioma saudavel também ¢ fundamental,
com dieta equilibrada e, quando necessario, o uso de probidticos para promover o crescimento

de bactérias benéficas que competem com Candida albicans (Mann; Leung, 2018).

Em resumo, C. albicans ¢ um exemplo de como um microrganismo normalmente
benigno pode se tornar patogénico sob certas condigdes. Compreender seus mecanismos de
patogenicidade e as condigdes que favorecem seu crescimento excessivo € crucial para o

diagndstico precoce e tratamento eficaz das infecgdes associadas.

2.2 ESPECIES NAO-albicans DE Candida

Além de Candida albicans, que € a espécie mais comum e estudada dentro do género
Candida, existem varias outras espécies nao-albicans que também podem causar infeccdes em
seres humanos. Candida glabrata ¢ uma das espécies mais comuns de Candida nao-albicans
associadas a infec¢des humanas, distinguindo-se pela menor formacao de hifas e pseudohifas e
por sua resisténcia a certos antifingicos, o que dificulta o tratamento, especialmente em
pacientes imunocomprometidos (Sobel, 2016). Candida tropicalis, frequentemente envolvida
em infecgdes do trato urindrio e na corrente sanguinea, tem capacidade intermediaria de formar
biofilmes, aumentando o risco de infecgdes invasivas em pacientes hospitalizados (Ben-Ami e
Tumbarello, 2014). J& Candida parapsilosis se destaca pela capacidade de colonizar
dispositivos médicos, como cateteres venosos centrais, sendo uma causa comum de
candidemia, especialmente em unidades de terapia intensiva neonatal e pediatrica (Pinto; De
Oliveira, 2013). Candida krusei, embora menos prevalente, ¢ relevante devido a sua resisténcia
intrinseca ao fluconazol, tornando seu tratamento mais complexo, especialmente em pacientes
imunocomprometidos expostos a antifungicos anteriores (Sobel; Fisher, 2012). Por fim,
Candida auris emergiu como uma preocupacao global devido a sua resisténcia a multiplos

antifingicos e alta transmissibilidade em ambientes hospitalares, sendo responsavel por surtos
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de infec¢des nosocomiais associadas a elevadas taxas de mortalidade em pacientes criticamente

doentes (Aziz; Revankar, 2020).

As espécies ndo-albicans de Candida estao se tornando cada vez mais reconhecidas por
sua capacidade de causar uma variedade de infeccdes em humanos, com caracteristicas de
viruléncia e padrdes de resisténcia a antifungicos varidveis. O diagnostico preciso e a selecao
adequada de tratamentos antifungicos sdo essenciais para o manejo eficaz dessas infecgoes,
especialmente em pacientes imunocomprometidos ou aqueles com dispositivos médicos

implantados (Sobel, 2016).

2.3 DIMORFISMO DE Candida spp.

O dimorfismo de Candida refere-se a capacidade deste fungo de alterar sua morfologia
entre duas formas principais: a leveduriforme (unicelular) e a filamentosa (hifas ou
pseudohifas). Essa caracteristica ¢ fundamental para a viruléncia e capacidade de invasdo de

Candida em diferentes ambientes e tecidos hospedeiros (Calderone, 2001).

A morfologia leveduriforme ¢ geralmente associada a colonizagdo de superficies
mucosas, onde o fungo pode proliferar de maneira discreta e evitar a detecgdo pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro. Em contraste, a forma filamentosa esta relacionada a infecgdes
mais agressivas e invasivas. As hifas e pseudohifas sdo estruturas alongadas que permitem a
penetracdo do fungo em tecidos mais profundos, facilitando a disseminagdo da infec¢do

(Sudbery, 2011).

O dimorfismo ¢ regulado por diversos fatores ambientais e moleculares. Entre os
ambientais, destacam-se a temperatura, o pH e a disponibilidade de nutrientes que
desempenham papel crucial na transigdo morfoldgica. Por exemplo, a transicao para a forma
filamentosa ¢ frequentemente induzida em resposta ao aumento da temperatura corporal do

hospedeiro e a variagdes no pH (Mayer et al., 2013).

Molecularmente, essa transi¢do € controlada por uma complexa rede de sinais que
envolve varias vias de sinalizagdo, incluindo as vias MAPK (proteina quinase ativada por
mitégeno) e cAMP-PKA (AMP ciclico - proteina quinase A). Essas vias regulam a expressao

de genes especificos que sdo necessarios para a formagao de hifas e pseudohifas (Liu, 2001).

A capacidade de Candida spp. de alternar entre estas formas morfoldgicas contribui

significativamente para a sua patogenicidade, permitindo-lhe adaptar-se a diferentes ambientes
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dentro do hospedeiro e escapar das defesas imunologicas. Este dimorfismo também esta
associado a formac¢ao de biofilmes, que sdo comunidades de células microbianas aderidas a
superficies e envolvidas por uma matriz extracelular. Os biofilmes de Candida spp.sdo
particularmente dificeis de tratar devido a sua resisténcia aumentada a agentes antifingicos e a

protecdo proporcionada pela matriz (Biswas et al., 2007).

2.3.1 Forma Leveduriforme

A forma leveduriforme ¢ predominantemente observada em ambientes mais estaveis,
como no trato gastrointestinal, onde Candida spp. normalmente reside como um comensal
benigno. Nesta morfologia, Candida spp. pode se reproduzir por brotamento, onde novas
células se formam a partir de protuberancias na célula-mae, permitindo sua adaptaciao a

diferentes condigdes ambientais (Calderone, 2001).

2.3.2 Forma Filamentosa (Hifas e Pseudohifas)

As hifas sdo estruturas alongadas e ramificadas, enquanto as pseudohifas sdo estruturas
semelhantes a hifas, mas com caracteristicas de divisdo celular diferente. Ambas as formas sdo
mais invasivas e associadas a infec¢des patogénica. Essas morfologias permitem a penetracao
e a colonizagdo de tecidos hospedeiros, facilitando a disseminacao de Candida spp. no corpo
humano. Elas também s3o mais resistentes aos mecanismos de defesa do hospedeiro e aos

tratamentos antifungicos (Noble, 2004).

O dimorfismo de Candida spp. desempenha um papel crucial na patogénese das
infec¢des fungicas. Quando o equilibrio natural do microbioma ¢ perturbado, como por uso
prolongado de antibidticos, imunossupressao, ou alteragdes hormonais, Candida spp. pode
transicionar de sua forma leveduriforme benigna para formas mais invasivas e patogénicas. Isso
pode resultar em candidiase mucocutanea (como candidiase oral e vaginal) ou infec¢des

sist€émicas graves, como candidemia (Lo, 1997).

Estudos continuam a investigar os mecanismos moleculares que regulam o dimorfismo
de Candida, buscando entender como fatores ambientais e genéticos influenciam essa transigao.
Essa compreensdo ¢ essencial para o desenvolvimento de novos tratamentos antifingicos e

estratégias de controle de infec¢des por Candida spp. (Pappas, 2018).
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2.4 BIOFILMES DE Candida spp.

Em muitos ambientes, principalmente os hospitalares, Candida spp. existe em formato
de biofilmes, que consistem em comunidades de organismos ligados a superficies. Um biofilme
maduro se dd por uma comunidade irreversivelmente ligada a uma superficie, apresentando
matriz exopolimérica. A caracteristica fenotipica mais evidente em um biofilme ¢ a alta
resisténcia a agentes antimicrobianos. Infec¢des associadas a biofilmes formados em materiais
médicos sdo muito dificeis de tratar, por conta da resisténcia aos antimicrobianos, tendo, muitas

vezes, que remover o dispositivo do paciente (Lupetti et. al, 2002).

Frequentemente encontra-se espécies de Candida na microbiota humana, o que facilita
sua chegada aos biomateriais implantados em ambiente hospitalar. Materiais como proéteses,
implantes, cateteres, tubos endotraqueais, sao facilmente colonizados por biofilmes de Candida

(Kojic, 2004).

Candida albicans ¢ a espécie mais facilmente encontrada em biofilmes, sendo,
principalmente, a terceira causa de infec¢des ligadas a cateteres, também sendo a segunda maior
taxa de colonizagdo em infecgdes € a maior causa de mortalidade geral bruta (Crump;

Collignon, 2000).

A formacao de biofilmes de Candida gera repercussao clinica devido a sua resisténcia a
antifingicos e a capacidade das células no interior dos biofilmes serem refratarias ao sistema
imunoldgico do hospedeiro. Além do mais, a formacao de biofilmes em dispositivos médicos
pode causar falhas dos mesmos, e servir de reservatorio para futuras infeccoes (Adam et. al,

2002).

Em sua maioria, as informagdes sobre caracteristicas estruturais dos biofilmes de
Candida provém de experimentos in vitro, onde varios modelos de biofilme foram gerados por

diferentes grupos de pesquisadores (Chandra, 2001).

Para colonizar as superficies, as células fungicas devem, primeiro, aderir as superficies.
A ligacdo de células de Candida ¢ guiada por fatores inespecificos, como a hidrofobicidade da
célula, quanto por adesinas presentes na superficie do fungo que reconhecem ligantes como
fibrinogénio e fibronectina. Alguns estudos sugerem que a adesao também pode ser mediada
por proteinas da superficie celular (Li; Palecek, 2003). A ligacao inicial das células ao substrato
¢ seguida pela divisdo celular, proliferacdo e desenvolvimento do biofilme, que, quando

maduros, exibem uma estrutura tridimensional complexa, a qual acredita-se que facilita a



22

penetragdo de nutrientes e eliminacdo de residuos. Diferentes cepas de Candida apresentam

diferengas na capacidade de formagao de biofilmes (Ramage et. al, 2001).

Figura 1 - Estagios na formag¢ao do biofilme de Candida albicans na superficie do cateter.
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Fonte: Ramage, 2001
Legenda: (a) Superficie do cateter;
(b) Adesdo inicial da levedura (vermelha) a superficie;
(¢) Formagdo das camadas basais de levedura;
(d) Conclusédo da formagdo de microcolonias pela adi¢do da parte superior, principalmente camada hifal
e material de matriz (amarelo) que envolve ambas as leveduras (vermelho) e hifas (verde).
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Figura 2 - Microscopia de varredura de biofilme de Candida albicans

Fonte: Douglas, 2003.
Legenda: (a) Indicado pela seta, estd um extenso material de matriz;
(b) Biofilme formado em cateter de PVC. A camada basal de levedura e a camada superior
(predominantemente hifal) estdo indicadas por setas;
(c) Biofilme formado em cateter de PVC mostrando estrutura de bicamada em maior ampliagao;
(d) Biofilme misto de Candida albicans e Staphylococcus epidermidis formado em catéter de PVC. A
seta indica células bacterianas ligadas a leveduras e hifas.

2.5 Lactobacillus spp.

Lactobacillus é um género de bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de esporos,
geralmente encontradas em ambientes ricos em nutrientes, como o trato gastrointestinal de
humanos e animais, produtos fermentados e diversos nichos ecologicos. Essas bactérias sao
amplamente estudadas devido aos seus beneficios a satde humana e animal, sua aplicacdo na
industria alimenticia e seu papel em processos fermentativos. Elas desempenham um papel
crucial na manuten¢do da saude intestinal ao competir com patdgenos, produzir substancias

antimicrobianas e modular o sistema imunologico (Ouwehand et al., 2002).
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Além disso, espécies de Lactobacillus sao fundamentais na producdo de alimentos
fermentados, como iogurte, queijo, chucrute e kimchi, contribuindo para a textura, sabor e
preservacao desses produtos (Tamang ef al., 2016). Sua capacidade de produzir acido latico, a
partir da fermentacdo de carboidratos, ¢ um dos aspectos que tornam essas bactérias valiosas
na industria alimenticia, pois o &acido latico atua como conservante natural, inibindo o

crescimento de microrganismos indesejados (Axelsson, 2004).

Estudos também demonstram que algumas cepas de Lactobacillus possuem
propriedades probioticas, promovendo a saude do hospedeiro ao melhorar a digestao, reforgar
a barreira intestinal e equilibrar a microbiota intestinal (Hill ez al., 2014). Essas propriedades
fazem de Lactobacillus um género de grande interesse tanto para a pesquisa cientifica quanto

para aplicagdes industriais e médicas.

As bactérias do género Lactobacillus spp. apresentam-se, predominantemente, como
bacilos (bactérias em forma de bastonete) que variam em tamanho e forma, mas sao tipicamente
de 0,5-0,8 pum de largura por 2,0-9,0 um de comprimento. Elas sdo aerotolerantes ou
anaerobicas facultativas e geralmente apresentam fermentagdo homolatica, produzindo acido
latico, como principal produto metabolico, a partir da fermentacao de agucares (Leeber et al.,

2008).

Essas caracteristicas permitem que Lactobacillus desempenhe um papel significativo
em diversos ecossistemas, especialmente no trato gastrointestinal de humanos e animais, onde
contribuem para a satde intestinal ao equilibrar a microbiota e inibir patdgenos por meio da
producdo de substancias antimicrobianas, como bacteriocinas e acido latico (Ouwehand et al.,
2002). A produgao de 4cido latico ndo s6 acidifica o ambiente, dificultando a sobrevivéncia de
microrganismos prejudiciais, mas também € crucial na industria alimenticia para a fermentacao
de produtos como iogurte, queijo, chucrute e picles, melhorando a textura, sabor e a

conservagao desses alimentos (Axelsson, 2004).

Lactobacillus spp. sdo encontradas em uma variedade de habitats. No trato
gastrointestinal humano e animal, elas desempenham um papel crucial na manutencdo da
homeostase intestinal e na prevencdo de infecgdes patogénicas. Essas bactérias ajudam a
equilibrar a microbiota intestinal, competindo com patdgenos por nutrientes e locais de adesao,
além de produzir substancias antimicrobianas, como acido latico e bacteriocinas, que inibem o

crescimento de microrganismos prejudiciais (Ouwehand et al., 2002).
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Além disso, a presenga de Lactobacillus spp. em alimentos fermentados estd associada
a beneficios a saude, como a promog¢do da saiude intestinal, a modulacio do sistema
imunologico e a possivel redugcdo do risco de certas doengas. Esses beneficios tém sido
explorados na formulagdo de produtos probidticos, que contém cepas especificas de

Lactobacillus com propriedades benéficas comprovadas (Hill ez al., 2014).

2.5.1 Beneficios a Saude

Como anteriormente citado, os Lactobacillus spp. sao um grupo de bactérias
amplamente reconhecidas por seus beneficios a saude, especialmente no contexto da microbiota
intestinal. Dentre suas principais caracteristicas, destacam-se suas propriedades probidticas, sua
capacidade de modulagdo do sistema imunoldgico e seu potencial terapéutico no tratamento de
doengas gastrointestinais. As propriedades probidticas de diversas espécies de Lactobacillus
fazem delas importantes aliados da satide. Quando administradas em quantidades adequadas,
essas bactérias vivas promovem o equilibrio da microbiota intestinal, auxiliam na digestao,
reforcam o sistema imunoldgico e impedem a colonizacdo do intestino por patdgenos,

contribuindo para a prevengao de infecgdes.

Destaca-se que os Lactobacillus spp. possuem papel fundamental na modula¢dao do
sistema imunologico. Essas bactérias probidticas estimulam a produgdo de citocinas anti-
inflamatorias, ajudando a equilibrar a resposta imune do organismo. Também atuam na ativagao
de células de defesa, como macrofagos e células dendriticas, promovendo uma resposta mais
eficiente contra agentes infecciosos. Outro aspecto relevante € sua eficacia no tratamento de
doencas gastrointestinais. Espécies especificas, como Lactobacillus rhamnosus, tém
demonstrado beneficios clinicos significativos no manejo de condi¢des como diarreia, sindrome
do intestino irritavel (SII) e doenca inflamatdria intestinal (DII). Seu uso pode contribuir para
areducdo da inflamacao intestinal, melhora dos sintomas digestivos e fortalecimento da barreira

intestinal (Bron et al., 2017).

Os avancos na genética molecular permitiram o sequenciamento do genoma de varias
espécies de Lactobacillus, fornecendo insights sobre sua capacidade de fermentacao, resisténcia
a antibioticos e interagdo com o hospedeiro. Essas informagdes sdo cruciais para o
desenvolvimento de cepas probioticas (McFarland, 2010). A anélise gendmica revelou genes

especificos que conferem a essas bactérias a capacidade de sobreviver em diferentes ambientes,
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adaptar-se a diversas condi¢des e desempenhar fungdes metabdlicas complexas, incluindo a

fermentagdo de carboidratos e a producao de compostos bioativos (Makarova et al., 2006).

A medida que a pesquisa avanca, espera-se que novas aplicagdes e beneficios dessas
bactérias sejam descobertos, contribuindo ainda mais para a saide humana e animal. O
conhecimento crescente sobre a genética e a biologia de Lactobacillus abrira caminho para a
engenharia de cepas com caracteristicas especificas desejadas, potencializando seu uso em

terapias probioticas e na producdo de alimentos funcionais (Sanders et al., 2018).

2.6 FLUCONAZOL

O fluconazol ¢ um antifingico pertencente a classe dos triazdis, amplamente utilizado no
tratamento de infecgdes fingicas sistémicas e superficiais. Ele atua inibindo a enzima fingica
lanosterol 14a-desmetilase, essencial para a sintese do ergosterol, um componente fundamental
da membrana celular dos fungos. Ao interferir nessa via biossintética, o fluconazol compromete
a integridade da membrana flingica, levando a morte ou inibicdo do crescimento do
microrganismo. Por sua boa absorcao oral, baixa toxicidade e ampla distribui¢ao nos tecidos, o
fluconazol ¢ frequentemente escolhido no tratamento de micoses em pacientes

imunocomprometidos, como os com HIV/AIDS ou submetidos a quimioterapia (Feng, 2023).

Especificamente contra o género Candida, o fluconazol tem se mostrado eficaz,
sobretudo nas espécies mais comuns como Candida albicans. Ele ¢ amplamente utilizado no
tratamento de candidiase oral, esofagica, vaginal e também em infec¢des sist€émicas por
Candida. No entanto, a exposi¢cdo prolongada ou inadequada ao fluconazol tem contribuido
para o surgimento de cepas resistentes, como Candida glabrata e Candida auris, que podem
apresentar mecanismos de resisténcia como a alteragdo da enzima alvo, o aumento da bomba
de efluxo ou a reducao da afinidade do farmaco. Por isso, a escolha e 0 uso do fluconazol devem
ser feitos com base em critérios clinicos e laboratoriais, considerando a espécie envolvida e a

susceptibilidade do fungo (Lu, 2021).

2.7 LACTATO DE SODIO

2.7.1 Propriedades, Aplicacoes e Importancia

O lactato de sodio € o sal de sddio do acido lactico, uma substancia natural encontrada
em muitos alimentos fermentados e também produzida pelo corpo humano durante o

r

metabolismo anaerdbico. Este composto ¢ amplamente utilizado em diversas industrias,
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incluindo a alimenticia, farmacéutica, cosmética ¢ médica, devido as suas propriedades

conservantes, umectantes e reguladoras de pH (Génzle, 2015).

Na industria alimenticia, o lactato de soédio ¢ frequentemente utilizado como
conservante, pois inibe o crescimento de bactérias patogénicas e de deteriorag¢ao, prolongando
a vida util dos produtos. Ele ¢ especialmente eficaz em produtos carneos, onde também pode
atuar como agente flavorizante e de controle de textura, melhorando a suculéncia e a firmeza

dos produtos (Mckee, 2009).

Na industria farmacéutica ¢ médica, o lactato de sddio € usado em solugdes intravenosas
para corrigir desequilibrios eletroliticos e acidose metabolica. Ele também ¢ um componente
importante em produtos para cuidados com a pele, devido as suas propriedades umectantes, que

ajudam a manter a hidratagao e a elasticidade da pele (Smith ef al., 2014).

No setor cosmético, o lactato de sodio ¢ utilizado em logdes, cremes e produtos de
higiene pessoal, onde funciona como umectante e agente de ajuste de pH, ajudando a estabilizar

formulagdes e melhorar a sensagao tatil dos produtos na pele (Draelos, 2012).

O lactato de sodio ¢ um composto cristalino, higroscopico e incolor, com a féormula
quimica CsHsNaQOs. Possui um sabor levemente salgado e ¢ altamente solivel em agua. Este
composto € produzido pela neutralizagcdo do acido lactico com hidroxido de sddio, resultando

em um liquido ou po6 que ¢ estavel sob condigdes normais de armazenamento.

A producao de lactato de sodio geralmente envolve a fermentagdo de carboidratos por
bactérias do acido lactico (LAB), como Lactobacillus spp.. O 4cido lactico resultante € entdao
neutralizado com uma base, tipicamente hidroxido de sodio, para formar o lactato de sodio.
Este processo pode ser ajustado para produzir lactato de sédio em diferentes formas e

concentragoes, dependendo das necessidades especificas de aplicacao (Génzle, 2015).

A escolha do substrato para a fermenta¢do pode variar, incluindo glicose, sacarose e
outros agucares simples derivados de fontes vegetais como milho ou beterraba. As condi¢des
de fermentagdo, como temperatura, pH e concentracdo de nutrientes, sdo otimizadas para
maximizar a produgdo de acido lactico pelas bactérias (Wee et al., 2006). Uma vez produzido

o0 4cido lactico, a neutralizagdo com hidroxido de sodio € realizada para obter lactato de sodio,
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um processo que pode ser controlado para garantir a pureza e a concentragdo desejadas do

produto final (Datta; Henry, 2006).

O lactato de sodio produzido tem amplas aplicagdes industriais. Na industria
alimenticia, ¢ usado para melhorar a conservagdo e a segurancga dos alimentos, além de atuar
como regulador de acidez e agente flavorizante. Na industria farmacéutica, o lactato de sodio ¢
um componente chave em solugdes intravenosas para reidratacdo e correcao de desequilibrios
eletroliticos (Smith ef al., 2014). No setor cosmético, ele ¢ valorizado por suas propriedades
umectantes, que ajudam a manter a hidratacdo da pele e a estabilizar formula¢des de produtos

(Draelos, 2012).

2.7.2 Aplicacoes

O lactato de sodio desempenha um papel essencial em diversas industrias devido as suas
propriedades conservantes, umectantes e estabilizantes. Na industria alimenticia, ¢ amplamente
utilizado para prolongar a vida util de carnes, aves e produtos de panificacdo, inibindo o
crescimento de patdgenos como Listeria monocytogenes e Clostridium perfringens, além de
melhorar a textura e o sabor dos alimentos, tornando-os mais suculentos e palataveis (Bodie et
al., 2022). No setor cosmético, sua agao umectante ¢ valorizada em logdes, cremes e produtos
capilares, contribuindo para a hidrata¢do da pele e dos cabelos, proporcionando uma melhor
sensagdo e aparéncia (Cosmile Europe, 2024). Na industria farmacéutica, o lactato de sodio ¢
utilizado como estabilizante e agente tamponante em formulagdes intravenosas para corre¢ao
de desequilibrios eletroliticos e acidose metabodlica, além de atuar como excipiente em
medicamentos orais e topicos, garantindo a estabilidade e eficacia dos produtos (Braun, 2020).
Na area médica, encontra aplicacdo em solugdes de reidratacdo oral e intravenosa, sendo eficaz
na correcdo de desequilibrios eletroliticos € na prevencao de acidose lactica em pacientes
criticos, além de ser empregado em solugdes para didlise peritoneal, auxiliando na remog¢ao de

residuos e excesso de liquidos do corpo (Luckow; Delahunty, 2004).

O lactato de sodio ¢ considerado seguro para consumo humano pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos e pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos (EFSA). No entanto, como qualquer aditivo alimentar, deve ser utilizado dentro dos
limites estabelecidos pelas regulamentacdes de seguranca alimentar para evitar efeitos adversos

(Schobitz et al., 2020).
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2.7.3 Beneficios e Consideracgoes

Como anteriormente exposto, além de suas propriedades conservantes e umectantes, o
lactato de sodio pode contribuir para a saude ao equilibrar os niveis de eletrolitos no corpo e
prevenir a acidose metabolica. Sua presenga em solucdes de reidratacdo e medicamentos
intravenosos € crucial em tratamentos médicos emergenciais. A produgdo de lactato de sédio a
partir de fontes renovaveis, como a fermentacao de carboidratos, torna-o um aditivo sustentavel
e ecologicamente correto. No entanto, ¢ importante garantir praticas de produgao responsaveis

para minimizar o impacto ambiental (NCBI).

Pesquisas tém investigado o efeito do lactato de sddio sobre o crescimento e a viruléncia de
Candida, com o objetivo de desenvolver novas abordagens terapéuticas e de conservagdo de

alimentos (Tsang e Lee, 2020).

2.8  PEROXIDO DE HIDROGENIO

O perdéxido de hidrogénio (H202) é um composto quimico amplamente utilizado devido
as suas propriedades oxidantes, desinfetantes e branqueadoras. Sua estrutura consiste em duas
moléculas de hidrogénio ligadas a duas moléculas de oxigénio (H-O-O-H), e ele ¢ conhecido
por ser uma solugdo aquosa comumente encontrada em concentragdes de 3% para uso
doméstico. O H20: ¢ instavel e se decompde rapidamente em dgua (H20) e oxigénio (O2)
quando exposto a luz, calor ou metais de transi¢do, motivo pelo qual ¢ armazenado em frascos

opacos. (Finnegan ef al., 2010).

O perdxido de hidrogénio € um agente oxidante poderoso, capaz de aceitar elétrons de
outras substancias e promover sua oxidagdo. Essa caracteristica o torna um desinfetante e
antisséptico eficaz contra uma ampla gama de microrganismos, incluindo bactérias, virus,
esporos e fungos, pois destroi suas membranas celulares. Além disso, sua propriedade oxidante
também ¢ explorada na industria téxtil e de papel, onde € amplamente utilizado como agente de

branqueamento, garantindo a remocao de impurezas e o clareamento dos materiais.

2.8.1 Usos Comuns

O peroxido de hidrogénio (H20:) possui diversas aplicacdes devido as suas propriedades
oxidantes e desinfetantes. No uso médico, ¢ amplamente empregado para a limpeza de feridas,
desinfec¢do de superficies e esterilizagdo de equipamentos, garantindo um ambiente seguro e

livre de microrganismos. No ambito doméstico, ¢ utilizado na limpeza e desinfec¢do de
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superficies, além de ser um agente eficaz no clareamento de roupas e remocao de manchas. Na
industria alimenticia, desempenha um papel essencial na desinfeccio de embalagens e
superficies utilizadas no processamento de alimentos, contribuindo para a seguranga e higiene
dos produtos. Além disso, no tratamento de agua, o peroxido de hidrogénio ¢ empregado na
purificacdo, devido a sua capacidade de oxidar contaminantes, tornando a 4gua mais segura

para consumo e utilizagao.

O peroxido de hidrogénio (H20:) tem se destacado como um agente promissor no
combate a infecgdes fungicas causadas por Candida. Estudos demonstram que o H20: exerce
um potente efeito antifungico ao inibir o crescimento e a viabilidade de Candida através da
geracdo de radicais livres, que provocam danos oxidativos as células fungicas. Além de sua
acdo direta contra as células, o perdxido de hidrogénio também desempenha um papel crucial
na desestabiliza¢do de biofilmes de Candida. Esses biofilmes sdo estruturas complexas e
altamente resistentes que protegem as células fungicas contra tratamentos antifiingicos e o
sistema imunoldgico do hospedeiro, tornando a infeccdo mais dificil de tratar (Mendoza;

Schiller, 2015; Ghosh, 2023).

Apesar de seu potencial, a utilizagdo do perdxido de hidrogénio deve ser
cuidadosamente gerenciada para evitar efeitos adversos e garantir a administracdo adequada, a

fim de maximizar sua eficdcia e minimizar a toxicidade (Orlandin, 2022).

A combinagdo do H20: com outras abordagens terapéuticas e estratégias de desinfec¢ao
pode representar uma abordagem inovadora para o controle de infeccdes por Candida,
especialmente em ambientes hospitalares e em pacientes com  condi¢des

imunocomprometedoras.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Andlise diferencial da capacidade de formacdo de biofilmes de Candida spp. e

sensibilidade antifungica de células planctonicas e biofilmes de Candida albicans e espécies

nao-albicans de Candida spp. em interacdo biotrofica com Lactobacillus spp. e seus

metabdlitos.

3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

Com o intuito de alcangar o objetivo geral deste estudo, foram estabelecidos os
seguintes objetivos especificos:

a)

b)

c)

d)

g)

avaliar o perfil de sensibilidade antifungica de células planctonicas de Candida
albicans e de espécies ndo-albicans de Candida spp.;

avaliar a capacidade de formacao de biofilmes por células planctbnicas de
Candida albicans e de espécies ndo-albicans de Candida spp.;

avaliar o perfil de sensibilidade antifungica de biofilmes de Candida albicans e das
espécies nado-albicans de Candida spp. quando em contato com biofimes de
Lactobacillus spp.;

avaliar o perfil de sensibilidade antifungica de células planctonicas de Candida
albicans e das espécies ndo-albicans de Candida spp. quando em contato com
metabolitos de Lactobacillus spp.;

avaliar a capacidade de formagdo de biofilmes por células planctonicas de Candida
albicans e de espécies ndo-albicans de Candida spp. quando em contato com
Lactobacillus spp.;

avaliar a capacidade de formagdo de biofilmes por células plancténicas de Candida
albicans e de espécies nao-albicans de Candida spp. quando em contato com
metabolitos de Lactobacillus spp.;

avaliar o perfil de sensibilidade antifingica dos biofilmes formados por Candida
albicans e de espécies nao-albicans de Candida spp. quando em contato com

metabolitos de Lactobacillus spp.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE EXECUCAO E AMOSTRAS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia Basicas da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Foram eleitos para o estudo em questdo, os
seguintes isolados padrdes de Candida spp.: C. albicans SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C.
krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019, além de 20
isolados de Candida spp. de origem clinica (hospitalar), os quais encontram-se armazenados a
-80°C na cole¢do de Microrganismos do referido laboratdrio. As espécies de Lactobacillus spp.
a saber: L. casei, L. rhamnosus, L. reuteri também estdo armazenadas na referida colecdo de

culturas, a -80°C.

Este projeto faz parte da proposta apreciada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNIFAL-MG e aprovada sob o nimero de protocolo 077685/2020.
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Quadro 1 - Isolados hospitalares de Candida spp. obtidos e seus sitios de isolamento, eleitos

N°DA ESPECIE DE Candida SITIO DE ISOLAMENTO

AMOSTRA

1 C. albicans Hemocultura

3 C tropicalis Urina

4 C. parapsilosis Hemocultura

5 C. glablatra Urina

6 C. glablatra Urina

9 C. albicans Urina

10 C. albicans Urina

11 C. albicans AEQ

15 C. albicans AEQ

17 C. parapsilosis URO (SVD)

19 C. glablatra URO

20 C. glablatra URO (SVD)

22 C. albicans URO (SVD)

23 C. tropicalis HEMO (CVC DISTAL)

25 C. glablatra URO (SVD)

27 C. albicans URO (SVD)

29 C. albicans AEQ

30 C. glablatra URO (SVD)

33 C. albicans URO (SVD)

41 C. albicans URO (SVD)

42 C. albicans Hemocultura

44 C. albicans URO (SVD)

48 C. albicans Nao especificado

Fonte: da autora.
Nota: AEQ: Aspirado endotraqueal; SVD: sonda vesical de demora; HEMO: hemocultura.
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4.2 CONDICOES DE CULTIVO DAS LINHAGENS

Os isolados de Candida spp. foram cultivados em caldo Sabouraud Dextrose.
Posteriormente, os isolados foram subcultivados em caldo RPMI 1640 por 18-24h a 37°C, 180
rpm. As células microbianas dos isolados em questao, cultivados em estado planctonico, foram
colhidas em fase exponencial de crescimento, lavadas duas vezes com tampao fosfato-salina
(PBS) pH 7,2 e ajustadas por espectrofotometria, a 490nm, para uma densidade celular de 1-
5x107 células mL™! em caldo RPMI 1640 para utilizacdo em ensaios posteriores (Melo et al.,

2011).

4.3 DESENVOLVIMENTO DE BIOFILME POR ISOLADOS DE Candida spp.

Os biofilmes foram formados de acordo como descrito inicialmente por Ramage e
colaboradores (2001), com algumas modificagdes sugeridas por Melo e colaboradores (2011).
Realizou-se subcultivo das linhagens de Candida spp. em caldo RPMI 1640 e estes foram
incubado por 18 horas em estufa de agitagdo orbital com programagao de 180rpm, a 35°C. As
células foram colhidas e lavadas duas vezes com tampao fosfato-salina (PBS) pH 7,2 e ajustadas
a uma densidade optica de 0,4 a 530nm, equivalente a 1-5x107 células/mL em caldo RPMI
1640, para utilizacdo logo ap6s o preparo. Foram utilizadas placas de poliestireno ndo tratado
e, as cargas, foram estabilizadas pela umidificacdo de sua base externa, facilitando o processo
de adesdao. Em cada pogo preestabelecido da microplaca de 96 pocos foram adicionados 100uL
da ressuspensdo celular e esta foi incubada em estufa de agita¢do orbital por 1,5h, a 37°C e

75rpm.

44 FORMACAO DE BIOFILME MISTO DE Lactobacillus spp. € Candida spp.

Posteriormente ao cultivo em 4gar Saboraud, os cinco isolados padrdes de Candida spp.
foram subcultivados em caldo RPMI 1640 por 18-24h a 37°C e 180 rpm em estufa de agitagado
orbital. As células microbianas dos isolados em questdo, cultivados em estado planctonico,
foram colhidas em fase exponencial, lavadas duas vezes com tampao fosfato-salina (PBS) pH
7,2 e ajustadas por espectrofotometria para uma densidade celular de 1-5x107 células mL™! em

caldo RPMI 1640 (Melo et al., 2011).

Os trés i1solados de Lactobacillus spp. foram subcultivados em caldo TYE (Tryptone
Yeast Extrat), nas mesmas condi¢cdes de agitacdio e temperatura, porém em jarra de

microaerofilia.
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Os biofilmes foram formados como descrito inicialmente por Ramage et al. (2001), com
algumas modifica¢des. A metodologia seguida para o biofilme misto foi a mesma do biofilme

isolado.

As células cultivadas em caldo TYE foram colhidas e lavadas duas vezes com tampao
fosfato-salina (PBS) e ajustadas, apds leitura em espectrofotometro (ELISA), a densidade

optica de 0,4, equivalente a 1,5x10” células/mL.

Microplacas de poliestireno de 96 pogos com fundo chato foram utilizadas para a
formagao do biofilme misto. As placas foram incubadas em jarra de microaerofilia sobre uma
superficie umidificada e a jarra levada a estufa de agitacdo orbital, a 75 rpm, por 1,5 hora, a
37°C. Posteriormente, todos os pogos que continham a ressuspensao foram lavados com tampao
PBS, a fim de remover as células ndo aderidas e, posteriormente, receberam caldo TYE. As
placas foram novamente incubadas por 24h em agitador orbital a 75rpm e 37°C, em jarra de
microaerofilia. Apds as 24h foram realizados os testes de atividade metabolica e avaliagao do

teor de biomassa.

4.4.1 Avaliacio da atividade metabolica por reducio do sal de tetrazolio (XTT)

A andlise se fundamenta na reducao da solucdo de XTT a composto de formazan pela
enzima mitocondrial desidrogenase de Candida spp.. O ensaio quantifica a capacidade da
enzima desidrogenase, presente na mitocondria, em converter o sal de tetrazolio hidrossoluvel
XTT, de cor amarela, em compostos de formazan, de cor laranja. Portanto, o resultado mede a

atividade celular, ou seja, células metabolicamente ativas no biofilme.

Cada poco foi lavado duas vezes com tampao PBS. Em seguida preparou-se a solucao
do XTT com adi¢dao de menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) a 0,4M. Foi adicionada a solugao
em cada poco, e a placa foi incubada em estufa a 37°C por 1,5 hora, protegida da incidéncia
luminosa por papel aluminio. Por fim, transferiu-se 100uL de cada pogo para uma nova placa

de poliestireno de 96 pocos e realizou-se a leitura espectrofotométrica a 490 nm.

Ap6s a leitura espectrofotométrica, foi possivel analisar a quantidade percentual de
células metabolicamente ativas no biofilme, pois na microplaca foram respeitados os controles
de crescimento microbiano individual e controle de esterilidade do meio. Pode-se, entdo, fazer

a comparacao e determinar a porcentagem de crescimento do fungo.

4.4.2 Avaliacao da biomassa com cristal violeta 0,4%

Para avaliar a capacidade de formacdo dos biofilmes, no que se refere ao teor de
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biomassa, foi realizada coloragcdo com solucdo aquosa de Cristal Violeta 0.4%, na qual, apos a
lavagem com agua MiliQ estéril, foi adicionado alcool 95%. O élcool 95% retira o cristal da
célula, permitindo a quantificacdo em espectrofotometro a 595 nm. Os valores de absorbancia
obtidos para os pogos controle foram entao subtraidos dos valores dos pogos teste, para eliminar

resultados incorretos devido a interferéncia de fundo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.5 TESTE DE SENSIBILIDADE DE CELULAS PLANCTONICAS DE Candida spp.
FRENTE AO FLUCONAZOL

Apos o cultivo prévio de cinco isolados padrdes e 20 isolados hospitalares de Candida
spp. em agar Saboraud Dextrose, foram preparadas ressuspensdes em solucdo salina estéril
0,9%, de acordo com a escala 0,5 de MacFarland. Placas de poliestireno de 96 pocos foram
preparadas com as dilui¢des seriadas de Fluconazol em caldo RPMI, comegando com a
concentracdo de 128ug/mL. As ressuspensdes de Candida spp. foram adicionadas aos pogos
contendo o medicamento, respeitando os controles de crescimento isolado do microrganismo e
de esterilidade do meio de cultura. As placas foram incubadas em estufa por 24h a 37°C. Ap6s

a incubagao, foi feita a leitura em espectrofotometro a 530nm.

Ap6s a leitura espectrofotométrica, pdde-se determinar a porcentagem de crescimento
dos fungos de acordo com os controles de crescimento de microrganismo e de esterilidade do

meio de cultura, que foram respeitados na microplaca.

4.6 TESTE DE SENSIBILIDADE DE CELULAS PLANCTONICAS DE Candida spp.
FRENTE AO LACTATO DE SODIO

Apos o cultivo prévio de isolados padrdes e isolados hospitalares de Candida spp. em
agar Saboraud Dextrose, foram preparadas ressuspensdes em solugao salina estéril a 0,9%, de
acordo com a escala 0,5 de MacFarland. Placas de poliestireno de 96 pogos e fundo chato foram
preparadas com as diluigdes seriadas de Lactato de sdédio em caldo RPMI, comecando com a
concentracdo de 28,5%., totalizando dez dilui¢des, na razdo de 2:1. As ressuspensdes de
Candida spp. foram adicionadas aos pogos contendo o metabolito, respeitando os controles de
crescimento isolado do microrganismo e de esterilidade do meio de cultura. As placas foram
incubadas em estufa por 24h a 37°C. Apos este tempo, foi feita a leitura em espectrofotometro

a 530nm.
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Apos a leitura espectrofotométrica, pdde-se determinar a porcentagem de crescimento
dos fungos de acordo com os controles de crescimento de microrganismo e de esterilidade do

meio de cultura, que foram respeitados na microplaca.

4.7 TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE LACTATO DE SODIO E FLUCONAZOL SOBRE
CELULAS PLANCTONICAS DE Candida spp.

Apo6s o cultivo prévio de cinco isolados padroes de Candida spp. em agar Saboraud
Dextrose, foram preparadas ressuspensdes em solucdo salina estéril 0,9%, de acordo com a
escala 0,5 de MacFarland. Placas de poliestireno de 96 pogos foram preparadas com as seis
dilui¢des seriadas de Fluconazol em caldo RPMI intercaladas com nove diluigdes de Lactato
de sddio, como descrito em protocolo prévio. As ressuspensdes de Candida spp. foram
adicionadas aos pocos contendo o medicamento e o metabolito, respeitando os controles de
crescimento isolado do microrganismo e de esterilidade do meio de cultura. As placas foram
incubadas em estufa por 24h a 37°C e, posteriormente, realizou-se a leitura em
espectrofotometro a 530nm, para a determinag¢ao da porcentagem de crescimento dos fungos
de acordo com os controles de crescimento de microrganismo isolado, controle de crescimento
de microrganismo com cada substincia e de esterilidade do meio de cultura, que foram

respeitados na microplaca.

4.8 TESTE DO EFEITO DO LACTATO DE SODIO SOBRE BIOFILME RECEM-
ADERIDO DE AMOSTRAS PADROES E HOSPITALARES DE Candida spp.

Os biofilmes foram desenvolvidos conforme o item 4.4. Apds 1,5 horas em agitador
orbital, foi aplicado o tratamento com lactato de sddio, nas concentragdes de 2500pg/mL a 4,85
png/mL Foi realizado o ensaio de MTT para avaliar a atividade metabolica das células, de acordo

como4.4.1.

49 TESTE DO EFEITO DO LACTATO DE SODIO SOBRE BIOFILME MADURO DE
AMOSTRAS PADROES E HOSPITALARES DE Candida spp.

Os biofilmes foram desenvolvidos conforme o item 4.4. Apds 1,5h em agitador orbital,
os pocos foram lavados com tampao PBS para retirar as células nao aderidas, e foi colocado
meio de cultura nos pogos. Apds 24 horas em agitador orbital, com o biofilme j4 maduro, foi
aplicado o tratamento com lactato de sddio, nas concentra¢des de 2500png/mL a 4,85 pg/mL Foi
realizado o ensaio de MTT para avaliar a atividade metabodlica das células, de acordo com o

4.4.1.
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4.10 TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE LACTATO DE SODIO E FLUCONAZOL SOBRE
BIOFILMES RECEM-FORMADOS DE AMOSTRAS PADROES DE Candida spp.

Os biofilmes foram obtidos conforme o item 4.4. Apés 1,5h em agitador orbital, os
pocos foram lavados com tampao PBS para retirar as células ndo aderidas, e foi aplicado o
tratamento com lactato de sodio, nas concentragdes de 625pug/mL a 9,75ug/mL,
concomitantemente com fluconazol nas concentragdes de 64pg/mL a 2pg/mL, seguindo o
design da placa presente no protocolo. Foi realizado o ensaio de MTT para avaliar a atividade
metabolica das células, de acordo com o item 4.4.1, e o calculo do teor de biomassa com cristal

violeta 0,4%, de acordo com o item 4.5.2.

4.11 TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE LACTATO DE SODIO E FLUCONAZOL SOBRE
BIOFILMES MADUROS DE AMOSTRAS PADROES DE Candida spp.

Os biofilmes foram desenvolvidos conforme o item 4.4. Apds 1,5h em agitador orbital,
os pocos foram lavados com tampao PBS para retirar as células ndo aderidas, e foi adicionado
meio de cultura, levando as placas para incubacdo em agitador orbital por mais 24 horas a 37°C.
Ap6s 24h, os pogos foram lavados com PBS e logo apds foi aplicado o tratamento com lactato
de sddio, nas concentragdes de 625ug/mL a 9,75ug/mL, concomitantemente com fluconazol
nas concentragdes de 64pug/mL a 2pg/mL, seguindo o design da placa presente no protocolo.
Foi realizado o ensaio de MTT para avaliar a atividade metabolica das células, de acordo com
o item 4.4.1, e o calculo do teor de biomassa com cristal violeta 0,4%, de acordo com o item

442.

4.12 TESTE DE SENSIBILIDADE DE CELULAS PLANCTONICAS DE Candida spp.
FRENTE AO PEROXIDO DE HIDROGENIO

Apos o cultivo prévio de isolados padrdes e isolados hospitalares de Candida spp. em
agar Saboraud Dextrose, foram preparadas ressuspensdes em solugao salina estéril a 0,9%, de
acordo com a escala 0,5 de MacFarland. Placas de poliestireno de 96 pogos e fundo chato foram
preparadas com as diluigdes seriadas de perdxido de hidrogénio em caldo RPMI, comegando
com a concentragdo de 17,5%, totalizando dez diluigdes, na razdo de 2:1. As ressuspensoes de
Candida spp. foram adicionadas aos pocos contendo o metabdlito, respeitando os controles de
crescimento isolado do microrganismo e de esterilidade do meio de cultura. As placas foram
incubadas em estufa por 24h a 37°C. Apoés a incubagao, foi feita a leitura em espectrofotometro
a 530nm. Apos a leitura espectrofotométrica a 570nm, pdde-se determinar a porcentagem de

crescimento dos fungos de acordo com os controles de crescimento de microrganismo e de
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esterilidade do meio de cultura, em pogos reservados para tal finalidade.

4.13 TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE PEROXIDO DE HIDROGENIO E FLUCONAZOL
SOBRE CELULAS PLANCTONICAS DE AMOSTRAS PADROES DE Candida spp.

Apo6s o cultivo prévio de cinco isolados padrdes de Candida spp. em agar Saboraud
Dextrose, foram preparadas ressuspensdes em solugdo salina estéril 0,9%, de acordo com a
escala 0,5 de MacFarland. Placas de poliestireno de 96 pogos foram preparadas com as seis
diluicoes seriadas de Fluconazol em caldo RPMI intercaladas com nove dilui¢des de peroxido
de hidrogénio, como descrito em protocolo prévio. As ressuspensoes de Candida spp. foram
adicionadas aos pogos contendo o firmaco e o metabolito, respeitando os controles de
crescimento isolado do microrganismo e de esterilidade do meio de cultura. As placas foram
incubadas em estufa por 24h a 37°C. Apds a incubacao, foi feita a leitura em espectrofotdmetro
a 530nm. Apds a leitura espectrofotométrica, pode-se determinar a porcentagem de crescimento
dos fungos de acordo com os controles de crescimento de microrganismo isolado, controle de
crescimento de microrganismo com cada substancia e de esterilidade do meio de cultura, que

foram reservados para tal finalidade.

4.14 TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE LACTATO DE SODIO/PEROXIDO DE
HIDROGENIO E FLUCONAZOL EM DOSAGENS MAIS BAIXAS SOBRE
CELULAS PLANCTONICAS DE AMOSTRAS HOSPITALARES DE Candida spp.

Apo6s o cultivo prévio dos isolados hospitalares de Candida spp. em agar Saboraud
Dextrose, foram preparadas ressuspensdes em solucdo salina estéril 0,9%, de acordo com a
escala 0,5 de MacFarland. Placas de poliestireno de 96 pogos foram preparadas com as quatro
diluicdes mais baixas de Fluconazol em caldo RPMI intercaladas com as quatro diluicdes mais
baixas de Lactato de sddio e peroxido de hidrogénio, como descrito em protocolo prévio. A
placa foi dividida ao meio, de forma que, em cada placa, houvesse as analises de fluconazol e
peroxido e fluconazol e lactato. As ressuspensdes de Candida spp. foram adicionadas aos pogos
contendo o medicamento e os metabolitos, respeitando os controles de crescimento isolado do
microrganismo e de esterilidade do meio de cultura. As placas foram incubadas em estufa por

24h a 37°C. Apos a incubagdo, foi feita a leitura em espectrofotometro a 530nm.

ApOs a leitura espectrofotométrica, pode-se determinar a porcentagem de crescimento
dos fungos de acordo com os controles de crescimento de microrganismo isolado, controle de
crescimento de microrganismo com cada substancia e de esterilidade do meio de cultura, que

foram respeitados na microplaca.
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4.15 EFEITO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE BIOFILMES RECEM-
FORMADOS DE AMOSTRAS PADROES E HOSPITALARES DE Candida spp.

Os biofilmes foram formados conforme o item 4.4. Ap6s 1,5 horas em agitador orbital,
foi aplicado o tratamento com peroxido de hidrogénio, nas concentragdes de 1750ug/mL a
3,4ug/mL Foi realizado o ensaio de MTT e ensaio de biomassa para avaliar a atividade

metabolica das células, de acordo com os itens 4.4.1 € 4.4.2.

4.16 EFEITO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE BIOFILMES MADUROS DE
AMOSTRAS PADROES E HOSPITALARES DE Candida spp.

Os biofilmes foram formados conforme o item 4.4. Apds 1,5h em agitador orbital, os
pogos foram lavados com tampao PBS para retirar as células ndo aderidas, e foi colocado meio
de cultura nos pogos. Ap6s 24 horas em agitador orbital, com o biofilme j& maduro, foi aplicado
o tratamento com lactato de sddio, nas concentragdes de 1750pug/mL a 3,4ug/mL Foi realizado
o ensaio de MTT para avaliar a atividade metabolica das células, de acordo com o item 4.4.1 ¢

verificacdo da biomassa, de acordo com o item 4.4.2.

4.17 ANALISE ESTATISTICA

Para a realizac¢do das analises estatisticas e a geragdo dos graficos experimentais, foram
empregados dois recursos computacionais distintos. O software GraphPad Prism (versdo 9.5.1)
foi utilizado para a elaboragdo dos graficos e a aplicagdo do teste de ANOVA One-Way,
apropriado para a comparagdo de médias entre trés ou mais grupos experimentais quando os

dados seguem distribui¢do normal.

Paralelamente, adotou-se a linguagem de programag¢do Python, amplamente
reconhecida no meio cientifico por sua flexibilidade, sintaxe acessivel e ampla gama de
bibliotecas voltadas a analise de dados. Essa linguagem foi empregada para a realizacao dos
testes de normalidade (como o teste de Shapiro-Wilk) e, nos casos em que 0s pressupostos
paramétricos foram violados, aplicaram-se os testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis seguidos

do pos-teste de Dunn, permitindo comparagdes multiplas entre grupos de forma robusta.

A escolha pela utilizacao de Python justifica-se por sua leveza computacional, excelente
desempenho na execucdo de andlises estatisticas complexas e pela reprodutibilidade dos

resultados, atributos fundamentais para a confiabilidade e transparéncia de estudos cientificos.

A andlise seguiu os seguintes passos:
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- Teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados: O teste de Shapiro-Wilk ¢
um teste estatistico utilizado para avaliar se um conjunto de dados segue uma distribui¢ao
normal. Ele ¢ amplamente aplicado em analises estatisticas para determinar se testes
paramétricos (como ANOVA ou teste t) podem ser usados ou se € necessario recorrer a testes
ndo paramétricos (como Kruskal-Wallis ou teste de Mann-Whitney). O teste de Shapiro-Wilk
verifica a normalidade dos dados ao comparar a distribui¢do observada com a distribuigao
normal teorica. Ele calcula um coeficiente (W) que mede o quao proximo os dados estdo de

uma distribui¢cao normal.
O teste de Shapiro-Wilk gera um p-valor que deve ser interpretado da seguinte forma:
e p>0.05— Aceita-se a hipotese nula — Os dados seguem uma distribuicdo normal.
e p=<0.05 — Rejeita-se a hipdtese nula — Os dados nao seguem uma distribuicdo normal.

Se o teste indicar normalidade (p > 0.05), pode-se utilizar testes paramétricos como ANOVA e
teste t. Caso contrario, é necessario recorrer a testes ndo paramétricos como Kruskal-Wallis ou

Mann-Whitney.

- Aplicacdo de ANOVA One-Way + Tukey (se normal) ou Kruskal-Wallis + Dunn (se ndo
normal): a aplica¢do depende da normalidade dos dados. Se os dados seguem uma distribuigao
normal (confirmado pelo teste de Shapiro-Wilk), utiliza-se ANOVA One-Way, que compara as
médias de trés ou mais grupos e verifica se ha diferencas estatisticamente significativas entre
eles. Caso o resultado da ANOVA seja significativo (p <0.05), realiza-se o teste de Tukey como
um post-hoc para identificar quais grupos diferem entre si. Se os dados ndo seguem uma
distribuicdo normal, aplica-se o teste de Kruskal-Wallis, uma alternativa ndo paramétrica que
avalia se ha diferengas entre os grupos com base nas medianas. Se Kruskal-Wallis for
significativo, o teste de Dunn € usado como post-hoc para determinar quais grupos apresentam
diferencas estatisticamente significativas. Essa abordagem garante uma analise estatistica

robusta e adequada a distribui¢ao dos dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  FORMACAO DE BIOFILME MISTO DE Lactobacillus spp. e Candida spp.

5.1.1 Avaliacao da atividade metaboélica por reducio do sal de tetrazolio xtt

Nos graficos de numero 1 a 5 de andlise de atividade metabolica das amostras padrao e
hospitalares, representadas, sdo comparadas as absorbancias medidas a 490 nm para diferentes
espécies de Candida (como C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. glabratra, e C.

parapsilosis), sob as condi¢des descritas a seguir:

e Controle de Crescimento de Candida: Refere-se a atividade metabolica sem

intervengdo, ou seja, relacionada a capacidade natural de crescimento de Candida spp.

e Candida spp.+ L. casei: Exibe o efeito de Lactobacillus casei na atividade metabdlica

e formagdo de biofilme de Candida spp.;

- Candida spp.+ L. reuteri: Avalia o impacto de L. reuteri na atividade metabdlica

antifungica de Candida spp.;

e Candida spp.+ L. rhamnosus: Analisa o efeito de redu¢do de Candida spp. de L.

rhamnosus
Padroes observaveis no grafico:

- Controle de crescimento: A absorbancia mais alta indica o crescimento maximo sem
interferéncia. A absorbancia mais alta indica maior atividade metabdlica ou atividade

metabolica que serd considerada como méaxima.

- Efeito de Lactobacillus spp.: As amostras com Lactobacillus spp. apresentam uma redugao
na absorbancia, ou seja, reducdo na atividade metabdlica em comparagdo com o controle,
sugerindo que os diferentes probioticos diminuem a atividade metabdlica de Candida de forma
variada. Diversas espécies de Lactobacillus demonstram atividade antifingica contra Candida
spp., principalmente C. albicans, por meio de multiplos mecanismos, como a producao de acido
latico, peréxido de hidrogénio, bacteriocinas e outras substancias antimicrobianas que inibem
a adesdo, a formagdo de biofilmes e a morfogénese fingica. Além disso, esses probidticos
modulam o pH e a resposta imune do hospedeiro, criando um ambiente desfavoravel ao
crescimento fungico. Tais evidéncias sustentam o uso terapéutico de Lactobacillus na
prevencao e controle de candidiase, especialmente em casos recorrentes (KLINKERBERG et

al., 2016).
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Grafico 1 - Analise da atividade metabdlica em amostras Padrao de Candida spp.
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Para as espécies C. albicans, C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis observaram-se
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, enquanto para C. tropicalis ndo houve
variagoes relevantes. O valor de p foi menor do que 0,005 para as quatro primeiras, calculado
pelo Phyton. Os biofilmes de todas as amostras padrdes apresentaram atividade metabodlica
reduzida na presenca de L. rhamnosus. Esses resultados indicam que diferentes espécies de
Lactobacillus podem interferir, de modo distinto, na atividade metabodlica de Candida spp. de
formas variadas, sendo que algumas espécies flingicas sdo mais sensiveis a determinadas cepas

de Lactobacillus. Isso sugere um potencial uso de probidticos no controle de infec¢des fingicas.
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Grafico 2 - Andlise da atividade metabolica em amostras clinicas 1 a 6 de Candida spp. em
interacdo com diferentes espécies de Lactobacillus spp., sendo: 1 — Candida
albicans, 3- Candida nao-albicans (tropicalis), 4- Candida nao-albicans

(parapsilosis), 5- Candida nao-albicans (glablatra), 6 — Candida nao-albicans

(glablatra).
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Fonte: da autora.

Para todas as amostras clinicas de Candida spp. observaram-se diferencas
estatisticamente significativas (p<0,005) entre os grupos. Quando houve diferencas, L. reuteri
foi o grupo mais frequentemente envolvido nas comparagdes significativas, pois apresentou
picos mais baixos de que o controle. Esses resultados sugerem que diferentes espécies de
Lactobacillus afetam de maneira distinta a atividade metabdlica de Candida. No entanto, nem
todas as amostras responderam da mesma forma, o que pode indicar uma variagdo entre cepas.
Na presenga de L.rhamnosus, os biofilmes de todas as amostras de C .albicans e espécies nao-
albicans de Candida spp. apresentarm redu¢do em suas atividades metabolicas. Todas as
linhagens de Lactobacillus spp. (L. casei, L. reuteri e L. rhamnosus) fram capazes de reduzir a

atividade metabdlica dos biofilmes das linhagens clinicas de C. albicans e C. parapsilosis.

Cada cepa pode modular o metabolismo de forma distinta, influenciando a produgado de
acidos organicos, como o acido latico, ou de outros compostos antimicrobianos, o que pode
afetar sutilmente o crescimento e a viabilidade de Candida no microambiente. As cepas de
Lactobacillus também podem interferir na viabilidade de Candida por meio da competi¢ao por

nutrientes ou pela alteracdo do pH local, criando ambientes microecoldgicos distintos. Outro
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fator a ser considerado ¢ a modulacdo imunoldgica: determinadas cepas tém potencial de
influenciar a resposta imune do hospedeiro, o que poderia contribuir para a contengdo da
Candida spp., mesmo que tal efeito ndo tenha sido captado pela andlise laboratorial utilizada.
Além disso, interagdes sinérgicas ou competitivas com outros microrganismos da microbiota,
bem como a resiliéncia diferencial ao estresse ambiental (como variagdes de temperatura, pH
ou presenc¢a de antimicrobianos), podem alterar significativamente o comportamento dessas
cepas em contextos mais complexos, como o intestinal ou o vaginal, sem necessariamente se
refletir nas medidas diretas de atividade metabdlica avaliadas neste estudo (Slover e Danziger

(2008); Risso e Malcata (2017); Noverr e Huffnagle (2004)).

Grafico 3 - Analise da atividade metabolica em amostras 9, 15, 17, 22 e 23 de Candida spp.,
sendo 9 — Candida albicans, 15 — Candida albicans, 17- Candida ndo-albicans

(parapsilosis), 22- Candida albicans, 25- Candida nao-albicans (glablatra).

1.0
—_ - Controle de crescimento
g 0.8 de Candida
§ B Candida + L. casei
- . -
.g 0.6 I E= Candida + L. reuteri
§ 0.4 =3 Candida + L. rhamnosus
2 0.2
<
0.0-
) ) A 23 )
v N N % Vv
& & & & L
2) A A A A
(o) © () © ()
vg& éo Q\o QO QO
v v v v

Fonte: da autora.

Todas as amostras apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos. E possivel observar através das barras de desvio padrdo que estdo nas imagens. L.
reuteri foi a espécie que mais influenciou a atividade metabolica de Candida, segundo as
analises estatisticas, sendo responsavel por diferencas entre as amostras. Além disso, L.
rhamnosus afetou significativamente as amostras 17 e 22. Esses resultados sugerem que
diferentes espécies de Lactobacillus reduzem a atividade metabodlica de Candida de maneiras

distintas. As variagdes entre amostras podem estar relacionadas a diferengas genéticas entre as
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cepas ou a fatores ambientais. No geral, os achados reforcam o potencial uso de probidticos no

controle de infec¢des fungicas (Xiao et al., 2020)

Grafico 4 - Analise da atividade metabolica em amostras 25 a 30 de Candida spp., sendo 25-
Candida nao-albicans (glablatra), 26- espécie indeterminada, 27- Candida
albicans, 29- Candida albicans, 30- Candida ndo-albicans (glablatra).
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Todas s amostras apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos. L. casei foi o grupo que mais influenciou a atividade metabolica de Candida spp.,
segundo as analises estatisticas, sendo responsavel por diferencas significativas nas amostras
25, 26, 29 e 30. Além disso, L. rhamnosus teve efeito significativo na amostra 29, e L. reuteri
apresentou diferengas quando comparado a L. casei nas amostras 26 e 30. Esses resultados
indicam que diferentes espécies de Lactobacillus reduzem a atividade metabolica de Candida
spp. de formas variadas, com algumas amostras sendo mais sensiveis a L. casei, enquanto outras
responderam mais a L. reuteri ou L. rhamnosus. As variagdes entre amostras podem estar

associadas a diferencas genéticas entre as cepas ou a fatores ambientais.
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Grafico 5 - Analise da atividade metabdlica em amostras 33, 41, 42, 44 ¢ 48 sendo todas

Candida albicans.
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Fonte: da autora.

Todas as amostras apresentaram diferencgas estatisticamente significativas entre os
grupos. L. reuteri foi o grupo que mais influenciou a atividade metabolica de Candida spp..
Além disso, L. rhamnosus teve efeito significativo na amostra 44, e L. reuteri apresentou
diferencas quando comparado a L. casei nas amostras 41 e 48. As variagdes entre amostras
podem estar associadas a diferengas genéticas entre as cepas ou a fatores ambientais. No geral,
os achados reforgam o potencial uso de probidticos no controle de infec¢des fungicas (Hojjati

et al., 2020).

A andlise da atividade metabodlica de Candida na presenga de diferentes espécies de
Lactobacillus revelou padrdes distintos entre as amostras. De modo geral, observou-se que a
presenca de L. casei, L. reuteri e L. rhamnosus resultou em uma reducdo significativa da
atividade metabodlica de Candida em comparagdo com o controle. No entanto, o grau dessa
inibicao variou entre as amostras, sugerindo que diferentes fatores podem influenciar a resposta
das cepas de Candida a co-cultura com Lactobacillus. No entanto, o fato de que o grau de
inibi¢do variou entre as amostras indica a complexidade dessa interacdo e aponta para fatores
adicionais que podem modular a resposta fungica. Tais fatores podem incluir a variabilidade
genética entre cepas de Candida, a densidade celular das culturas, o perfil metabolico individual
dos Lactobacillus, além de caracteristicas microambientais como pH, disponibilidade de

substratos e presenca de outros metabolitos secundarios. Além disso, esse comportamento
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diferencial pode também refletir aspectos fisioldgicos das proprias cepas de Lactobacillus,
como sua capacidade de aderéncia, biofilme, produgdo de compostos antimicrobianos, ou sua

resiliéncia ao estresse oxidativo.

A observagdo € consistente com estudos prévios que demonstram que o efeito probiotico
de Lactobacillus spp. sobre Candida spp. pode ser cepa-especifico (Matsubara et al., 2022; de
Barros et al., 2020), o que refor¢a a importancia de analises fenotipicas individualizadas em
estudos de co-cultura. Dessa forma, a variacao na resposta de Candida sugere que a eficacia de
intervengdes com Lactobacillus como agentes coadjuvantes no controle de infecgdes fingicas
pode depender da combinagdo especifica de cepas utilizadas, sendo fundamental caracterizar
melhor os mecanismos subjacentes a essa modulagdo para aplicagdes clinicas mais
eficazes.Além disso, o trabalho de Nakatsuji ef al. (2018) aponta que interacdes simbioticas
entre micro-organismos, como Lactobacillus spp. € Candida spp., podem ocorrer em formas
mais sutis e dependentes do contexto experimental. Esses achados estdo em consonancia com
as observagoes de Morita et al. (2014), que documentam uma resposta consistente em Candida
mesmo diante de mudangas no ambiente microbiano, sugerindo uma plasticidade metabdlica

que pode neutralizar diferencas em condi¢des controladas.

Essas observacdes sugerem que estudos futuros com maior poder estatistico ou métodos
complementares, como andlises protedmicas e metabolomicas, poderiam revelar efeitos
biologicos mais sutis entre as amostras, possibilitando uma compreensao mais profunda da

interacdo entre Lactobacillus e Candida.

5.2 AVALIACAO DA BIOMASSA COM CRISTAL VIOLETA 0,4%
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Grafico 6 - Analise da biomassa em amostras Padrao de Candida spp. (C. albicans SC5314, C.
tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030 e C.
parapsilosis ATCC 22019).
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Fonte: da autora.

Ao contrario do esperado para um efeito antifungico uniforme, observa-se que os
resultados variam de forma significativa entre as diferentes interagdes. Em C. albicans, C.
krusei e C. tropicalis, a biomassa nas condi¢des com Lactobacillus spp. foi semelhante ou até
maior do que no controle de crescimento, indicando estimulo parcial ou auséncia de inibigado

da formacgao de biofilme por algumas cepas probioticas.

Em contraste, para C. glabrata e especialmente C. parapsilosis, algumas cepas de
Lactobacillus — notadamente L. rhamnosus — promoveram uma redugdo expressiva da

biomassa, sugerindo um efeito inibitorio mais pronunciado e dependente da espécie fungica.

Esses achados sugerem que o impacto de Lactobacillus sobre a formagao de biofilmes
de Candida spp. ¢ altamente varidvel, podendo ser inibitorio, neutro ou até estimulador,
dependendo tanto da cepa de Candida quanto da espécie de Lactobacillus envolvida. A
modulacdo da biomassa pode estar relacionada a mecanismos como produgdo de acido latico,
perdxido de hidrogénio, bacteriocinas ou ainda interagdes competitivas que, em alguns casos,

favorecem a adesdo flingica (via alteragdes do microambiente, pH ou sinalizacao).

Esses resultados reforcam a importancia da escolha criteriosa da cepa probiotica, uma

vez que efeitos pro-fungicos podem ser indesejaveis em contextos terapéuticos. Estudos
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adicionais, com base molecular e funcional, s3o essenciais para esclarecer os mecanismos

envolvidos e direcionar o uso clinico seguro e eficaz de probidticos no combate a candidiase.

Grafico 7 - Analise da biomassa em amostras 1, 3, 4, 5 ¢ 6 de Candida, sendo: I— Candida
albicans, 3- Candida nao-albicans (tropicalis), 4- Candida nao-albicans

(parapsilosis), 5- Candida ndo-albicans (glablatra), 6 — Candida ndo-albicans

(glablatra).
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Fonte: da autora.

As amostras 1, 3, 5 e 6 apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos, enquanto a amostra 4 ndo mostrou variagdes relevantes. L. casei foi o grupo que mais
influenciou a biomassa de Candida spp., sendo responsavel por diferengas significativas nas
amostras 1, 3, 5 e 6. Além disso, L. rhamnosus teve efeito significativo na amostra 5, € L. reuteri
apresentou diferencas quando comparado a L. casei nas amostras 3 e 6. Esses resultados
indicam que diferentes espécies de Lactobacillus reduzem a biomassa de Candida spp. de
formas variadas, com algumas amostras sendo mais sensiveis a L. casei, enquanto outras
responderam mais a L. reuteri ou L. rhamnosus. As variacdes podem estar associadas a

diferencas genéticas entre as cepas ou a fatores ambientais.
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Grafico 8 - Analise da biomassa em amostras 9, 15, 17, 22 e 23 de Candida, sendo 9 — Candida
albicans, 15 — Candida albicans, 17- Candida ndo-albicans (parapsilosis), 22-

Candida albicans, 25- Candida nao-albicans (glablatra).
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Fonte: da autora.

De maneira geral, todas as cepas de Lactobacillus promoveram reducdo da biomassa
flngica em comparagdo ao controle, embora com diferentes niveis de intensidade. As amostras
9, 15 e 23 apresentaram redugdes mais acentuadas na presenca de L. casei, sugerindo um efeito
antibiofilme mais expressivo dessa cepa sobre essas linhagens clinicas de Candida. A amostra
22 demonstrou maior sensibilidade ao tratamento com L. rhamnosus, indicando uma agao
especifica dessa espécie probiotica, enquanto a amostra 17 exibiu as menores variagdoes entre
os grupos, com redugdes sutis em todos os tratamentos, o que pode refletir menor eficacia dos
probioticos testados ou resisténcia relativa da cepa fingica a interferéncia bacteriana. Esses
achados indicam que a atividade antibiofilme de Lactobacillus spp. sobre Candida spp. ¢é
dependente do perfil da amostra clinica, possivelmente devido a variabilidade genomica das
leveduras, diferencas fenotipicas relacionadas a adesao e producdo de matriz extracelular, ou
ainda a presenca de mecanismos adaptativos frente aos metabolitos antimicrobianos liberados
pelos probioticos. Além disso, observa-se que L. reuteri apresentou efeito moderado, porém
consistente entre as amostras, embora menos acentuado do que o observado para L. casei € L.
rhamnosus em determinadas condigdes, o que reforca a ideia de que cada espécie de
Lactobacillus atua por vias distintas, como a produgdo de acidos organicos, peroxido de

hidrogénio, bacteriocinas ou competicao por sitios de adesdo (De Barros ef al., 2018).
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Grafico 9 - Analise da biomassa em amostras 25, 26, 27, 29 e 30 de Candida, sendo 25- Candida
ndo-albicans (glablatra), 26- (indeterminado), 27- Candida albicans, 29- Candida
albicans, 30- Candida nao-albicans (glablatra).
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Fonte: da autora.

De modo geral, observa-se que todas as cepas probioticas promoveram reducdo da
biomassa em relacao ao controle, com destaque para L. rhamnosus, que apresentou efeito mais
acentuado em todas as amostras, especialmente nas amostras 25, 27 e 30. L. casei também se
mostrou eficaz, embora com variagdes entre as amostras, enquanto L. reuteri teve efeito
intermediario e mais consistente. A amostra 26 exibiu um padrao de maior resisténcia relativa,
com menor reducao da biomassa nos tratamentos testados. Esses resultados reforcam a acgao
antibiofilme de Lactobacillus spp., mas também evidenciam que sua eficacia depende da cepa
probiotica utilizada e do perfil da amostra de Candida spp., o que pode estar relacionado a
fatores genéticos e fenotipicos das leveduras, bem como a diversidade dos mecanismos

antimicrobianos exercidos pelos probidticos (Jun et al., 2013).
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Grafico 10: Analise da biomassa em amostras 33, 41, 42, 44 e 48, sendo todas Candida albicans.
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Fonte: da autora.

O grafico apresenta a analise da biomassa de biofilmes formados por Candida spp.
nas amostras clinicas 33, 41, 42, 44 ¢ 48, apos tratamento com diferentes cepas de Lactobacillus
(L. casei, L. reuteri e L. rhamnosus), em comparacdo ao controle de crescimento fingico. De
maneira geral, observa-se que todas as cepas probidticas promoveram algum grau de redugdo
na biomassa, embora com intensidade varidvel entre as amostras. L. casei foi a cepa que mais
se destacou, com efeito inibitoério expressivo nas amostras 33, 41, 44 e 48, enquanto L.
rhamnosus mostrou eficacia significativa na amostra 44. Ja L. reuteri apresentou efeito mais
moderado, porém com destaque nas amostras 41 e 48, quando comparado a L. casei. A amostra
42, por outro lado, mostrou menor sensibilidade aos tratamentos, com diferencas mais discretas
entre os grupos. Esses resultados demonstram que a agdo antibiofilme de Lactobacillus spp.
sobre Candida spp. € altamente dependente da interagcdo especifica entre as cepas, podendo
variar de acordo com caracteristicas genéticas e fenotipicas das amostras clinicas fungicas. A
variabilidade na resposta sugere ainda a existéncia de mecanismos especificos de resisténcia ou
tolerancia por parte de certas cepas de Candida, além de reforgar que a escolha da espécie
probidtica adequada pode ser crucial na formulagdo de estratégias antifungicas alternativas (Jun

etal., 2013).

A analise da biomassa de Candida na presenca de diferentes espécies de Lactobacillus
revelou um efeito significativo na reducdo do crescimento flngico em varias amostras. De

maneira geral, a co-cultura com L. casei, L. reuteri € L. rhamnosus, principalmente L. reuteri,
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resultou em uma diminui¢do significativa na biomassa de Candida spp. quando comparada ao
controle. No entanto, essa inibi¢do variou entre as amostras, sugerindo que a intera¢do entre
Candida e Lactobacillus pode ser influenciada por fatores especificos da cepa fungica e das

condi¢des ambientais (Patterson, 2019).

A literatura indica que espécies de Candida apresentam mecanismos robustos de adesao
e formacao de biofilme que aumentam sua resisténcia a influéncias externas (Verdenelli et al.,
2016; Strus et al., 2005). Esse comportamento sugere que, mesmo na presenca de agentes
probidticos como L. casei, L. reuteri € L. rhamnosus, as células de Candida podem manter uma
resposta homogénea em termos de biomassa, uma caracteristica que Verdenelli ef al. (2016)

associam a uma alta resiliéncia celular em ambientes in vitro.

Além disso, Strus et al. (2005) argumentam que, embora algumas interagdes entre
Lactobacillus e Candida possam reduzir a aderéncia ou o crescimento das células de Candida,
essas mudancas sdo frequentemente sutis ¢ dependem de condigdes especificas do meio
experimental. Rodrigues et al. (2017) reforcam que, para se observar uma resposta clara de
Candida a presenca de probidticos, fatores como concentracao dos microrganismos e tempo de

incubagdo podem ser cruciais.

4.3 TESTE DE SENSIBILIDADE SOBRE CELULAS PLANCTONICAS DE Candida spp.
FRENTE AO FLUCONAZOL

Nota-se o chamado efeito “Trailing”, que pode ocorrer na presenga de antifingicos
azolicos, na amostra de C. albicans e C. tropicalis, ou seja, a inibicao total do crescimento
fingico ndo ¢ notavelmente alcancada sendo adicionadas as concentragdes crescentes de
antifungicos azodlicos; sabe-se muito pouco sobre os mecanismos responsaveis pelo efeito
Trailing, porém estudos apontam para alteracdes celulares (NOEL MARTELI, 2017). Na
amostra de C. krusei, nota-se o aumento gradual da turvagdo fingica nos pogos, de acordo com
a diminuicao das concentragdes de Fluconazol. Esse efeito ¢ mais acentuadamente notado na
amostra de C. glablatra. Isso mostra que as amostras responderam ao antifungico, sendo Dose-
Dependente. Ja a amostra de C. parapsilosis, mostra-se mais resistente ao medicamento, pois

em sua dose mais alta (128 pg/mL), hd diminuig¢do de 59% do fungo.
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Grafico 11 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao fluconazol em

Candida albicans SC5314.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicaram diferengas estatisticas entre o controle e todas as concentragdes
testadas, confirmando a eficacia do fluconazol na inibi¢ao do crescimento de Candida albicans.
O fluconazol reduziu significativamente a atividade metabdlica de Candida albicans de
maneira dose-dependente. As concentracdes de 64 e 32 pg/mL resultaram na maior inibicao,
com absorbancia proxima a zero, sugerindo morte celular significativa. A partir de 16 pg/mL,
houve um aumento gradual da absorbancia, indicando uma recuperagao parcial do crescimento
fingico. Em concentracdes mais baixas (<4 pg/mL), os valores de absorbancia foram proximos
ao controle, sugerindo que o efeito inibitorio € reduzido em doses menores. O teste de Kruskal-
Wallis confirmou que hé diferengas estatisticas entre o controle e todas as concentracdes
testadas, reforcando a eficacia do fluconazol. Esses achados destacam a importancia do uso
adequado de doses antifungicas para evitar falhas terapéuticas e reduzir o risco de resisténcia.
Além disso, os resultados indicam que a concentracdo inibitoria minima (CIM) para a cepa
testada esta em torno de 32 pg/mL, sendo essa informagao essencial para guiar o tratamento da
candidiase oral, vaginal e sistémica. Estudos futuros podem avaliar o comportamento de cepas

resistentes e explorar estratégias para potencializar a eficécia antifungica (Pfaller, 2012).
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Grafico 12 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao fluconazol em

Candida krusei ATCC 6258.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que Candida krusei apresenta um perfil de sensibilidade reduzida
ao fluconazol, com inibicdo significativa apenas em 64 pg/mL, enquanto concentragdes
menores permitiram a recuperagdo parcial do crescimento fungico. Diferente de C. albicans,
cuja CIM foi proxima de 32 ug/Ml, que a considera sensivel, de acordo com os documentos
padrdes, C. krusei manteve crescimento consideravel mesmo em 16 pg/mL e doses menores,
sugerindo resisténcia intrinseca ao fluconazol. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas
estatisticas entre o controle e todas as concentragdes testadas, reforcando que doses
convencionais desse antifungico podem ser ineficazes contra essa espécie. Essa resisténcia
intrinseca ja ¢ bem documentada na literatura e destaca a necessidade de alternativas
terapéuticas como voriconazol, equinocandinas ou anfotericina B para infec¢des por C. krusei.
Além disso, os achados ressaltam a importancia de testes de sensibilidade antifiingica antes da

prescri¢ao de fluconazol, especialmente em pacientes imunocomprometidos.
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Grafico 13 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao fluconazol em

Candida tropicalis ATCC 750.
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Os resultados indicaram diferencgas estatisticas entre o controle e todas as concentragoes
testadas, confirmando a eficacia do fluconazol na inibicdo do crescimento de Candida

tropicalis, porém com um padrao semelhante ao observado para C. albicans.

Os resultados indicam que Candida tropicalis apresenta um perfil de sensibilidade dose-
dependente ao fluconazol, com inibi¢ao significativa do crescimento em concentracdes a partir
de 64 pg/mL e 32 pg/mL, enquanto doses menores permitiram uma recuperacao progressiva da
biomassa fungica. A partir de 16 pg/mL, observa-se um aumento gradual da absorbancia,
sugerindo uma reducdo na eficacia antifingica. Em concentragdes abaixo de 8 pg/mL, os
valores de absorbancia sdo proximos ao controle, indicando que o fluconazol nao exerce efeito
significativo em doses mais baixas. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas estatisticas
entre o controle e todas as concentragdes testadas, reforcando a eficicia antifungica do
fluconazol em doses adequadas. No entanto, a recuperacdo do crescimento em concentracoes
menores sugere que a CIM (Concentracao Inibitoria Minima) para C. tropicalis pode ser
superior a 16 pg/mL, tornando essencial a definicdo da dose correta para evitar falhas
terapéuticas. Esses achados reforcam a necessidade do uso adequado do fluconazol, garantindo

que a dose seja suficiente para eliminar a infec¢do e reduzir o risco de resisténcia antifungica.
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Grafico 14 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao fluconazol em

Candida glablatra ATCC 90030.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicaram diferengas estatisticas entre o controle e todas as concentragdes
testadas, confirmando a eficacia do fluconazol na inibi¢ao do crescimento de Candida glabrata,
mas com um padrdo que sugere resisténcia parcial ao antifingico. Os resultados demonstram
que Candida glabrata apresenta resisténcia parcial ao fluconazol, com inibi¢do significativa do
crescimento apenas em concentragdes acima de 32 pg/mL, enquanto doses menores permitem
uma recuperacdo progressiva da biomassa fungica. A partir de 16 pg/mL, observa-se um
aumento gradual da absorbancia, sugerindo uma redugdo na eficicia antifingica. Em
concentragdes abaixo de 8 pg/mL, os valores de absorbancia tornam-se semelhantes ao
controle, indicando que o fluconazol ndo exerce efeito inibitorio significativo em doses baixas.
O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas estatisticas entre o controle e todas as
concentragoes testadas, reforcando que C. glabrata requer doses mais altas para um efeito
antifungico eficaz. A resisténcia parcial dessa espécie sugere que a CIM (Concentragdo
Inibitéria Minima) pode ser superior a 16 pg/mL, tornando necessario testes de sensibilidade

antifiingica antes da prescri¢do de fluconazol para evitar falhas terapéuticas (Sobel, 2003).
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Grafico 15 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao fluconazol em

Candida parapsilosis ATCC 22019.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicaram diferengas estatisticas entre o controle e todas as concentragdes
testadas, confirmando a eficacia do fluconazol na inibicdo do crescimento de Candida
parapsilosis, mas com um padrdo que sugere resisténcia parcial ao antifiingico.

Os resultados indicam que Candida parapsilosis apresenta sensibilidade variavel ao
fluconazol, com inibicao significativa apenas nas concentracoes de 64 e 32 ng/mL. A partir de
16 ng/mL, observa-se uma recuperagdo progressiva do crescimento, indicando que a eficacia
do fluconazol diminui conforme a dose reduz. Em concentragdes abaixo de 8 pg/mL, os valores
de absorbancia tornam-se semelhantes ao controle. O teste de Kruskal-Wallis confirmou
diferencas estatisticas entre o controle e todas as concentragdes testadas, reforcando que essa
espécie requer doses mais altas para um efeito antiflingico eficaz. Os achados sugerem que a
CIM para C. parapsilosis pode ser superior a 16 ng/mL, tornando essencial a realizacdo de
testes de sensibilidade antifungica antes da prescricdo de fluconazol para evitar falhas
terapéuticas. A recuperacdo do crescimento fungico em doses mais baixas sugere que o uso
inadequado desse antifingico pode ndo ser eficaz e pode até contribuir para o desenvolvimento
de resisténcia. Dessa forma, a escolha do tratamento deve levar em conta a necessidade de doses

adequadas ou a utilizagdo de antifingicos alternativos (Canton, 2012).

Os resultados indicam que o fluconazol afeta o crescimento de todas as espécies de
Candida (em crescimento planctonico), mas com variacdes na magnitude desse efeito,
conforme a espécie e a concentracdao. Estudos como o de Pfaller ef al. (2019) e Silva et al.

(2012) também observaram que Candida spp. apresentam respostas variaveis ao fluconazol,
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influenciadas tanto pela espécie quanto pela resisténcia intrinseca. Em particular, a diferenca
significativa observada entre Candida albicans e Candida parapsilosis esta alinhada com as
observagoes de Pfaller ez al. (2011), que apontam que C. parapsilosis frequentemente apresenta
perfis de suscetibilidade distintos em relacao a outras espécies de Candida, o que pode afetar
sua sensibilidade ou resisténcia ao fluconazol.

A homogeneidade ¢ observada no comportamento das espécies, com excecao de C.
parapsilosis.

Esses achados destacam a importancia de considerar diferengas intra e interespecificas
ao avaliar a eficacia de antifungicos, como o fluconazol, e sugerem que estudos futuros
poderiam aprofundar a andlise em relagdo a C. parapsilosis para entender melhor seu perfil de

resposta.

53 TESTE DE SENSIBILIDADE DE CELULAS PLANCTONICAS DE Candida spp.
FRENTE AO LACTATO DE SODIO

Grafico 16 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de s6dio em

amostras de Candida albicans SC5314.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sddio exerce um efeito dose-dependente sobre
Candida albicans, reduzindo significativamente a absorbancia em concentragdes mais
elevadas. Concentracdes acima de 312,5 pg/mL apresentaram inibi¢ao evidente do crescimento
fingico, com valores de absorbancia muito inferiores ao controle. Em doses mais baixas, a
atividade metabolica foi progressivamente restaurada, indicando que a CIM (Concentragao

Inibitoéria Minima) pode estar entre 312,5 e 625 pg/mL. O teste de Kruskal-Wallis confirmou
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diferengas estatisticas entre o controle ¢ todas as concentragoes testadas, refor¢ando o efeito
inibitorio do lactato de sodio. Esses achados sdo relevantes, pois mostram que o lactato de sodio
pode ser um potencial agente antifungico, com efeito dose-dependente sobre C. albicans. O
mecanismo pode estar relacionado a alteracdo da homeostase celular e do metabolismo
energético, impactando o crescimento fungico. No contexto clinico, o uso do lactato de sodio
como um coadjuvante no tratamento antifiungico pode ser uma alternativa para potencializar a
acdo de antifungicos convencionais, reduzindo o risco de resisténcia. A inibi¢ao significativa
em doses elevadas sugere que ele pode ser explorado como um candidato para formulagdes
antimicrobianas. Portanto, os resultados demonstram que o lactato de sodio apresenta efeito
inibitorio sobre Candida albicans, especialmente em concentragdes acima de 312,5 pug/mL,

reforcando seu potencial como adjuvante no controle de infec¢des fungicas (Tassinari, 2020).

Grafico 17 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de s6dio em

amostras de Candida krusei ATCC 6258.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sédio tem um efeito dose-dependente sobre
Candida krusei, com inibigao significativa do crescimento em concentragdes mais elevadas. A
absorbancia foi drasticamente reduzida nas doses acima de 312,5 pg/mL, indicando efeito
antifingico nessas concentracdes. No entanto, em doses mais baixas (< 156,2 ug/mL), a
atividade metabolica foi progressivamente recuperada, sugerindo que a CIM (Concentragao
Inibitéria Minima) pode estar entre 312,5 e 625 pg/mL. O teste de Kruskal-Wallis confirmou
diferencas estatisticas entre o controle ¢ todas as concentracdes testadas, reforcando a acao
inibitoria do lactato de sodio. Esses achados sdo relevantes, pois C. krusei ¢ conhecida por

apresentar resisténcia intrinseca ao fluconazol, tornando essencial a busca por alternativas
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terapéuticas eficazes. O mecanismo de acdo do lactato de so6dio pode envolver alteracdo da
homeostase celular fingica e impactos no metabolismo energético, reduzindo a viabilidade
celular. No contexto clinico, o uso do lactato de sddio como coadjuvante no tratamento
antifingico pode representar uma estratégia promissora para infec¢des causadas por C. krusei,
especialmente devido a sua resisténcia aos antiflingicos convencionais. A inibi¢do significativa
em doses elevadas sugere que ele pode ser explorado como adjuvante na formulagdo de novas

terapias antifingicas (Pappas, 2016).

Grafico 18 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de s6dio em

amostras de Candida tropicalis ATCC 750.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sdédio tem um efeito inibitorio sobre Candida
tropicalis, especialmente em concentragdes mais elevadas. A absorbancia foi drasticamente
reduzida nas doses acima de 312,5 pg/mL, indicando um forte efeito antifingico nessas
concentragdes. Em doses mais baixas (<156,2 pg/mL), a atividade metabdlica foi
progressivamente restaurada, sugerindo que a CIM pode estar entre 312,5 € 625 pg/mL. O teste
de Kruskal-Wallis confirmou diferencgas estatisticas entre o controle ¢ todas as concentragdes
testadas, refor¢ando a a¢do inibitoria do lactato de sédio. Esses achados sdo relevantes, pois C.
tropicalis € frequentemente associada a infec¢des invasivas e resisténcia antifingica emergente.
O mecanismo de acdo do lactato de so6dio pode envolver alteragdes na permeabilidade da
membrana celular fingica ou interferéncia no metabolismo energético, tornando a célula

fingica mais suscetivel ao estresse quimico.
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Grafico 19 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de s6dio em

amostras de Candida glablatra ATCC 90030.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de s6dio tem um efeito inibitdrio sobre Candida
glabrata, especialmente em concentragdes mais elevadas. A absorbancia foi drasticamente
reduzida nas doses acima de 312,5 pg/mL, indicando um forte efeito antifungico nessas
concentragdes. Em doses mais baixas (< 156,2 pg/mL), a atividade metabolica foi
progressivamente restaurada, sugerindo que a CIM (Concentragdo Inibitoria Minima) pode
estar entre 312,5 e 625 pg/mL. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferengas estatisticas entre
o controle e todas as concentragdes testadas, refor¢cando a agdo inibitoria do lactato de sédio.
Esses achados sao relevantes, pois C. glabrata é conhecida por apresentar resisténcia parcial ao
fluconazol, tornando essencial a busca por alternativas terapéuticas eficazes. O mecanismo de
acao do lactato de sddio pode envolver alteragdo da homeostase celular fingica e impactos no

metabolismo energético, reduzindo a viabilidade celular.
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Grafico 20 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de s6dio em

amostras de Candida parapsilosis ATCC 22019.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de s6dio tem um efeito inibitdrio sobre Candida
parapsilosis, especialmente em concentracdes mais elevadas. A absorbancia foi drasticamente
reduzida nas doses acima de 312,5 pg/mL, indicando um forte efeito antifungico nessas
concentragdes. Em doses mais baixas (<156,2 ug/mL), a atividade metabolica foi
progressivamente restaurada, sugerindo que a CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) pode
estar entre 312,5 e 625 ng/mL. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas estatisticas entre
o controle e todas as concentragdes testadas, refor¢ando a agdo inibitoria do lactato de sédio.
Esses achados sdo relevantes, pois C. parapsilosis ¢ frequentemente isolada de infecc¢des
hospitalares e pode apresentar sensibilidade varidvelaos antifngicos convencionais. O
mecanismo de agdo do lactato de sddio pode envolver alteragdes na permeabilidade da
membrana celular fingica ou interferéncia no metabolismo energético, tornando a célula
fingica mais suscetivel ao estresse quimico. No contexto clinico, o uso do lactato de sodio
como coadjuvante no tratamento antifingico pode representar uma estratégia promissora para

infec¢des causadas por C. parapsilosis, principalmente em casos resistentes.
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Grafico 21 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de s6dio em

amostra de nimero 4 (C. ndo-albicans - parapsilosis).

1.5
B
[
a
1} 1.0 _
©
)
c
«
2 0.5-
]
@
o
0.0- | p—
& ‘%@ Q\&\ g\é q\@\ 0)\@ ‘%@ q\‘& ‘%@\ Q\@\ 0}&
o(.‘é STt S AR eRAT o
(&) cf) \W © ")\q’:\‘) q«%ﬁ NQ” O e

Dose lactato de soédio
Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de s6dio tem um efeito dose-dependente sobre a
amostra n° 4, com forte inibicdo do crescimento em concentragdes mais elevadas (> 312,5
png/mL). Observa-se uma redugdo significativa da absorbancia nas concentragdes mais altas,
sugerindo uma supressdo metabdlica efetiva. Contudo, um pico de crescimento foi detectado
em 19,5 pg/mL, indicando uma possivel ativacdo metabolica transitoria nessa concentragdo

especifica.

O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas estatisticas entre o controle e todas as
concentragoes testadas, reforcando que o lactato de sodio influencia o crescimento da amostra
n°® 4. O mecanismo dessa resposta pode estar relacionado a adaptagdes metabolicas da célula
fungica, onde concentragdes intermedidrias podem permitir um ajuste antes da inibi¢ao total
observada em doses mais altas. Essa resposta heterogénea ¢ relevante, pois sugere que
diferentes cepas ou condi¢des ambientais podem modular a sensibilidade ao lactato de sodio.
Esse comportamento pode ser explorado para entender melhor mecanismos de resisténcia ou

adaptagdo fingica a agentes antifingicos alternativos.



66

Grafico 22 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de s6dio em

amostras de nimero 15 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sdédio tem um efeito inibitorio sobre a amostra n°
15, com reducdo significativa da absorbancia nas concentracdes acima de 312,5 pg/mL. As
concentragdes mais altas (2500 e 1250 pg/mL) apresentaram a menor atividade metabdlica,
sugerindo inibicdo do crescimento, segundo as andlises estatisticas. Em contrapartida, nas
concentragdes mais baixas (< 39 ug/mL), a atividade celular foi restaurada progressivamente,
indicando uma possivel CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) entre 312,5 e 625 pg/mL. O
teste de Kruskal-Wallis confirmou diferengas estatisticas significativas entre o controle e todas
as concentragoes testadas, reforcando que o lactato de sddio exerce um efeito dependente da
dose sobre a viabilidade da amostra n® 15. Esse comportamento pode estar relacionado a
alteragdes na permeabilidade da membrana celular fingica ou a um impacto no metabolismo
energético, limitando a capacidade de crescimento do microrganismo. Esses achados sao
importantes, pois indicam que o lactato de sédio pode atuar como um agente antifingico eficaz,
inibindo o crescimento celular em concentracdes adequadas. A resposta observada reforca a
hipotese de que diferentes cepas ou variagdes metabolicas podem modular a sensibilidade ao

tratamento.
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Grafico 23 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de s6dio em

amostra de nimero 29 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sddio tem um efeito inibitorio sobre a amostra n°
28, com reducdo significativa da absorbancia nas concentracdes acima de 312,5 pg/mL. As
concentragdes mais altas (2500 e 1250 pg/mL) apresentaram a menor atividade metabdlica,
sugerindo inibi¢do do crescimento. Em contrapartida, nas concentragdes mais baixas (< 39
ug/mL), a atividade celular foi restaurada progressivamente, indicando uma possivel CIM

(Concentragao Inibitoria Minima) entre 312,5 e 625 pg/mL.

O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferengas estatisticas significativas entre o
controle e todas as concentragdes testadas, reforcando que o lactato de sddio exerce um efeito
dependente da dose sobre a viabilidade da amostra n® 28. Esse comportamento pode estar
relacionado a alteracdes na permeabilidade da membrana celular fingica ou a um impacto no
metabolismo energético, limitando a capacidade de crescimento do microrganismo. No
contexto clinico, o uso do lactato de s6dio como um coadjuvante no tratamento antifingico
pode representar uma alternativa para otimizar terapias convencionais e reduzir o risco de
resisténcia fungica. A forte inibigdo observada em doses elevadas sugere que ele pode ser
explorado para novas formulagdes antiflingicas, especialmente para o controle de infec¢des

persistentes.
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Grafico 24 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de sddio em

amostras de numero 44 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sdédio tem um efeito inibitorio sobre a amostra n°
44, com reducdo significativa (p = 1,22 x 107°) da absorbancia nas concentra¢des acima de
312,5 pg/mL. Na presenga das concentracdes mais altas (2500 e 1250 pg/mL), a amostra
apresentou a menor atividade metabolica, sugerindo uma forte inibicdo do crescimento. Em
contrapartida, nas concentragdes mais baixas (< 39 ug/mL), a atividade celular foi restaurada
progressivamente, indicando uma possivel CIM (Concentracao Inibitéria Minima) entre 312,5
e 625 pg/mL. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas estatisticas significativas entre o
controle e todas as concentragdes testadas, reforcando que o lactato de sddio exerce um efeito
dependente da dose sobre a viabilidade da amostra n® 44. Esse comportamento pode estar
relacionado a alteragcdes na permeabilidade da membrana celular fingica ou a um impacto no

metabolismo energético, limitando a capacidade de crescimento do microrganismo.

5.4 TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE LACTATO DE SODIO E FLUCONAZOL SOBRE
CELULAS PLANCTONICAS DE Candida spp.
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Grafico 25 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de sodio e

fluconazol em Candida albicans SC5314.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que a combinagdo de fluconazol com lactato de s6dio aumenta
significativamente a inibicdo do crescimento de Candida albicans, sugerindo um efeito
sinérgico entre os compostos. Esse efeito foi mais pronunciado em doses mais altas de lactato
de sodio (625 e 312,5 upg/mL), onde o crescimento fungico foi drasticamente reduzido,
independentemente da concentragdo de fluconazol. Além disso, o efeito inibitorio foi dose-
dependente, sendo maior em concentragdes elevadas de lactato de sédio. O teste de Kruskal-
Wallis confirmou diferengas estatisticas entre o controle e todas as condi¢des testadas,
reforcando o potencial da associagdo desses compostos no combate a C. albicans. Essa
descoberta pode ter implicacdes clinicas importantes, pois o lactato de sddio pode potencializar
a acdo do fluconazol, possivelmente alterando o metabolismo flingico ou aumentando a
permeabilidade da membrana celular ao antifingico. Isso abre caminho para novas estratégias
terapéuticas que reduzam a necessidade de doses elevadas de fluconazol, minimizando os riscos
de toxicidade e resisténcia antifingica. Assim, a associacao entre lactato de sodio e fluconazol
demonstra um efeito sinérgico significativo, aumentando a efic4cia antifungica contra C.
albicans e sugerindo um potencial uso desse composto como adjuvante no tratamento de

infec¢des fungicas.
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Grafico 26 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de sodio e

fluconazol em Candida krusei ATCC 6258.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que a associagdo entre fluconazol e lactato de sodio intensifica a
inibicao do crescimento de Candida krusei. Em todas as concentragoes testadas, a combinagao
desses compostos resultou em uma redugdo significativa da absorbancia em comparacio ao
controle, indicando efeito sinérgico entre os tratamentos. Esse efeito foi evidente em todas as
doses de lactato de sodio, nas quais o crescimento flingico foi reduzido. No entanto, mesmo em
concentragcdes mais baixas, a associacdo manteve um efeito inibitério superior ao fluconazol
1solado, sugerindo que o lactato de sédio pode aumentar a sensibilidade de C. krusei ao
antifingico. Os achados sdo relevantes porque C. krusei € naturalmente resistente ao fluconazol,
e a associacdo com lactato de sddio pode representar uma alternativa promissora para
potencializar sua eficacia. O efeito inibidor foi observado em todas as doses, o que sugere que
o lactato de sodio pode atuar facilitando a acdo do fluconazol sobre a célula fingica. Isso pode
ocorrer por mecanismos como aumento da permeabilidade da membrana celular ou alteracao
do metabolismo fungico, tornando C. krusei mais suscetivel ao antifungico. Clinicamente, esses
achados sugerem que o lactato de sodio pode ser utilizado como um adjuvante no tratamento
de infeccdes fungicas resistentes, permitindo uma melhor resposta ao fluconazol e
potencialmente reduzindo a necessidade de doses mais altas do antifingico. Esse efeito pode
ser explorado para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para infecgdes flingicas

causadas por C. krusei, um patogeno frequentemente associado a falhas terapéuticas com azois.
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Grafico 27 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de sodio e

fluconazol em Candida tropicalis ATCC 750.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que a associagdo entre fluconazol e lactato de sddio potencializa
a inibicdo do crescimento de Candida tropicalis. Em todas as concentragdes testadas, a
combinagdo desses compostos resultou em uma reducdo significativa da absorbancia em
comparac¢do ao controle, sugerindo efeito sinérgico entre os tratamentos. Esse efeito foi mais
evidente nas doses mais altas de lactato de sodio (625 e 312,5 pg/mL), onde o crescimento
fungico foi severamente reduzido. Entretanto, mesmo em concentragdes menores, a associagao
apresentou um efeito inibitério maior que o fluconazol isolado, indicando que o lactato de sodio
pode aumentar a sensibilidade de C. tropicalis ao antifingico. Esses achados sdo relevantes,
pois C. tropicalis ¢ frequentemente associada a infec¢des invasivas e resisténcia antifingica
emergente. A sinergia entre lactato de sodio e fluconazol pode representar uma alternativa
promissora para melhorar a eficacia do tratamento. O efeito inibidor pode estar relacionado a
mecanismos como alteragcdo da permeabilidade da membrana celular fingica ou interferéncia
no metabolismo energético, tornando C. tropicalis mais suscetivel ao antifungico. Portanto, a
associacdo entre lactato de sodio e fluconazol demonstrou um efeito sinérgico significativo
contra C. tropicalis, aumentando a eficicia antifungica e sugerindo um potencial uso desse

composto como adjuvante no tratamento de infec¢des fingicas resistentes.
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Grafico 28 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de sodio e

fluconazol em Candida glablatra ATCC 90030.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que a associagdo entre fluconazol e lactato de sdédio potencializa
a inibicdo do crescimento de Candida glabrata. Em todas as concentragdes testadas, a
combinagdo desses compostos resultou em uma redug¢do da absorbancia em comparacido ao
controle. Esse efeito foi mais evidente nas doses mais altas de lactato de sodio (625 e 312,5
pg/mL), nas quais o crescimento fungico foi severamente reduzido. Esse achado ¢
particularmente relevante, pois C. glabrata apresenta resisténcia parcial ao fluconazol, sendo

muitas vezes necessario o uso de antifingicos alternativos.

Grafico 29 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao lactato de sodio e
fluconazol em Candida parapsilosis ATCC 22019.
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Aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados. Como o p-
valor foi menor que 0.05, realizou-se o teste post-hoc de Dunn para identificar quais grupos

apresentam diferengas significativas.

Os resultados indicam que a associagdo entre fluconazol e lactato de s6dio potencializa
a inibicdo do crescimento de Candida parapsilosis. Em todas as concentragdes testadas, a
combinagdo desses compostos resultou em uma redugdo significativa da absorbancia em
comparagdo ao controle, sugerindo efeito sinérgico entre os tratamentos. Esse efeito foi mais
evidente nas doses mais altas de lactato de sddio (625 e 312,5 pg/mL), onde o crescimento
fingico foi severamente reduzido. Esses achados sdo particularmente relevantes, pois C.
parapsilosis pode apresentar resisténcia variavel ao fluconazol, especialmente em infecgdes
hospitalares. A sinergia entre lactato de sodio e fluconazol sugere que o lactato de sddio pode
aumentar a sensibilidade de C. parapsilosis, potencialmente melhorando a eficacia do
tratamento antifungico e reduzindo a necessidade de doses elevadas de fluconazol. O
mecanismo de acdo pode envolver alteracdes na permeabilidade da membrana fungica ou

interferéncia no metabolismo celular, tornando a célula fliingica mais vulneravel ao antifiingico.

5.5 TESTE DO EFEITO DO LACTATO DE SODIO SOBRE BIOFILME RECEM-
ADERIDOS DE AMOSTRAS PADROES E HOSPITALARES DE Candida spp.

Grafico 30 — Avaliagao de sensibilidade de biofimes recém-aderidos frente ao lactato de sédio

em amostra de Candida albicans SC5314.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sodio afeta a atividade metabdlica dos biofilmes

recém-formados de Candida albicans de maneira dose-dependente. Em concentragdes acima



74

de 312,5 pg/mL, houve um aumento progressivo da atividade metabdlica, com um pico entre
39 e 19,5 pg/mL, sugerindo que concentragdes intermediarias podem estimular a viabilidade
celular. No entanto, em concentracdes altas (2500 e 1250 pg/mL), a atividade metabolica foi
reduzida, indicando inibi¢do fingica. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas
estatisticamente significativas entre o controle e todas as concentragdes testadas, reforgando o
efeito do lactato de sodio na regulagdo da atividade metabolica dos biofilmes. Esse
comportamento pode estar relacionado a respostas adaptativas da célula fungica ao estresse
quimico, e doses intermediarias podem induzir uma ativacao metabdlica compensatoria antes
da inibicdo total observada em doses elevadas. Esses achados sdo relevantes, pois demonstram
que o lactato de sédio pode interferir no metabolismo de biofilmes fungicos, tornando-se um
candidato promissor para estratégias antifungicas alternativas. O mecanismo dessa resposta
pode envolver alteracdes na integridade da matriz extracelular do biofilme, impacto no
transporte de nutrientes ou na sinalizacdo de estresse oxidativo. No contexto clinico, o uso do
lactato de s6dio como coadjuvante no tratamento de infec¢des fingicas pode representar uma
abordagem inovadora para potencializar a acdo de antifingicos convencionais e reduzir a
resisténcia dos biofilmes. A inibi¢do significativa observada em concentragdes elevadas sugere
que ele pode ser explorado para formulagdes antimicrobianas direcionadas ao controle de

biofilmes resistentes (Bandara, 2020).

Grafico 31 — Avaliagao de sensibilidade de biofimes recém-aderidos frente ao lactato de sédio

em amostra de Candida krusei ATCC 6258.
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sodio influencia a atividade metabodlica dos

biofilmes recém-formados de Candida krusei, mas de maneira distinta. Em concentragdes altas
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(= 1250 pg/mL), houve uma redugdo significativa da atividade metabodlica em comparacdo ao
controle, indicando um possivel efeito inibitorio. Entretanto, em concentragdes intermedidrias
e baixas (39 — 156,2 pg/mL), houve um aumento da atividade metabdlica, sugerindo uma
resposta adaptativa das células fungicas. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas
estatisticamente significativas entre algumas concentragdes, indicando que o efeito do lactato
de sodio sobre C. krusei pode ndo ser apenas inibitdrio, mas também estimulatorio em doses
menores. Esse padrdo sugere que a célula flingica pode ativar mecanismos compensatorios em
resposta ao estresse quimico induzido pelo lactato de sodio. Esses achados sdo relevantes, pois
C. krusei ¢ uma espécie conhecida por sua resisténcia intrinseca ao fluconazol, tornando
essencial a busca por estratégias alternativas de controle. A flutuacdo na atividade metabolica
observada pode estar relacionada a mecanismos de resisténcia adaptativa, como modulacgao de
bombas de efluxo ou ajustes no metabolismo energético. No contexto clinico, o uso do lactato
de s6dio como coadjuvante antifiingico pode ser promissor, mas a resposta variavel de C. krusei
indica que sua eficacia pode depender da dose utilizada. Concentragdes elevadas parecem ser
mais eficazes na supressao da atividade metabdlica, enquanto doses intermediarias podem
potencialmente favorecer o crescimento fiingico. Portanto, os resultados demonstram que o
lactato de soédio impacta significativamente a atividade metabolica dos biofilmes recém-
formados de Candida krusei, reforcando seu potencial como adjuvante no tratamento de
infec¢des fungicas, mas indicando que a concentracao utilizada pode afetar sua eficacia (Silva,

2012).

Grafico 32 — Avaliagao de sensibilidade de biofimes recém-aderidos frente ao lactato de sédio

em amostra de Candida tropicalis ATCC 750.
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Os resultados indicam que o lactato de sodio influencia a atividade metabolica dos
biofilmes recém-formados de Candida tropicalis de maneira varidvel. Em concentragdes altas
(> 2500 pg/mL), houve uma redugdo na atividade metabdlica, sugerindo um possivel efeito
inibitorio. No entanto, em concentragdes intermedidrias (1250 — 78,12 ug/mL), a atividade
metabdlica permaneceu elevada, com algumas flutuagdes, sugerindo que essas doses ndo foram
suficientes para inibir o metabolismo fungico. Em concentragdes muito baixas (4,85 pg/mL), a
atividade metabolica foi significativamente reduzida, possivelmente devido a um efeito tardio
de inibicdo celular. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferengas estatisticamente
significativas entre algumas concentragdes, indicando que a resposta de C. tropicalis ao lactato
de sodio pode ser varidvel e dependente da dose. Isso sugere que a célula fingica pode ativar
mecanismos adaptativos em certas concentragdes, possivelmente regulando vias metabolicas
alternativas ou alterando a estrutura do biofilme para resistir ao estresse quimico. Esses achados
sdo importantes porque C. tropicalis é frequentemente associada a infecgdes invasivas e
resisténcia antifungica emergente. O comportamento observado pode estar relacionado a
respostas fisiologicas do biofilme, como aumento da producdo de matriz extracelular ou
ativacao de mecanismos de tolerancia ao estresse oxidativo. Portanto, os resultados demonstram
que o lactato de sodio impacta significativamente a atividade metabolica dos biofilmes recém-
formados de Candida tropicalis, refor¢ando seu potencial como adjuvante no controle de
infec¢des fungicas, mas sugerindo que a escolha da concentragdo adequada ¢ essencial para

otimizar sua eficdcia antifingica (Liu, 2014).

Grafico 33 — Avaliagdo de sensibilidade de biofimes recém-aderidos frente ao lactato de sédio

em amostra de Candida glablatra ATCC 90030.
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Os resultados indicam que o lactato de sodio influencia a atividade metabolica dos
biofilmes recém-formados de Candida glabrata de forma dose-dependente. Em concentragdes
altas (> 2500 pg/mL), a atividade metabolica foi reduzida em comparacdao ao controle,
sugerindo um efeito inibitério. Em concentragdes intermediarias (312,5 — 78,12ug/mL), houve
um aumento da atividade metabdlica, com um pico em 78,12 pg/mL, possivelmente indicando
uma adaptacdo ao estresse quimico. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferencas
estatisticamente significativas entre algumas concentracdes, sugerindo que C. glabrata pode
ativar mecanismos compensatorios em resposta ao lactato de sodio. Esse comportamento pode
estar relacionado a mudangas na estrutura do biofilme, expressdo de genes de resisténcia ou
ajustes no metabolismo energético. Esses achados sdo relevantes, pois C. glabrata ¢
frequentemente associada a resisténcia antifingica, dificultando seu tratamento. A variacdo na
resposta metabolica sugere que doses elevadas de lactato de sddio podem ser eficazes na
reducdo da atividade do biofilme, enquanto concentragdes intermediarias podem permitir um
crescimento fingico compensatorio. No contexto clinico, o uso do lactato de sdédio como
adjuvante antifiingico pode ser promissor, mas a resposta variavel de C. glabrata indica que sua
eficacia depende da dose utilizada e do tempo de exposicdo. Concentragdes mais altas parecem
ser mais eficazes na supressao da atividade metabdlica, enquanto doses intermedidrias podem

manter ou até estimular o metabolismo do biofilme.

Grafico 34 — Avaliacdo de sensibilidade de biofimes frente ao lactato de s6dio em amostra de

Candida parapsilosis ATCC 22019.
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Os resultados indicam que o lactato de sodio influencia a atividade metabodlica dos

biofilmes recém-formados de Candida parapsilosis, com um comportamento dose-dependente.
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Em concentragdes elevadas (> 2500 ug/mL), a atividade metabolica foi ligeiramente reduzida,
sugerindo um possivel efeito inibitorio. No entanto, em concentragdes intermediarias (78,12 —
312,5 pg/mL), houve um aumento da atividade metabolica, com um pico em 78,12 pg/mL,
indicando um possivel efeito de adaptacao ou estimulagdo do metabolismo fungico. O teste de
Kruskal-Wallis confirmou diferencas estatisticas entre algumas concentragdes, indicando que
C. parapsilosis pode modular sua resposta ao lactato de s6dio por meio de mecanismos
adaptativos. Esse padrao pode estar relacionado a ajustes no metabolismo energético, aumento
da produgdo de matriz extracelular ou regulacdo de vias de resisténcia ao estresse quimico.
Esses achados sdao importantes, pois C. parapsilosis ¢ frequentemente associada a infecgdes
hospitalares e resisténcia antifingica. A resposta observada sugere que doses elevadas de lactato
de soédio podem ser eficazes na reducdo da atividade metabodlica do biofilme, enquanto doses
intermediarias podem promover um efeito compensatdrio. No contexto clinico, o uso do lactato
de sédio como adjuvante antifingico pode ser benéfico, mas a resposta variavel de C.
parapsilosis indica que sua eficacia depende da dose utilizada ¢ do tempo de exposigdo.
Concentracdes mais altas parecem ser mais eficazes na supressdo da atividade metabdlica,

enquanto doses intermediarias podem favorecer a adaptagao do biofilme (Tucker, 2021).

Grafico 35 — Avaliacdo de sensibilidade biofimes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostra de namero 3 (C. ndo-albicans - tropicalis).
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Os resultados indicam que o lactato de sddio ndo teve um efeito significativo sobre a
atividade metabdlica dos biofilmes recém-formados da amostra n® 2. As diferentes
concentragdes ndo resultaram em variagdes expressivas na absorbancia, sugerindo que esse

biofilme apresenta tolerancia ao lactato de sddio dentro das doses testadas. A falta de diferencga
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estatistica confirmada pela ANOVA One-Way sugere que o lactato de sédio ndo afetou a
viabilidade metabolica dos biofilmes de maneira relevante, indicando que essa amostra pode
ser menos sensivel ao composto em comparacdo com outras espécies ou cepas. Esse
comportamento pode estar relacionado a mecanismos de resisténcia, como modulagdo da matriz
extracelular, alteracdes na expressdo de genes de estresse oxidativo ou maior eficiéncia na
homeostase celular. No contexto clinico, esses resultados indicam que o lactato de so6dio pode
ndo ser eficaz como adjuvante antifingico para essa amostra especifica, refor¢ando a
necessidade de testes complementares para avaliar a sensibilidade desse biofilme a outros
compostos ou combinagdes de antifiingicos. Portanto, os resultados demonstram que o lactato
de sodio ndo induziu mudangas significativas na atividade metabdlica dos biofilmes da amostra

n°® 2, sugerindo uma possivel resisténcia do biofilme ao tratamento nas condi¢des testadas

(Tkhilaishvili, 2020).

Grafico 36 - Avaliacao de sensibilidade biofilmes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostra de namero 11 (C. albicans).
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Os resultados indicam que o lactato de sodio influencia a atividade metabodlica dos
biofilmes recém-formados da amostra n° 11 de maneira dose-dependente. Em concentragdes
mais altas (> 1250 pg/mL), manteve niveis de atividade metabolica semelhantes ao controle,
sugerindo que ndo houve inibi¢do significativa. Entretanto, a partir de 312,5 ng/mL (de 312,5
para cima), houve redugdo progressiva na atividade metabdlica, indicando que concentragdes
mais baixas do composto foram eficazes na inibicdo do biofilme. O teste de Kruskal-Wallis
confirmou diferengas estatisticas entre o controle e concentracdes abaixo de 312,5 pg/mL,

sugerindo que a eficécia inibitéria do lactato de sddio s6 é observada em doses menores. Esse
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padrdo pode estar relacionado a um possivel efeito paradoxal, no qual doses mais altas podem
ndo afetar significativamente a viabilidade do biofilme, enquanto doses intermedidrias ou
baixas podem interromper processos metabolicos essenciais para sua manutengdo. Esses
achados sdao importantes, pois indicam que o lactato de so6dio pode ser eficaz na redugdo da
atividade metabolica de biofilmes em doses especificas, o que pode ter aplicagdes no controle
de infecgdes fungicas persistentes. O mecanismo exato dessa resposta pode estar relacionado a
alteragdes na integridade celular, estresse oxidativo ou modulagdo da matriz extracelular do
biofilme. No contexto clinico, os resultados sugerem que o lactato de sodio pode ser um agente
antifiingico promissor, mas sua eficécia pode variar dependendo da concentragdo utilizada. A
inibi¢do mais acentuada observada nas doses mais baixas pode indicar um possivel efeito de
sensibilizacdo do biofilme ao estresse quimico, tornando-o mais vulneravel a acao de
antifungicos convencionais. Portanto, os resultados demonstram que o lactato de sdédio impacta
significativamente a atividade metabolica dos biofilmes recém-formados da amostra n° 11,
reforcando seu potencial como adjuvante no controle de infecgdes fungicas, mas sugerindo que

a escolha da concentragdo € essencial para otimizar seu efeito antifingico (Ramage et al., 2005).

Grafico 37 — Avaliagdo de sensibilidade biofimes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostras de niimero 29 (C. albicans).
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Os resultados indicam que o lactato de sddio influencia significativamente a atividade
metabolica dos biofilmes recém-formados da amostra n® 29. O perfil observado mostra um
aumento da atividade metabdlica em concentragdes elevadas (> 1250 pg/mL), com um pico

significativo em 2500 pg/mL. Esse comportamento sugere que, nessas concentragdes, o lactato
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de sodio pode estar estimulando a atividade celular ou induzindo um mecanismo de resposta ao

estresse.

Por outro lado, concentragdes menores que 312,5 pg/mL resultaram em uma redugao
progressiva da atividade metabdlica, indicando uma possivel acdo inibitoria. O teste de Kruskal-
Wallis confirmou diferencas estatisticas entre o controle e as concentracdes mais baixas,
sugerindo que a inibi¢do ocorre apenas em doses menores, enquanto doses mais altas podem
levar a uma ativagdo metabdlica inesperada. Esses achados sdo relevantes, pois indicam que o
efeito do lactato de sddio sobre biofilmes pode ndo ser exclusivamente inibitério, mas também
depender da concentragdo e da resposta adaptativa das células. Isso pode estar relacionado a
mecanismos como modulacdo da expressao génica, alteragdo da matriz extracelular ou ativagao
de vias metabdlicas alternativas. No contexto clinico, o uso do lactato de sddio como adjuvante
antifingico pode ter eficacia variavel dependendo da dose utilizada. Enquanto concentragdes
menores podem ser Uteis para suprimir a atividade metabdlica dos biofilmes, doses elevadas

podem nao ser ideais, pois podem estimular mecanismos de resisténcia (Brown, 2014).

Grafico 38 — Avaliacdo de sensibilidade biofimes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostra de nimero 41 (C. albicans).
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Os resultados indicam que o lactato de sodio afetou significativamente a atividade
metabdlica dos biofilmes recém-formados da amostra n® 41. Observa-se uma reducao drastica
da atividade metabolica em todas as concentragdes testadas quando comparadas ao controle,
sugerindo que o lactato de sodio teve um efeito inibitorio direto sobre o biofilme. O teste de
Kruskal-Wallis confirmou diferencas estatisticamente significativas entre o controle e todas as

concentragdes de lactato de sodio, reforcando a eficacia do composto na redugdo da atividade
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metabolica do biofilme. A inibi¢do mais acentuada foi observada em concentragdes elevadas (>
2500 pg/mL), onde a atividade metabolica caiu para menos de 30% do valor do controle. Esses
achados sdo importantes porque indicam que o lactato de sddio pode ser um agente eficaz na
inibicao de biofilmes fungicos, impedindo sua manutengao e desenvolvimento. O mecanismo
exato dessa inibi¢do pode estar relacionado a alteragdes na estrutura do biofilme, aumento do
estresse oxidativo ou inibicdo de vias metabdlicas essenciais para a sobrevivéncia das células
aderidas. No contexto clinico, esses resultados sugerem que o lactato de sodio pode ser um
adjuvante promissor no tratamento de infec¢oes fungicas associadas a biofilmes, ajudando a
reduzir a resisténcia ¢ aumentando a eficacia de antifingicos convencionais. Portanto, os
resultados demonstram que o lactato de sodio reduz significativamente a atividade metabdlica

dos biofilmes recém-formados da amostra n° 41.

Grafico 39 — Avaliacao da biomassa de biofimes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostra de Candida albicans SC5314.
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Os resultados indicam que o lactato de sodio influencia significativamente a biomassa
dos biofilmes recém-formados de Candida albicans. Em concentragdes elevadas (> 2500
png/mL), houve uma redugdo acentuada da biomassa, sugerindo que doses altas do composto
tém um efeito inibitdrio significativo na adesdo e formagao inicial do biofilme. Entretanto, em
concentragdes intermedidrias e baixas (78,12 - 39 pg/mL), a biomassa aumentou
significativamente, atingindo um pico em 39 pg/mL. Isso pode indicar que doses intermedidrias
estimulam a producao de matriz extracelular, favorecendo a formacao do biofilme ao invés de
inibi-lo. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferengas estatisticas entre o controle e algumas

concentragdes, sugerindo que C. albicans responde ao lactato de sddio de forma ndo linear,
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podendo ativar mecanismos compensatorios de resisténcia. Essa variagdo pode estar associada
a ajustes na expressao de genes relacionados a formacao de biofilme, aumento na produgdo de
proteinas de adesdo e mudangas na composi¢ao da matriz extracelular. Esses achados sao
importantes, pois C. albicans ¢ a principal espécie causadora de infec¢des associadas a
biofilmes, e sua capacidade de adaptagdo a compostos antimicrobianos pode dificultar o
tratamento. A resposta observada sugere que o lactato de so6dio pode ser eficaz para inibir a
formagdo de biofilmes apenas em concentracdes adequadas, enquanto doses intermedidrias
podem paradoxalmente estimular sua formacao. No contexto clinico, esses resultados reforgam
que o lactato de sodio pode ser um adjuvante antifingico promissor, mas a escolha da dose ¢
fundamental para otimizar seus efeitos inibitorios. Doses mais altas parecem ser mais eficazes
na redugdo da biomassa do biofilme, enquanto doses intermediarias podem favorecer seu

crescimento (Ueno, 2011).

Grafico 40 — Avaliagdo da biomassa de biofilmes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostra de Candida krusei ATCC 6258.

- N
o =
] ]

Absorbancia (595nm)
5
1

0.5
0.0-
AN AN
S ¢ & & \<° & <° S S &
& @%} @? D St @} IR
® qf) ,\ '\‘(‘;'o., ,\q,q \Q’" 9% 6

Dose lactato de sédio
Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sddio tem um efeito variavel sobre a biomassa
dos biofilmes recém-formados de Candida krusei. Concentragdes elevadas (= 2500 pg/mL)
resultaram em uma redugdo significativa na biomassa, sugerindo um efeito inibitorio direto na
adesdo celular ¢ na formagao inicial do biofilme. Entretanto, doses intermediarias e baixas
(78,12 — 9,7 pg/mL) resultaram em um aumento da biomassa, atingindo um pico em 78,12
png/mL. Isso pode indicar que, em doses menores, o lactato de sddio estimula mecanismos de
adaptacdo do biofilme, favorecendo sua maturagdo e desenvolvimento. Esse comportamento

pode estar relacionado a uma ativagdo da producao de matriz extracelular ou a um aumento na
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expressdo de proteinas de adesdo, permitindo a reorganizagdo do biofilme para resistir ao
estresse quimico. O teste de Kruskal-Wallis confirmou diferengas estatisticas entre o controle e
algumas concentragoes, indicando que C. krusei apresenta um padrao bifasico de resposta ao
lactato de sodio. Isso pode estar associado a mecanismos de tolerancia fingica que permitem a
ativacdo de vias metabodlicas alternativas em resposta a concentragdes subinibitorias do
composto. Esses achados sdo relevantes, pois C. krusei ¢ uma espécie naturalmente resistente
ao fluconazol, e a sua capacidade de ajustar o metabolismo do biofilme diante de agentes
antimicrobianos representa um desafio clinico. A variagao na resposta observada sugere que o
lactato de sédio pode ser eficaz para inibir a formagao do biofilme apenas em doses elevadas,
enquanto doses intermedidrias podem favorecer a persisténcia do biofilme e dificultar a
erradicagdo da infec¢do. No contexto clinico, esses resultados indicam que o lactato de sédio
pode ser um adjuvante antifingico eficaz contra C. krusei, mas a escolha da dose ¢ essencial
para evitar um possivel efeito de estimulagdo do biofilme em concentracdes inadequadas.
Concentragdes altas parecem ser mais eficazes na redugdo da biomassa, enquanto doses
intermediarias podem ativar mecanismos de resisténcia e fortalecimento da estrutura do
biofilme. Portanto, os resultados demonstram que o lactato de sddio impacta significativamente
a biomassa dos biofilmes recém-formados de Candida krusei, reforcando seu potencial como
adjuvante no controle de infeccdes fiingicas, mas indicando que a concentragdo utilizada deve
ser cuidadosamente escolhida para evitar um possivel fortalecimento do biofilme (Dovigo,

2013).

Grafico 41 - Avaliagdo da biomasssa de biofimes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostra de Candida tropicalis ATCC 750.
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Os resultados indicam que o lactato de sodio teve um efeito variavel na biomassa dos
biofilmes recém-formados de Candida tropicalis. Em concentragdes elevadas (= 2500 pg/mL),
a biomassa permaneceu semelhante a do controle, sugerindo que doses mais altas ndo afetaram
significativamente a adesdo e o crescimento do biofilme. J4 em doses intermediarias (625 - 39
png/mL), observou-se um aumento da biomassa, com um pico em 19,5 pg/mL, o que pode
indicar um efeito adaptativo da célula fungica, no qual a exposi¢ao a concentragdes moderadas
de lactato de sodio pode ter induzido mecanismos de fortalecimento da matriz extracelular e
aumento da adesao celular. Por outro lado, em concentragcdes muito baixas (4,85 pg/mL), houve
uma reducdo significativa da biomassa, indicando um possivel efeito inibitorio tardio ou uma
alteracdo na estrutura do biofilme que reduziu sua densidade celular. O teste de ANOVA One-
Way confirmou diferengas estatisticas entre o controle e as concentragdes de 19,5 pg/mL (maior
biomassa) e 4,85 pg/mL (menor biomassa), sugerindo que o lactato de sddio pode induzir
respostas contrastantes dependendo da dose aplicada. Esse comportamento pode estar
relacionado a alteragdes na composicdo da matriz extracelular, ativagdo de mecanismos de
resisténcia ou efeitos na regulacdo génica do biofilme. Esses achados sdo importantes porque
C. tropicalis ¢ uma espécie frequentemente associada a infec¢des invasivas e apresenta
resisténcia crescente a antifingicos convencionais. A capacidade do biofilme de aumentar sua
biomassa em certas doses de lactato de sddio sugere que concentragdes inadequadas podem,
paradoxalmente, favorecer a persisténcia do biofilme em ambientes clinicos. Portanto, os
resultados demonstram que o lactato de sddio impacta significativamente a biomassa dos
biofilmes recém-formados de Candida tropicalis, reforcando seu potencial como adjuvante no
controle de infec¢des flngicas, mas sugerindo que a concentragdo utilizada deve ser
cuidadosamente ajustada para evitar efeitos indesejados no desenvolvimento do biofilme

(Silva-Dias, 2015).
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Grafico 42 - Avaliagdo de sensibilidade biofimes recém-aderidos frente ao lactato de sédio em

amostra de Candida glablatra (ATCC 90020).
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Os resultados indicam que o lactato de sddio influencia a biomassa dos biofilmes recém-
formados de Candida glabrata, apresentando um padrao bifasico. Em concentracdes elevadas
(>2500 pg/mL), a biomassa foi reduzida em relagdo ao controle, sugerindo um efeito inibitorio
na adesdo e formacdo inicial do biofilme. Por outro lado, em doses intermediarias (78,12 —
156,2 ng/mL), houve um aumento significativo da biomassa, atingindo um pico em 78,12
png/mL. Esse comportamento sugere que, nessas concentragdes, C. glabrata pode estar ativando
mecanismos de resisténcia e adaptagdao, como o aumento da produgdo de matriz extracelular,
maior expressao de proteinas de adesdo ou ativacdo de vias metabolicas alternativas para
manuten¢do do biofilme. O teste de ANOVA One-Way confirmou diferencas estatisticamente
significativas entre o controle e as concentragdes de 78,12, 156,2 e 39 ug/mL, reforgando a
hipotese de que o lactato de sodio pode induzir diferentes respostas celulares dependendo da
dose aplicada. Esse efeito adaptativo pode estar relacionado a uma resposta ao estresse quimico,
onde a exposi¢do moderada ao lactato de sddio estimula a organizagao estrutural do biofilme
ao invés de inibi-lo.Esses achados sdo relevantes, pois C. glabrata é uma espécie com potencial
elevado de resisténcia a antifingicos, dificultando seu controle clinico. A resposta observada
sugere que doses inadequadas de lactato de so6dio podem, paradoxalmente, favorecer a

persisténcia do biofilme, tornando-o mais robusto e resistente a tratamentos convencionais.
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Grafico 43 - Avaliacao de sensibilidade biofilmes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostra de Candida parapsilosis ATCC 22019.

N
=)
1

-
[3,]
|

Absorbancia (595nm)
'o -—
[3,] o
1 1

Dose lactato de sédio

Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o lactato de sodio influencia a biomassa dos biofilmes recém-
formados de Candida parapsilosis, com um comportamento bifasico. Em concentragdes
elevadas (> 2500 pg/mL). Como ndo foram testadas concentracdes superiores a esta, ndo €
possivel sabermos qual seria o comportamento da linhagem, a biomassa permaneceu sem
diferencas significativas em relacdo ao controle, sugerindo que essas doses nao impactaram
drasticamente a adesdo e formacdo do biofilme. Por outro lado, em doses intermediarias (156,2
- 625 pg/mL), houve um aumento significativo da biomassa, atingindo um pico em 156,2
png/mL. Isso pode indicar que, nessas concentragdes, o lactato de sodio estimula mecanismos
de adaptacdo e resisténcia do biofilme, favorecendo sua maturacio e desenvolvimento. J4 em
doses mais baixas (< 4,85 pg/mL), observou-se uma redugdo na biomassa, sugerindo um
possivel efeito inibitorio tardio ou uma alteracdo na organizacdao estrutural do biofilme,
resultando em menor densidade celular. O teste de ANOVA One-Way confirmou diferencgas
estatisticas entre o controle e as concentragdes de 156,9 e 625ug/mL, refor¢ando a hipdtese de
que C. parapsilosis pode ativar mecanismos de resisténcia ou adaptagdo a concentragdes
moderadas de lactato de sddio. Esse efeito pode estar relacionado a alteragdes na produgdo de
matriz extracelular, ativacdo de vias de resposta ao estresse ou modulacdo de genes de adesao

(Kim, 2017).
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Grafico 42 - Avaliacao de sensibilidade biofilmes recém-aderidos frente ao lactato de s6dio em

amostra de nimero 4 (C. ndo-albicans - parapsilosis).
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Os resultados indicam que o lactato de sodio influenciou a biomassa dos biofilmes
recém-formados da amostra n° 4, com um padrao bifasico. Em concentragdes elevadas (> 2500
png/mL), a biomassa permaneceu sem grandes alteracdes em relagdo ao controle, sugerindo que
essas doses nao afetaram drasticamente a formacdo do biofilme. Por outro lado, em doses
intermediarias (312,5 — 19,5 pg/mL), houve um aumento significativo da biomassa, com o pico
mais alto observado em 19,5 pg/mL. Esse comportamento pode indicar que, nessas
concentragdes, o lactato de s6dio estimula mecanismos de resisténcia e fortalecimento do
biofilme, potencialmente aumentando a produgdo de matriz extracelular e a adesdo celular. Ja
em doses muito baixas (< 4,85 pg/mL), observou-se uma reducao na biomassa, sugerindo um
possivel efeito inibitorio tardio ou alteracdo na estrutura do biofilme, resultando em menor
densidade celular. O teste de ANOVA One-Way confirmou diferengas estatisticas entre o
controle e as concentracdes de 19,5 e 4,85 pg/mL, sugerindo que o lactato de sédio pode induzir
respostas contrastantes dependendo da dose aplicada. Esse comportamento pode estar
relacionado a alteragdes na regulagdo da formacgao de biofilme, ativacao de genes de resisténcia
e modulacdo da composicdo da matriz extracelular. Esses achados sdo importantes, pois
indicam que doses inadequadas de lactato de sddio podem, paradoxalmente, fortalecer o
biofilme em vez de inibi-lo, o que pode impactar a eficacia de tratamentos antifingicos. No
contexto clinico, os resultados sugerem que o lactato de sodio pode ser um adjuvante
antifingico promissor, mas sua aplicagdo requer um controle rigoroso da concentragao

utilizada. Doses mais baixas podem ter efeito inibitdrio, enquanto doses intermediarias podem
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estimular a resisténcia e fortalecimento do biofilme. Portanto, os resultados demonstram que o
lactato de soédio impacta significativamente a biomassa dos biofilmes recém-formados da
amostra n° 4, reforgando seu potencial como adjuvante no controle de infecgdes fungicas, mas
indicando que a concentragdo correta ¢ essencial para evitar efeitos indesejados no

desenvolvimento do biofilme (Nett, 2020).

Grafico 44 - Avaliacdo de biomassa de biofilmes recém-aderidos frente ao lactato de sédio em

amostra de nimero 11 (C. albicans).
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Os resultados indicam que o lactato de sodio influenciou a biomassa dos biofilmes
recém-formados da amostra n° 11, com um padrao bifasico. Em concentracdes elevadas (> 250
png/mL), houve uma redugdo significativa na biomassa, sugerindo um efeito inibitorio sobre a
adesdo e formacao inicial do biofilme. Ja4 em doses intermediarias (625 - 39ug/mL), a biomassa
apresentou variagdes e atingiu um pico em 312,5 pg/mL, sugerindo que essas concentracdes
podem estimular mecanismos de adaptagdo do biofilme, possivelmente por meio da ativagao
da produ¢do de matriz extracelular e aumento da adesdo celular. O teste de ANOVA One-Way
confirmou diferengas estatisticamente significativas entre o controle e as concentragdes de 2500
e 156,2 ng/mL, indicando que o lactato de sddio pode desencadear respostas celulares distintas
dependendo da dose aplicada. Esse comportamento pode estar relacionado a ajustes
metabolicos do biofilme, ativacao de genes de adesdo e alteracdes na matriz extracelular. Esses
achados sdo importantes, pois mostram que doses inadequadas de lactato de sédio podem,
paradoxalmente, fortalecer o biofilme em vez de inibi-lo, 0 que pode impactar a eficacia de

tratamentos antifungicos (Jiang, 2018).
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Grafico 45 - Avaliagdo de sensibilidade biofimes recém-aderidos frente ao lactato de sdédio em

amostra de namero 29 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O perfil observado ¢ bifasico e dependente da dose: em concentragdes elevadas (> 2500
png/mL), houve uma reducdo acentuada da biomassa, sugerindo um efeito inibitério sobre a
adesao celular ¢ a formacao inicial do biofilme. Por outro lado, concentragdes intermediarias
(625 — 39 pg/mL) induziram um aumento progressivo da biomassa, com pico em 78,12 pg/mL,
0 que pode indicar a ativacdo de mecanismos de adaptagdo do biofilme, como aumento na
producao de matriz extracelular € maior expressao de proteinas de adesdo. J4 em concentragdes
mais baixas (< 4,85 pg/mL), observou-se uma nova redu¢do na biomassa, sugerindo um
possivel efeito inibitorio tardio ou reorganizacdo estrutural do biofilme. Esses achados
demonstram que o lactato de sodio pode exercer efeitos distintos sobre o biofilme de Candida
spp., dependendo da dose aplicada, reforcando seu potencial como adjuvante antifiingico, desde
que a concentracdo utilizada seja criteriosamente ajustada para evitar um possivel

fortalecimento da estrutura do biofilme em doses subinibitdrias (Tassinari, 2020).
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Grafico 46 - Avaliagdo de sensibilidade biofimes recém-aderidos frente ao lactato de sdédio em

amostra de namero 41 (C. albicans).
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A ANOVA revelou uma diferenca estatisticamente significativa entre as concentracdes
testadas (F = 20,56, p < 0,0001), e o teste de Tukey confirmou que as concentragdes de 2500
png/mL, 1250 pg/mL e 625 pg/mL reduziram significativamente a biomassa em relacdo ao
controle (p < 0,001). Além disso, a concentracdo de 39 pg/mL resultou em um aumento
expressivo da biomassa em comparagdo ao controle (p < 0,001), sugerindo um efeito bifasico
do lactato de so6dio. A comparagdo entre 312,5 pg/mL e 39 ug/mL também revelou diferengas
significativas (p < 0,01), reforcando essa tendéncia. Os resultados indicam que concentracdes
elevadas (> 2500 pg/mL) reduziram a biomassa do biofilme maduro, sugerindo um efeito
antiflingico direto, enquanto doses intermediarias (312,5 - 39 pg/mL) promoveram um aumento
progressivo da biomassa, possivelmente estimulando mecanismos de resisténcia do biofilme,
como maior aderéncia celular e producdo de matriz extracelular. Por outro lado, as doses mais
baixas (< 4,85 pg/mL) apresentaram variagdes leves, sem diferencas estatisticamente
significativas. O padrdo bifasico observado sugere que concentragdes elevadas de lactato de
sodio podem inibir a biomassa, enquanto doses intermediarias podem favorecer a formacao do
biofilme. No contexto clinico, esses achados ressaltam a necessidade de um controle rigoroso
da concentragdo do lactato de sddio, pois doses inadequadas podem estimular a formacao do
biofilme e comprometer a eficicia do tratamento de infec¢des fungicas persistentes (Tassinari,

2020).
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5.6 TESTE DO EFEITO DO LACTATO DE SODIO SOBRE BIOFILME MADURO DE
AMOSTRAS PADROES E HOSPITALARES DE Candida spp.

Grafico 47 — Avaliacao da biomassa de biofilmes maduros frente ao lactato de soédio em amostra

de Candida albicans SC5314.
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Fonte: da autora.

A ANOVA revelou uma diferenga estatisticamente significativa entre as concentragdes
analisadas (F = 22,14, p < 0,0001), e o teste de Tukey demonstrou que as concentra¢des de
2500pug/mL, 1250pg/mL e 625pg/mL reduziram significativamente a biomassa do biofilme
maduro em relagcdo ao controle (p < 0,001). Em contrapartida, as concentragdes entre 78,12
pg/mL e 4,89 pug/mL resultaram em um aumento progressivo da biomassa, com pico
significativo em 39 pg/mL (p <0,001), sugerindo um efeito bifasico do lactato de sodio. Além
disso, foi observada diferenca estatistica entre 312,5 pg/mL e 39 ng/mL (p <0,01), refor¢ando
essa tendéncia. Esses achados indicam que altas concentragdes reduziram a biomassa do
biofilme maduro, sugerindo um efeito antifingico direto do lactato de so6dio. No entanto, as
doses intermediarias (312,5 - 39 ug/mL) estimularam o crescimento da biomassa do biofilme,
possivelmente ativando mecanismos de resisténcia, como aumento da produ¢do de matriz
extracelular e maior aderéncia celular. J4 as doses mais baixas (< 4,85 ng/mL) apresentaram
pequenas variagdes sem significancia estatistica. O padrao bifasico observado reforca que o
lactato de sodio pode exercer efeitos distintos dependendo da concentragao utilizada, podendo
inibir ou estimular o crescimento do biofilme. No contexto clinico, esses resultados destacam a
importancia do controle rigoroso da dosagem aplicada, uma vez que concentra¢des inadequadas
podem fortalecer biofilmes fungicos e dificultar o tratamento de infec¢des persistentes (Ueno,

2011).
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Grafico 48 — Avaliagdo atividade metabolica de biofilmes maduros frente ao lactato de sodio

em amostra de Candida krusei ATCC 6258.

2.5

2.0

1.5
1.0
0.0- T T T

Dose lactato de sédio

Absorbancia (490nm)

Fonte: da autora.

A ANOVA revelou diferencas estatisticamente significativas (F = 19,87, p <0,0001). O
teste de Tukey demonstrou que as concentragdes de 2500 ug/mL e 1250 ug/mL reduziram
significativamente a biomassa do biofilme maduro em comparagao ao controle (p <0,001). Em
contrapartida, as concentracdes de 312,5 ng/mL a 39ug/mL apresentaram aumento progressivo
da biomassa, atingindo um pico significativo em 78,12 pug/mL (p < 0,001), o que sugere um
efeito bifasico do lactato de sddio. Além disso, houve diferenca estatisticamente significativa
entre 625 pg/mL e 78,12 pg/mL (p < 0,01), reforcando essa tendéncia. Os resultados indicam
que altas concentragdes (> 2500 pg/mL) reduziram a biomassa do biofilme maduro, sugerindo
um efeito antifungico direto do lactato de s6dio. No entanto, as doses intermediarias (312,5 —
78,12 pg/mL) estimularam o crescimento do biofilme, possivelmente ativando mecanismos de
resisténcia, como maior aderéncia celular e produgdo de matriz extracelular. Ja as doses mais
baixas (< 4,85 pg/mL) apresentaram pequenas variagdes sem significancia estatistica. O
comportamento bifasico observado reforca que o lactato de sédio pode ter efeitos distintos
dependendo da concentracdo aplicada, sendo capaz de inibir ou estimular o crescimento do
biofilme. Em um contexto clinico, isso evidencia a importancia do controle preciso da dose
utilizada, pois concentracdes inadequadas podem favorecer a persisténcia e resisténcia do

biofilme, dificultando o tratamento de infec¢des fungicas.
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Grafico 49 — Avaliagdo atividade metabolica de biofilmes maduros frente ao lactato de sodio

em amostra de Candida tropicalis ATCC 750.
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A ANOVA revelou diferencas estatisticamente significativas entre as concentragdes
testadas (F =21,45, p <0,0001). O teste de Tukey indicou que as concentragdes de 2500 pg/mL
e 1250 pg/mL reduziram significativamente a biomassa do biofilme maduro em comparagao ao
controle (p < 0,001). Em contrapartida, concentragdes intermediarias de 312,5 pg/mL a 39
pg/mL resultaram em um aumento progressivo da biomassa, com um pico significativo em
78,12 ng/mL (p < 0,001), sugerindo um efeito bifasico do lactato de sddio. Além disso, houve
diferenca estatisticamente significativa entre 625 pg/mL e 78,12 ng/mL (p < 0,01), reforgando
essa tendéncia. Os resultados indicam que altas concentragdes reduziram a biomassa do
biofilme maduro, sugerindo um efeito antifingico direto do lactato de sddio. No entanto, as
doses intermedidrias (312,5 — 78,12 ug/mL) estimularam a biomassa do biofilme,
possivelmente ativando mecanismos de resisténcia, como maior aderéncia celular e produgao
de matriz extracelular. J& as doses mais baixas (<4,85 pg/mL) apresentaram pequenas variagdes
sem significancia estatistica. O comportamento bifasico observado refor¢a que o lactato de
sodio pode ter efeitos distintos dependendo da concentracao aplicada, sendo capaz de inibir ou
estimular o crescimento do biofilme. Em um contexto clinico, isso destaca a importancia do
controle preciso da dose utilizada, uma vez que concentra¢des inadequadas podem favorecer a

persisténcia e resisténcia do biofilme, dificultando o tratamento de infecg¢des fingicas.
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Grafico 50 — Avaliagdo atividade metabdlica de biofilmes maduros frente ao lactato de sddio

em amostras de Candida glablatra ATCC 90030.
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Fonte: da autora.

A ANOVA revelou diferencas estatisticamente significativas (F = 17,63, p <0,0001). O
teste de Tukey indicou que as concentracdes de 2500 pg/mL e 1250 pg/mL reduziram
significativamente a biomassa do biofilme maduro em comparagao ao controle (p <0,001). Em
contrapartida, concentragdes intermediarias de 312,5 pg/mL a 39 pg/mL mostraram um
aumento progressivo da biomassa, com um pico significativo em 78,12 pg/mL (p < 0,001),
sugerindo um efeito bifasico do lactato de sddio. Além disso, houve diferenca estatistica entre
625 ng/mL e 78,12 pg/mL (p < 0,01), reforcando essa tendéncia. Os resultados indicam que
altas concentragdes (> 2500 pg/mL) reduziram a biomassa do biofilme maduro, sugerindo um
efeito antifingico direto do lactato de sodio. No entanto, as doses intermediarias (312,5 — 78,12
pg/mL) estimularam o crescimento do biofilme, possivelmente ativando mecanismos de
resisténcia, como maior aderéncia celular e producdo de matriz extracelular. Ja as doses mais
baixas (< 4,85 pg/mL) apresentaram pequenas variagdes sem significancia estatistica. O
comportamento bifasico observado refor¢a que o lactato de sddio pode ter efeitos distintos
dependendo da concentracdo aplicada, sendo capaz de inibir ou estimular o crescimento do
biofilme. Em um contexto clinico, isso destaca a importancia do controle preciso da dose
utilizada, pois concentracdes inadequadas podem favorecer a persisténcia e resisténcia do

biofilme, dificultando o tratamento de infec¢des fungicas.
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Grafico 51 — Avaliagdo atividade metabolica de biofilmes maduros frente ao lactato de sodio

em amostra de Candida parapsilosis ATCC 22019.
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Fonte: da autora.

A ANOVA revelou diferencas estatisticamente significativas (F = 12,94, p <0,0001). O
teste de Tukey indicou que as concentracdes de 2500 pg/mL e 1250 pg/mL reduziram
significativamente a biomassa do biofilme maduro em comparagao ao controle (p <0,001). Em
contrapartida, concentragdes intermedidrias de 312,5 pg/mL a 39 pg/mL mostraram um
aumento progressivo da biomassa, com um pico significativo em 78,12 pg/mL (p < 0,001),
sugerindo um efeito bifasico do lactato de sddio. Além disso, houve diferenca estatistica entre
625 pg/mL e 78,12 pg/mL (p < 0,01), reforcando essa tendéncia. Os resultados indicam que
altas concentragdes (> 2500 pg/mL) reduziram a biomassa do biofilme maduro, sugerindo um
efeito antifiingico direto do lactato de sodio. No entanto, as doses intermediarias (312,5 — 78,12
pg/mL) estimularam o crescimento do biofilme, possivelmente ativando mecanismos de
resisténcia, como maior aderéncia celular e producdo de matriz extracelular. Ja as doses mais
baixas (< 4,85 pg/mL) apresentaram pequenas variagdes sem significancia estatistica. O
comportamento observado refor¢a que o lactato de sddio pode ter efeitos distintos dependendo
da concentragdo aplicada, sendo capaz de inibir ou estimular o crescimento do biofilme. Em
um contexto clinico, isso destaca a importancia do controle preciso da dose utilizada, pois
concentragdes inadequadas podem favorecer a persisténcia e resisténcia do biofilme,

dificultando o tratamento de infecgdes fungicas.
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Grafico 52 — Avaliagdo da biomassa de biofilmes maduros frente ao lactato de sédio em

amostras de n° 1 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

A ANOVA revelou auséncia de diferengas estatisticamente significativas entre as
concentragoes testadas (F = 2,14, p = 0,0789), indicando que o lactato de sdédio nao impactou
significativamente a biomassa do biofilme maduro nesta amostra. O teste de Tukey ndo
identificou comparagdes estatisticamente relevantes entre os grupos (p > 0,05), sugerindo que
nenhuma concentragdo testada reduziu ou aumentou expressivamente a biomassa do biofilme
quando comparada ao controle. Os resultados indicam que, nesta amostra especifica, o lactato
de sodio ndo teve um efeito significativo na biomassa do biofilme maduro, independentemente
da concentracdo utilizada. Isso pode estar relacionado a uma maior resisténcia desta cepa
especifica, variagdes na estrutura do biofilme ou mecanismos adaptativos que neutralizaram o

impacto do tratamento.
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Grafico 53 — Avaliag¢ao da biomassa de biofilmes maduros frente ao lactato de sodio em amostra

de n®9 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

A ANOVA revelou diferencas estatisticamente significativas entre as concentragdes
testadas (F = 13,72, p <0,0001). O teste de Tukey indicou que as concentragdes de 2500 pg/mL
e 1250 pg/mL reduziram significativamente a biomassa do biofilme maduro em comparagao ao
controle (p < 0,001). Por outro lado, as concentragdes intermediarias de 312,5 pg/mL a 39
pg/mL apresentaram um aumento progressivo da biomassa, com um pico significativo em 78,12
pg/mL (p < 0,001), sugerindo um efeito bifasico do lactato de sodio. Além disso, houve
diferenca estatistica entre 625 pg/mL e 78,12 pg/mL (p < 0,01), reforcando essa tendéncia. Os
resultados indicam que altas concentracdes (> 2500 pg/mL) reduziram a biomassa do biofilme
maduro, sugerindo um efeito antifingico direto do lactato de sddio. No entanto, as doses
intermediarias (312,5 — 78,12 pg/mL) estimularam o crescimento do biofilme, possivelmente
ativando mecanismos de resisténcia, como maior aderéncia celular e produ¢do de matriz
extracelular. J4 as doses mais baixas (< 4,85 pg/mL) apresentaram pequenas variagdes sem
significancia estatistica. O comportamento bifasico observado refor¢a que o lactato de sddio
pode ter efeitos distintos dependendo da concentragdo aplicada, sendo capaz de inibir ou
estimular o crescimento do biofilme. Em um contexto clinico, isso destaca a importancia do
controle preciso da dose utilizada, pois concentragdes inadequadas podem favorecer a

persisténcia e resisténcia do biofilme, dificultando o tratamento de infec¢des fingicas.
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Grafico 54 — Avaliacao da biomassa de biofilmes maduros frente ao lactato de sddio em amostra

de n° 25 (C. ndo-albicans - glablatra).
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A ANOVA revelou diferencas estatisticamente significativas entre as concentragdes
testadas (F = 14,92, p <0,0001). O teste de Tukey indicou que as concentragdes de 2500 pg/mL
e 1250 pg/mL reduziram significativamente a biomassa do biofilme maduro em comparagao ao
controle (p < 0,001). Em contrapartida, concentragdes intermediarias de 312,5 pg/mL a 39
png/mL apresentaram um aumento progressivo da biomassa, atingindo um pico significativo em
78,12 pg/mL (p < 0,001), sugerindo um efeito bifasico do lactato de sddio. Além disso, houve
diferenca estatistica entre 625 pg/mL e 78,12 pg/mL (p < 0,01), reforcando essa tendéncia. Os
resultados indicam que altas concentracdes (> 2500 pg/mL) reduziram a biomassa do biofilme
maduro, sugerindo um efeito antifingico direto do lactato de sodio. No entanto, as doses
intermediarias (312,5 — 78,12 pg/mL) estimularam o crescimento do biofilme, possivelmente
ativando mecanismos de resisténcia, como maior aderéncia celular e produ¢do de matriz
extracelular. J4 as doses mais baixas (< 4,85 pg/mL) apresentaram pequenas variagdes sem
significancia estatistica. O comportamento bifasico observado refor¢a que o lactato de sddio
pode ter efeitos distintos dependendo da concentragdo aplicada, sendo capaz de inibir ou
estimular o crescimento do biofilme. Em um contexto clinico, isso destaca a importancia do
controle preciso da dose utilizada, pois concentragdes inadequadas podem favorecer a
persisténcia e resisténcia do biofilme, dificultando o tratamento de infeccdes fungicas

(Hernandéz, 2012).
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Grafico 55 — Avaliag¢ao da biomassa de biofilmes maduros frente ao lactato de sodio em amostra

de n® 41 (C. albicans).
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A ANOVA revelou diferencas estatisticamente significativas entre as concentragdes
testadas (F = 16,38, p <0,0001). O teste de Tukey indicou que as concentragdes de 2500 pg/mL
e 1250 pg/mL reduziram significativamente a biomassa do biofilme maduro em comparagdo ao
controle (p <0,001). Por outro lado, concentragdes intermedidrias de 312,5 ng/mL a 39 ng/mL
apresentaram um aumento progressivo da biomassa, atingindo um pico significativo em 78,12
pg/mL (p < 0,001), sugerindo um efeito bifasico do lactato de sodio. Além disso, houve
diferenca estatistica entre 625 pg/mL e 78,12 pg/mL (p < 0,01), reforgando essa tendéncia. Os
resultados indicam que altas concentracdes (> 2500 pg/mL) reduziram a biomassa do biofilme
maduro, sugerindo um efeito antifingico direto do lactato de sodio. No entanto, as doses
intermediarias (312,5 - 78,12 pg/mL) estimularam o crescimento do biofilme, possivelmente
ativando mecanismos de resisténcia, como maior aderéncia celular e producdo de matriz
extracelular. J4 as doses mais baixas (< 4,85 pg/mL) apresentaram pequenas variagdes sem
significancia estatistica. O comportamento bifasico observado reforca que o lactato de sddio
pode ter efeitos distintos dependendo da concentragdo aplicada, sendo capaz de inibir ou
estimular o crescimento do biofilme. Em um contexto clinico, isso destaca a importancia do
controle preciso da dose utilizada, pois concentragdes inadequadas podem favorecer a
persisténcia e resisténcia do biofilme, dificultando o tratamento de infeccdes fungicas

(Hernandéz, 2012).
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Os resultados dos experimentos com lactato de sodio indicam um efeito dose-
dependente significativo sobre a atividade metabolica e a biomassa em biofilmes de Candida,
alinhando-se com a literatura sobre a a¢do antimicrobiana do lactato de sodio. Estudos de
Maione et al. (2023) demonstraram que o lactato de sodio pode desestabilizar a parede celular
fingica, comprometendo a viabilidade celular e o metabolismo energético, especialmente em

concentragdes elevadas, o que confirma os achados atuais para células planctonicas de Candida

Spp.

Em relagdo ao efeito na biomassa em biofilmes, observou-se que o lactato de sédio
exerce maior impacto em biofilmes recém-aderidos apenas em concentragdes elevadas (acima
de 2500 pg/ml), enquanto concentracdes mais baixas mostraram-se pouco menos eficazes. Isso
¢ consistente com o trabalho de Monu ef al. (2016), que ressalta que a concentracdo do agente
antimicrobiano ¢ crucial para interromper a formacgao de biofilmes ao interferir na adesdo
celular inicial. Em biofilmes maduros, o lactato de s6dio reduziu a biomassa, corroborando
estudos de Kumamoto e Vinces (2005), que sugerem que o lactato de sddio interfere na sintese

da matriz extracelular e reduz a estrutura protetora dos biofilmes.

Esses achados sugerem que o lactato de s6dio pode ser uma alternativa promissora no
controle de biofilmes de Candida, afetando tanto o crescimento quanto a viruléncia,
especialmente em concentragdes elevadas. Segundo Ene et al. (2017), além de inibir o
crescimento, o lactato de sodio interfere na viruléncia, como a capacidade de adesao das células
de Candida, essencial para a formagao de biofilmes resistentes ao tratamento antimicrobiano.
A acidificagdo promovida pelo lactato de sodio e a subsequente alteragao na permeabilidade da
membrana e absor¢ao de nutrientes parecem ser os principais mecanismos por tras de sua agao

antimicrobiana.

Além do potencial terapéutico, o lactato de s6dio também tem sido estudado como
conservante em produtos alimenticios para prevenir a contaminacao por Candida. Em alimentos
como queijos e carnes processadas, a adicao de lactato de s6dio pode aumentar a vida util ao

inibir o crescimento de fungos (Kavanaugh; Ribis, 2012).

5.7 TESTE DE SENSIBILIDADE DE CELULAS PLANCTONICAS DE Candida spp.
FRENTE AO PEROXIDO DE HIDROGENIO
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Grafico 56 - Avaliacdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de hidrogénio
em amostras padrdo (C. albicans SC5314, C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis
ATCC 750, C. glablatra ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019).
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Fonte: da autora.

Os resultados indicam que o perdxido de hidrogénio influéncia de forma significativa a
viabilidade das células planctonicas de amostras padrdo de Candida spp., com um efeito claro
de reducdo da atividade celular 2 medida que a concentracdo aumenta. O controle apresentou a
maior absorbancia (acima de 1,5), sugerindo alta viabilidade, enquanto concentragdes elevadas
de perdxido de hidrogénio resultaram em uma queda dréstica da absorbancia, indicando potente
acdo citotoxica. Esse padrao reforca um efeito dose-dependente, no qual o perdxido de
hidrogénio, provavelmente por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
promove dano oxidativo a estruturas celulares como membranas, proteinas e acidos nucleicos.
A significancia estatistica observada confirma que essas variagcdes entre grupos nao sao
aleatorias, evidenciando o potencial do peroxido de hidrogénio como agente antifungico efetivo

frente a células planctonicas de Candida (Wu, 2020).
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Grafico 57 - Avaliacdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de hidrogénio

em amostra de namero 1 (C. albicans).
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O teste de Kruskal-Wallis revelou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos (p = 0,0005), demonstrando que as diferentes concentragdes de peroxido de hidrogénio
afetam de forma significativa a viabilidade das células planctonicas. O controle apresentou a
maior absorbancia (cerca de 1,55), refletindo alta atividade metabdlica, enquanto as
concentracdes elevadas reduziram a absorbancia, indicando forte a¢do inibitoria. Em
concentragoes intermediarias (109,3 — 218,75 pg/mL), houve um leve aumento na absorbancia,
sugerindo uma resposta adaptativa pontual, mas ainda inferior ao controle. A partir de 54,6
pg/mL até 3,4 pg/mL, observou-se uma estabilizacdo em valores baixos, mantendo o efeito
inibitorio. Esse padrdo dose-dependente indica que o peroxido de hidrogénio exerce acao
antifingica significativa sobre Candida spp., provavelmente por meio da geragcdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que danificam membranas, proteinas e estruturas intracelulares.
Os achados reforcam o potencial do perdxido de hidrogénio como agente antiflingico, desde
que sua concentracdo seja adequadamente ajustada para garantir eficicia sem promover

resisténcia ou adaptagao celular (Kim, 2017).
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Grafico 58 - Avaliacdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de hidrogénio

em amostras de nimero 22 (C. albicans).
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O controle apresentou a maior absorbancia (cerca de 1,6), refletindo alta viabilidade
celular das células planctonicas. Em contraste, concentragdes elevadas de peroxido de
hidrogénio resultaram em uma queda expressiva da absorbancia, sugerindo forte agdo
antifingica do composto. Entre as concentragdes intermediarias (109,3 a 218,75 ug/mL),
observou-se um leve aumento na absorbancia, ainda assim significativamente inferior ao
controle, indicando uma possivel ativacdo transitéria de mecanismos de adaptagdo. Ja as
concentracdes mais baixas (< 13,6 ug/mL) mantiveram a atividade celular suprimida,
reforgando o padrdo de resposta dose-dependente. Esses achados sugerem que o peroxido de
hidrogénio exerce efeito inibitorio sobre células planctonicas de Candida spp., possivelmente
por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que induzem danos a membrana
celular, proteinas e DNA. A eficicia observada mesmo em concentracdes moderadas reforca
seu potencial como agente antifungico, desde que devidamente ajustado para maximizar a agao

antimicrobiana e evitar o favorecimento de mecanismos de tolerancia celular (Vaz, 2019).
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Grafico 59 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de

hidrogénio em amostras de n° 30 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O controle apresentou a maior absorbancia (=1,47), refletindo alta viabilidade celular. A
partir de 1750 pg/mL, observou-se uma queda brusca da absorbancia, indicando forte acdo
inibitoria do perdxido de hidrogénio. Concentrag¢des intermediarias, como 109,3 ng/mL e
218,75 pg/mL, apresentaram leve aumento de absorbancia, porém ainda muito inferior ao
controle, sugerindo possivel ativacdo pontual de mecanismos de adaptacdo. Concentragdes
mais baixas (< 13,6 pg/mL) mantiveram os niveis de viabilidade reduzidos, indicando que a
acdo inibitoria foi sustentada mesmo em doses menores. Esses resultados reforgam o efeito
antifingico do perdxido de hidrogénio sobre Candida spp., provavelmente mediado pela
indugdo de estresse oxidativo e danos a componentes celulares essenciais. O perfil dose-
dependente observado indica que concentragdes mais altas sdo eficazes na inibi¢do da
viabilidade planctonica, enquanto concentragdes intermediarias e baixas ndo restauram a

atividade celular a niveis comparaveis ao controle
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Grafico 60 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de

hidrogénio em amostra de nimero 44 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O controle exibiu a maior absorbancia (~1,6), refletindo elevada viabilidade celular das
células planctonicas. Em contrapartida, as concentracdes elevadas de peroxido de hidrogénio
(1750 a 437,5 pg/mL) reduziram drasticamente a viabilidade, indicando forte efeito inibitorio.
Um padrao interessante foi observado em concentragdes mais baixas: a partir de 13,6 ng/mL
até 3,4 pg/mL houve um aumento progressivo da absorbancia, alcangando um pico significativo
em 3,4 pg/mL (=0,7). Esse comportamento sugere um possivel efeito bifasico, em que doses
muito baixas podem ativar mecanismos de tolerancia ou adaptacdo metabolica. Tais
mecanismos podem incluir aumento na atividade de enzimas antioxidantes, modulagdo da
resposta ao estresse oxidativo ou reorganizagdo celular em resposta ao estimulo quimico. No
contexto clinico, os resultados refor¢gam que o peroxido de hidrogénio tem potencial antifiingico
contra Candida spp., porém o uso de concentragdes inadequadas pode gerar resposta paradoxal,

dificultando o controle da infec¢@o. (De Lima, 2022)

5.8 TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE PEROXIDO DE HIDROGENIO E FLUCONAZOL
SOBRE CELULAS PLANCTONICAS DE AMOSTRAS PADROES DE Candida spp.
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Grafico 61 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de

hidrogénio e fluconazol em Candida albicans SC5314.
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Fonte: da autora.

O teste de Shapiro-Wilk indicou que os dados ndo seguem distribuicdo normal em
nenhuma das concentragdes avaliadas (p < 0,001), o que impossibilitou a aplicagdo da ANOVA
One-Way. Diante disso, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para comparar as concentragdes
de fluconazol dentro de cada dose de peroxido de hidrogénio, e o resultado revelou p = 0,6067,
indicando que nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Esses
achados sugerem que, embora a associagdo entre perdxido de hidrogénio e fluconazol tenha
reduzido visivelmente a viabilidade de Candida albicans em comparagdo ao controle, as
diferentes concentragdes de fluconazol, quando combinadas com o peroxido, ndo apresentaram
variacoes significativas entre si. Isso pode indicar que a presenca do peroxido de hidrogénio
exerce um efeito predominante na inibi¢do da atividade celular, uniformizando os resultados

mesmo quando diferentes doses de fluconazol sdo aplicadas.
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Grafico 62 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de

hidrogénio e fluconazol em Candida krusei ATCC 6258.
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Esses resultados sugerem que, apesar da reducdo visivel na atividade metabdlica em
comparagdo ao controle, as diferentes concentracdes de fluconazol, quando associadas ao
peroxido de hidrogénio, ndo produziram efeitos significativamente distintos entre si. Isso pode
indicar que o peroxido de hidrogénio exerce o principal efeito antifiungico, uniformizando os
niveis de inibigdo mesmo com variagdo nas doses de fluconazol. Portanto, embora a
combinagdo tenha mostrado acdo antifungica sobre Candida krusei, os dados estatisticos
indicam que a concentracao de fluconazol ndo influenciou significativamente o grau de inibigao
dentro de cada dose de H20:, refor¢cando o papel dominante do estresse oxidativo promovido

pelo peroxido na atividade antifingica observada.
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Grafico 63 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de

hidrogénio e fluconazol em Candida tropicalis ATCC 750.
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Fonte: da autora.

Esse resultado sugere que, apesar da redugdo visivel na viabilidade celular em
comparagdo ao controle, as diferentes doses de fluconazol ndo causaram variagdes
significativas entre si quando combinadas com o peroxido de hidrogénio. Assim como
observado para outras espécies de Candida, os dados indicam que o efeito antifingico
observado parece ser predominantemente atribuido ao peroxido de hidrogénio,
independentemente da concentracdo de fluconazol utilizada. No contexto terap€utico, isso
reforga a hipotese de que o perdxido de hidrogénio exerce um efeito dominante sobre a
viabilidade celular de C. tropicalis, tornando a variagdo na dose de fluconazol menos

determinante quando ambos sdo aplicados em conjunto. (Ribeiro, 2022).
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Grafico 64 — Avaliagdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de

hidrogénio e fluconazol em Candida glablatra ATCC 90030.
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O teste de Kruskal-Wallis revelou diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos com diferentes concentragdes de lactato de sddio (p < 0,05). Para identificar quais
grupos diferiram entre si, foi realizado o teste de comparagdes multiplas de Dunn, o qual
demonstrou que concentragdes mais altas (32 pg/mL e 64 pg/mL) reduziram significativamente
a absorbancia em comparacgdo ao controle, sugerindo um efeito inibitorio do lactato de sddio
sobre as células planctonicas de Candida glabrata.Os resultados apresentados no grafico
indicam que o tratamento com lactato de sddio, em associa¢cdo com diferentes doses de peroxido
de hidrogénio, impacta significativamente a viabilidade de células planctonicas de Candida
glabrata, conforme evidenciado pelas variagdes nas médias de absorbancia (530 nm). O
controle (sem tratamento) apresentou os maiores valores de absorbancia, refletindo maior
densidade celular e, portanto, maior viabilidade das células fingicas. A medida que a
concentracao de lactato de s6dio aumenta, nota-se uma tendéncia de redugao da absorbancia,
especialmente nas concentragdes de 32 pg/mL e 64 pg/mL, o que sugere um efeito citotoxico

potencializado pela agdo do perdxido de hidrogénio.

A baixa viabilidade observada nos grupos tratados com doses elevadas de lactato de
sodio pode estar associada a sua capacidade de acidificar o microambiente e de interferir na
integridade da membrana celular fungica. Além disso, o peroxido de hidrogénio, conhecido por
gerar espécies reativas de oxigénio (ROS), pode atuar de forma sinérgica, causando estresse

oxidativo e levando a morte celular. Estudos como o de Liu et al. (2019) reforcam essa hipotese,
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demonstrando que o lactato de s6dio compromete a homeostase da membrana de Candida

albicans, e esse mecanismo pode ser similar em C. glabrata.

Grafico 65 — Avaliacdo de sensibilidade de células planctonicas frente ao perdxido de

hidrogénio e fluconazol em Candida parapsilosis ATCC 22019.
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Fonte: da autora.

Os dados apresentaram distribui¢cao nao normal (p < 0,05), justificando a aplicagdo do
teste de Kruskal-Wallis. Este revelou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais (p < 0,05). O teste de Dunn, realizado como pos-teste, demonstrou que
concentragdes mais altas de fluconazol (64 pg/mL e 32 pg/mL), associadas a doses
intermediarias de peroxido de hidrogénio (entre 87,5 e 218,75 pg/mL), resultaram em redugdo

significativa da absorbancia em comparag¢do ao controle, indicando menor viabilidade celular.

Os resultados mostram que a combinag¢ado de fluconazol com peroxido de hidrogénio foi
eficaz na redugcdo da viabilidade de células planctonicas de Candida parapsilosis,
especialmente nas concentracdes mais altas de antifungico. O controle apresentou os maiores
valores de absorbancia, enquanto os tratamentos, sobretudo com 32 pg/mL e 64 pg/mL de
fluconazol, promoveram reducgdes acentuadas na densidade celular. Isso sugere um efeito
sinérgico entre o antifungico e o peroxido de hidrogénio, que potencialmente comprometeu a
integridade celular por mecanismos distintos: o fluconazol inibe a sintese de ergosterol,
afetando a membrana plasmatica, enquanto o peroxido de hidrogénio induz estresse oxidativo

por geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).



112

59 TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE LACTATO DE SODIO/PEROXIDO DE
HIDROGENIO E FLUCONAZOL EM DOSAGENS MAIS BAIXAS SOBRE CELULAS
PLANCTONICAS DE AMOSTRAS HOSPITALARES DE Candida spp.

Grafico 66 — Avaliacao de sensibilidade em células planctonicas de amostras hospitalares de
Candida frente ao lactato de sédio e fluconazol e peroxido de hidrogénio e

fluconazol — amostra namero 4 (C. ndo-albicans (parapsilosis)).
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Fonte: da autora.

Os resultados indicaram que os dados ndo seguem distribui¢do normal (p < 0,05), sendo
necessario o uso do teste de Kruskal-Wallis. Este revelou diferencas estatisticamente
significativas entre as diferentes concentragoes testadas (p < 0,05). O teste de Dunn, como pos-
teste, indicou que a concentragdo de 2 pg/mL de fluconazol, associada a doses mais baixas de
peroxido/lactato (especialmente 9,3 ug/mL e 18,7 pg/mL), apresentou absorbancias
significativamente mais elevadas em comparacdo as demais condi¢des, sugerindo menor

eficacia antimicrobiana nesses cenarios.

O gréfico evidencia o impacto da associacdo entre peroxido de hidrogénio, lactato de
sodio e fluconazol sobre a viabilidade celular, medida pela absorbancia a 530 nm. Observa-se
que as menores concentragdes de fluconazol (2 ug/mL — barras verdes) mantém altos niveis de
absorbancia em concentragdes mais baixas da combinagdo peroxido/lactato, indicando limitada

atividade antifingica. A medida que se aumentam as doses de fluconazol (4 a 16 pg/mL) e as
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concentragdes da associagdo perdxido/lactato, ha uma reducdo consistente na absorbancia, o

que sugere maior eficacia na inibi¢do fingica.

Esse comportamento refor¢ca a hipotese de que ha um efeito sinérgico entre os trés
agentes — antifungico, peroxido e lactato. O lactato de sddio pode acidificar o meio, enquanto
o peroxido gera estresse oxidativo e o fluconazol interfere na biossintese de ergosterol, afetando
a integridade da membrana. A combinagao dessas acoes torna o ambiente hostil a sobrevivéncia
celular, principalmente nas concentragdes intermediarias (como 54,6 a 109,3 ug/mL), que
apresentaram as menores médias de absorbancia para todas as doses de fluconazol testadas.

(Ribeiro, 2022).

Contudo, as concentracdes mais baixas da associacdo (9,3 e 18,7 ug/mL) parecem ser
insuficientes para induzir um efeito antimicrobiano significativo, especialmente com fluconazol
em dose minima. Isso evidencia a necessidade de uma dose limiar para que a sinergia seja

eficaz, o que pode orientar futuras propostas terapéuticas ou formulagdes antimicrobianas.

Grafico 67 — Avaliag¢ao de sensibilidade em células planctonicas de amostras hospitalares de
Candida frente ao lactato de sodio e fluconazol e peroxido de hidrogénio e

fluconazol — amostra nimero 23.
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Fonte: da autora.

Os testes revelaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos testados
(p < 0,05). O pos-teste de Dunn mostrou que as concentragdes mais baixas de fluconazol (2
pg/mL), associadas as menores doses da mistura peroxido/lactato (9,3 e 18,7 pg/mL),

apresentaram absorbancias significativamente mais elevadas em relagdo as concentracdes mais
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altas de antifungico, sugerindo menor atividade antifingica nessas condi¢des. Observa-se que
as amostras tratadas com 2 pg/mL mantém altos niveis de viabilidade celular, enquanto
concentracoes de 8 e 16 ug/mL de fluconazol resultaram em reducdo progressiva da
absorbancia, principalmente nas faixas de 54,6 a 109,3 pg/mL da mistura, indicando maior
eficacia antimicrobiana. Isso evidencia um possivel efeito sinérgico entre os trés compostos:
fluconazol (inibi¢do da sintese de ergosterol), peroxido de hidrogénio (geragdo de espécies
reativas de oxigénio) e lactato de sodio (acidificagdo do meio), cuja combinagdo parece
potencializar o dano celular, especialmente quando todos estdo presentes em concentracdes
eficazes. Comparando com a amostra 4, os valores de absorbancia da amostra 23 sdo mais
elevados, sugerindo maior resisténcia ou menor suscetibilidade as combinag¢des testadas, o que
pode ser explicado por variabilidade fenotipica entre cepas clinicas, como relatado por Silva et
al. (2012), refor¢ando a necessidade de avaliacdes individualizadas para definir estratégias
antifungicas mais eficazes. Essas observacdes sao sustentadas por estudos como os de Liu et
al. (2019), que demonstram a eficacia potencial da associagdo de antifingicos com agentes

oxidantes e acidificantes.

Grafico 68 — Avaliac¢ao de sensibilidade em células planctonicas de amostras hospitalares de
Candida frente ao lactato de sédio e fluconazol e peroxido de hidrogénio e

fluconazol — amostra 25 (C. ndo-albicans - glablatra).
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Fonte: da autora.

Os testes revelaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos

experimentais (p < 0,05). O pods-teste de Dunn demonstrou que os tratamentos com
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concentragdes mais baixas de fluconazol (2 pg/mL), especialmente quando combinadas a doses
reduzidas da mistura perdxido/lactato (9,3 a 27,9 ug/mL), apresentaram absorbancias
significativamente maiores em comparacdo a concentragdes mais elevadas do antifingico,
indicando menor eficacia antimicrobiana nesses cendrios. A andlise grafica revela que, de
maneira geral, as amostras tratadas com 2 pg/mL (barras verdes) mantém alta viabilidade
celular em praticamente todas as concentragdes da mistura, enquanto os tratamentos com 8 e
16 pg/mL (azul e vermelho) resultaram em diminuicao progressiva da absorbancia, sobretudo
nas faixas de 54,6 a 109,3 pg/mL, sugerindo agdo sinérgica entre os compostos. O fluconazol
atua na inibi¢do da biossintese de ergosterol, o peréxido de hidrogénio promove estresse
oxidativo, e o lactato de sodio acidifica o meio, comprometendo a integridade celular; sua
combinac¢do, portanto, tende a potencializar a a¢do antifiingica, especialmente quando em
concentragdes adequadas (Cabral, 2013). Em comparacdo com as amostras 4 e 23, a amostra
25 apresentou os maiores valores de absorbancia para a dose minima de fluconazol, inclusive
em concentragdes mais elevadas da mistura, o que pode indicar um perfil de resisténcia mais
acentuado ou uma menor suscetibilidade intrinseca a estratégia combinatoria testada. Este
padrao esta de acordo com a variabilidade fenotipica descrita por Silva ef al. (2012), e reforga
a importancia da avaliagdo individualizada de cepas clinicas para a definicdo de esquemas
terapéuticos mais eficazes, como proposto também nos estudos de Liu et al. (2019), que
demonstram a relevancia da associacao entre antifingicos e agentes oxidantes na inibi¢ao de

leveduras patogénicas.

Grafico 69 — Avaliagdo de sensibilidade em células planctonicas de amostras hospitalares de
Candida frente ao lactato de s6dio e fluconazol e peroxido de hidrogénio e

fluconazol — amostra 33 (C. albicans).
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Os testes revelaram diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
experimentais (p < 0,05). O pds-teste de Dunn indicou que as concentragcdes mais baixas de
fluconazol (2 pg/mL), associadas as menores doses da combinagdo perdxido/lactato
(especialmente entre 9,3 e 27,9 ug/mL), apresentaram absorbancias significativamente mais
altas do que os tratamentos com doses maiores de antifungico, evidenciando menor efeito
antifungico nessas condi¢cdes. A andlise do grafico mostra que, mais uma vez, 0s maiores
valores de absorbancia foram observados nas barras verdes (2 ug/mL), independentemente da
concentracao da mistura peroxido/lactato, o que sugere que a baixa dose do antifingico, mesmo
em combinagdo com agentes oxidantes e acidificantes, ndo foi suficiente para reduzir a
viabilidade celular de maneira expressiva. Em contrapartida, as concentragdes de 8 ¢ 16 pg/mL
de fluconazol, principalmente quando associadas as doses intermediarias da mistura (54,6 a
109,3 pg/mL), promoveram reducdes consistentes da absorbancia, indicando um possivel efeito
sinérgico entre os trés compostos. Essa sinergia, atribuida a agdo combinada do fluconazol na
sintese de ergosterol, do peroxido de hidrogénio no estresse oxidativo e do lactato na
acidificacdo do meio, reforca a eficacia da estratégia combinatoria, desde que as concentragdes
sejam adequadas. Em comparacdo com as demais amostras (4, 23 e 25), a amostra 33 apresentou
um perfil intermediario de resposta, com maior variabilidade nos dados, o que pode ser reflexo
de flutuagdes na resisténcia fenotipica, como descrito por Silva et al. (2012). Esses resultados
sustentam os achados de e Liu ef al. (2019), que destacam a importancia de combinagdes
terapéuticas para contornar limitagdes do uso isolado de antifingicos frente a cepas com

potencial resisténcia.

5.10 EFEITO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE BIOFILMES RECEM-
FORMADOS DE AMOSTRAS PADROES E HOSPITALARES DE Candida spp.
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Grafico 70 — Avaliacao da atividade metabdlica de biofilmes recém-aderidos ao peréxido de
hidrogénio — amostras padrao (C. albicans SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C.
krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019)
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Fonte: da autora.

O pods-teste de Dunn apontou que todas as concentragdes de peroxido de hidrogénio, a
partir de 218,75 pg/mL, promoveram redugdes significativas na atividade metabdlica em
comparag¢do ao controle, sendo as concentragdes mais altas (1750 pg/mL, 875 ng/mL e 437,5
png/mL) as que mais impactaram a viabilidade dos biofilmes. O grafico demonstra claramente
uma tendéncia de reducdo dose-dependente da atividade metabolica: enquanto o controle exibe
alta absorbancia (indicando metabolismo celular ativo), a exposicao progressiva ao peroxido
leva a uma queda acentuada e consistente na absorbancia, atingindo valores minimos nas
concentragdes entre 109,3 pg/mL e 6,84 ng/mL, o que sugere forte efeito oxidativo sobre as
células fungicas. Esse resultado ¢ coerente com o mecanismo de ag¢do do peroxido de
hidrogénio, que atua por meio da geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), danificando

estruturas celulares criticas como membranas, proteinas e DNA.



118

Grafico 71 — Avaliacao da atividade metabdlica de biofilmes recém-aderidos ao perdxido de

hidrogénio — amostras de nimero 3 (C. ndo-albicans - tropicalis).
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Fonte: da autora.

O teste de Dunn, realizado como pos-teste, demonstrou que a partir da concentragao de
218,75 png/mL ja se observa uma queda significativa na atividade metabdlica em relagdo ao
controle, com redug¢des mais acentuadas nas faixas de 437,5 a 27,3 pg/mL, enquanto nas
menores concentragdes (13,6 a 6,84 ug/mL) os niveis de absorbancia foram praticamente nulos.
O grafico mostra uma redugdo progressiva da absorbancia conforme o aumento da concentragao
de perdxido, indicando forte agdo inibitoria do composto sobre a atividade celular dos biofilmes
em formagdo. Ao contrario do controle, que apresenta valores elevados de absorbancia
(indicando metabolismo ativo), as demais condi¢des exibem uma queda dose-dependente,
refletindo a capacidade do perdéxido de hidrogénio de induzir estresse oxidativo e
comprometimento celular em biofilmes ainda imaturos. Esses dados corroboram o potencial do
peroxido como agente antimicrobiano eficaz na fase inicial de desenvolvimento do biofilme,
antes da consolidacdo de sua matriz extracelular protetora. Resultados similares foram descritos
por Matos (2009), que evidenciaram a acdo direta do perdxido sobre células de Candida em
diferentes fases de crescimento, reforcando sua utilidade como adjuvante no combate precoce

a formacao de biofilmes em superficies clinicas e dispositivos médicos.
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Grafico 72 — Avaliacao da atividade metabdlica de biofilmes recém-aderidos ao perdxido de

hidrogénio — amostra ntimero 15 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O pos-teste de Dunn indicou que as concentragdes mais elevadas de peroxido (de 437,5
a 27,3 ng/mL) promoveram uma reducao significativa da atividade metabolica em comparacgao
ao controle, com as concentragdes mais baixas (13,6 a 3,4 ng/mL) mantendo os menores niveis
de absorbancia, sugerindo eficacia citotoxica continua mesmo em doses reduzidas. O grafico
demonstra uma queda progressiva na viabilidade celular conforme aumenta a concentragao de
peroxido, com destaque para a expressiva diminui¢do da atividade metabdlica nas faixas
intermedidrias, evidenciada pela diferenca nitida em relag@o ao controle. A agdo do perdxido de
hidrogénio, baseada na geragcdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), compromete a
integridade celular por dano oxidativo direto, afetando membranas, proteinas e acidos
nucleicos, o que € particularmente eficaz na fase inicial de formagao de biofilmes, quando as
células ainda estdo em processo de adesdo e organizacdo. Os resultados observados nesta
amostra reforcam achados de Matos (2009), que relataram a eficacia do peroxido contra
estruturas biofilmes imaturas, sugerindo que seu uso pode ser uma abordagem promissora para
prevenir a maturacdo e o estabelecimento de infecgdes persistentes associadas a superficies

biomédicas.
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Grafico 73 — Avaliacao da atividade metabdlica de biofilmes recém-aderidos ao peréxido de

hidrogénio — amostra 29 (C. albicans).
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O poés-teste de Dunn apontou que todas as concentragdes acima de 218,7 pg/mL
apresentaram reducao significativa da atividade metabdlica em comparagao ao controle, sendo
que as concentracdes intermediarias (437,5 a 27,3 pg/mL) foram especialmente eficazes na
diminuic¢do da viabilidade celular. O grafico mostra uma tendéncia clara de queda progressiva
da absorbancia conforme o aumento da concentracdo de perdxido, com niveis minimos
observados nas menores concentracdes testadas (13,6 a 3,4 pg/mL), refletindo forte agdo
antimicrobiana. Essa redugdo da atividade celular esta associada ao mecanismo de a¢do do
peroxido de hidrogénio, que promove estresse oxidativo por meio da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), levando ao comprometimento de estruturas celulares essenciais. A
acao do perdxido € potencialmente mais eficaz em biofilmes ainda em formagao, como no caso
dos recém-aderidos, que ndo possuem a matriz extracelular madura que confere maior

resisténcia.
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Grafico 74 — Avaliacao da atividade metabdlica de biofilmes recém-aderidos ao peréxido de

hidrogénio — amostra 33 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O pos-teste de Dunn indicou que a partir da concentragdo de 437,5 pg/mL ja se observa
uma redugdo significativa da atividade metabolica em relagdo ao controle, com valores de
absorbancia progressivamente menores conforme aumenta a concentragdo de peroxido, sendo
as faixas mais baixas (13,6 a 3,4 ng/mL) associadas aos niveis minimos de viabilidade celular.
O grafico revela uma queda acentuada e continua na atividade metabdlica dos biofilmes com o
aumento das doses do perdxido, demonstrando uma clara relagdo dose-dependente. Essa
redugdo esta relacionada a agdo do perdxido de hidrogénio, que gera espécies reativas de
oxigénio (ROS), danificando membranas, proteinas e estruturas celulares vitais,
particularmente em biofilmes ainda em formacdo, que sdo mais suscetiveis por ndo possuirem
barreiras protetoras maduras. Os resultados observados para a amostra 33 sdo consistentes com
os achados de outras amostras e com a literatura, como no estudo de Matos (2009), que
demonstrou o efeito citotoxico do peroxido sobre células fungicas em biofilmes imaturos,
sugerindo seu potencial como agente profilatico ou terapéutico contra infec¢des iniciais

relacionadas a dispositivos médicos ou superficies contaminadas.
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Grafico 75 — Avaliacao da biomassa de biofilmes recém-aderidos ao perdxido de hidrogénio —
amostras padrao (C. albicans SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC
6258, C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019).
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Fonte: da autora.

O grafico mostra que, em todas as concentragdes de peroxido avaliadas (de 1750 a 3,4
ng/mL), os valores de absorbancia variaram de forma sutil e sem tendéncia clara de redugao,
mantendo-se relativamente proéximos ao controle, com sobreposi¢do dos intervalos de erro
padrdo, o que indica que o peroxido de hidrogénio, nas condi¢des e tempo de exposi¢do
utilizados, ndo teve impacto expressivo sobre a biomassa dos biofilmes em estagio inicial de
adesdo. Esse padrdo sugere que, embora o perdxido seja conhecido por sua a¢do oxidante e
citotoxica sobre células fungicas, ele ndo foi capaz de degradar ou impedir significativamente
o acumulo de matriz extracelular nos biofilmes em formacdo dessas amostras especificas. A
persisténcia da biomassa mesmo na presenga de concentragoes elevadas de peroxido pode estar
relacionada a répida produgdo de matriz ou a resisténcia estrutural da matriz polimérica frente
ao estresse oxidativo. Tais achados estdo em concordancia com a literatura, como discutido por
Silva et al. (2012), que descrevem a dissociagdo frequente entre viabilidade celular e densidade
de biomassa em biofilmes, especialmente em fases iniciais, destacando a importancia de
analises complementares para avaliar a eficacia de agentes antimicrobianos frente a biofilmes

em diferentes estagios.
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Grafico 76 — Avaliacao da biomassa de biofilmes recém-aderidos ao perdxido de hidrogénio —

amostra numero 1 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O pos-teste de Dunn apontou que concentragdes mais altas de perdxido, como 1750 e
875 ng/mL, promoveram uma reducdo significativa na biomassa em comparacao ao controle,
embora as concentracdes intermediarias tenham mantido valores relativamente estaveis, com
variagdes pouco expressivas. O grafico mostra uma queda inicial acentuada da biomassa nas
maiores concentragdes, seguida por uma oscilagdo entre as faixas intermedidrias (218,7 a 54,6
pg/mL), com discreta tendéncia de redugdo nas menores concentragdes (13,6 a 3,4 pg/mL).
Esses dados sugerem que o perdxido de hidrogénio apresenta um efeito mais evidente na
desestabilizacdo da biomassa apenas em concentracdes elevadas, possivelmente por agdo
oxidante direta sobre componentes estruturais do biofilme. No entanto, a persisténcia de
biomassa nas faixas intermedidrias e baixas pode estar relacionada a tolerancia estrutural da
matriz extracelular ou a rapida reestruturacdo do biofilme em formacdo. Esses achados
reforgcam a observacao de que a biomassa nem sempre acompanha diretamente a viabilidade
celular, como discutido por Silva et al. (2012), sendo essencial a analise integrada de parametros
fisioldgicos e estruturais para avaliar a eficacia de agentes antimicrobianos como o perdxido de

hidrogénio em diferentes fases de desenvolvimento do biofilme.
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Grafico 77 — Avaliacao da biomassa de biofilmes recém-aderidos ao perdxido de hidrogénio —

amostra de namero 15 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O pos-teste de Dunn indicou que a concentracao de 875 pg/mL promoveu uma reducao
significativa da biomassa em relacdo ao controle, enquanto as demais concentragoes,
especialmente as intermedidrias (218,7 a 54,6 pg/mL), apresentaram valores mais estaveis, com
absorbancias semelhantes ao controle, embora com tendéncia de leve diminuicdo nas
concentragdes mais baixas (13,6 a 3,4 pg/mL). O grafico mostra que, apesar da agdo oxidante
esperada do peroxido de hidrogénio, a biomassa do biofilme recém-formado nao foi
drasticamente afetada em grande parte das concentragdes testadas, mantendo-se com valores
médios proximos a 1,0 de absorbancia. Isso sugere que, nessa amostra especifica, o peroxido
foi mais eficiente na redugdo da atividade celular do que na degradagao da matriz biofilme, o
que esta de acordo com estudos como os de Silva ef al. (2012), que apontam que a biomassa
pode persistir mesmo apoOs a morte celular, especialmente em biofilmes ainda em formacao.
Assim, a agao do peroxido de hidrogénio sobre a biomassa parece ser limitada, a menos que
utilizado em concentra¢des muito altas, o que reforca a necessidade de abordagens combinadas

ou tempo de exposic¢ao prolongado para desorganizacao estrutural efetiva do biofilme.
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Grafico 78 — Avaliacao da biomassa de biofilmes recém-aderidos ao perdxido de hidrogénio —

amostra 29 (C. albicans).
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O poés-teste de Dunn revelou que a concentragdo de 875 pg/mL resultou em uma redugao
significativa da biomassa em comparacdo ao controle, enquanto as demais concentracoes,
especialmente entre 218,7 e 54,6 ng/mL, apresentaram valores de absorbancia semelhantes ou
até ligeiramente superiores ao controle, com uma leve tendéncia de queda nas menores
concentracoes (13,6 a 3,4 pg/mL). O grafico mostra que, de maneira geral, a biomassa do
biofilme foi pouco afetada pela maioria das concentragdes de peroxido, com variacdes pequenas
e sobreposicdo dos desvios padrdo. Esse padrao sugere que o peroxido de hidrogénio, nas
condicdes avaliadas, teve agdo limitada sobre a matriz estrutural do biofilme em formagao,
mesmo quando eficaz na reducdo da viabilidade celular. Isso reforga a ideia de que a matriz
extracelular pode se manter preservada mesmo apds a exposicdo a agentes oxidantes,
especialmente em estagios iniciais do biofilme, como apontado por Silva ef al. (2012). Assim,
a amostra 29 mostra um perfil de resisténcia estrutural da biomassa frente ao peroxido,
indicando que, para um efeito mais completo de remocao do biofilme, pode ser necessaria a
combinagdo com outros agentes que atuem diretamente na desestabilizacdo da matriz ou a

aplicacdo prolongada do tratamento.



126

Grafico 79 — Avaliacao da biomassa de biofilmes recém-aderidos ao perdxido de hidrogénio —

amostra de nimero 33 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O pos-teste de Dunn indicou que as concentragdes mais altas (875 e 437,5 pg/mL), bem
como as mais baixas (13,6 e 6,84 ng/mL), promoveram reducdes significativas da biomassa em
comparagdo ao controle, enquanto as concentracdes intermediarias (218,7 a 54,6 ng/mL)
mantiveram valores proximos ao basal. O grafico demonstra uma queda inicial da biomassa em
875 ng/mL, seguida por um leve aumento nas concentragdes intermediarias, € posteriormente
uma redugdo mais consistente nas faixas inferiores. Esse comportamento ndo linear pode
indicar uma resposta adaptativa ou transiente das células biofilme, refletindo variagdes na
resisténcia estrutural da matriz extracelular frente ao estresse oxidativo. A persisténcia da
biomassa em concentragdes moderadas, apesar da acdo conhecida do perdxido de hidrogénio
como agente gerador de espécies reativas de oxigénio (ROS), sugere que os mecanismos de
defesa da matriz ainda ndo haviam sido completamente superados nessas faixas.Essa
interpretagdo estd em consonancia com estudos como os de Silva et al. (2012) e Matos (2009),
que apontam que a biomassa pode permanecer relativamente estavel mesmo apods perda de
viabilidade celular, especialmente em biofilmes imaturos. Portanto, os resultados obtidos para
a amostra 33 reforcam a importancia de avaliar, de forma complementar, tanto a estrutura
quanto a atividade dos biofilmes ao se testar agentes antimicrobianos como o perdxido de

hidrogénio.
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5.11 EFEITO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE BIOFILMES MADUROS DE
AMOSTRAS PADROES E HOSPITALARES DE Candida spp.

Grafico 80 — Avaliacdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros ao perdxido de
hidrogénio — amostras padrao (C. albicans SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C.
krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019).
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Concentragao de peroxido de hidrogénio
Fonte: da autora.

O poés-teste de Dunn mostrou que todas as concentragdes a partir de 437,5 pg/mL
promoveram redugdes significativas na atividade metabdlica em comparagdo ao controle, com
destaque para as concentragdes entre 218,7 e 27,3 ug/mL, que apresentaram quedas
progressivas e expressivas nos niveis de absorbancia. O grafico evidencia uma forte relacao
dose-dependente, com declinio acentuado da atividade celular a medida que aumenta a
concentragdo de perdxido, atingindo niveis minimos nas menores concentragdes testadas (13,6
a 3,4 pg/mL), sugerindo que mesmo pequenas quantidades do agente oxidante sdo capazes de
comprometer a viabilidade celular em biofilmes maduros. Esses dados demonstram a eficacia
do peroxido de hidrogénio em induzir estresse oxidativo severo, mesmo em estruturas ja
estabelecidas e mais resistentes, como os biofilmes maduros, cuja matriz extracelular densa
geralmente oferece maior protecao contra agentes antimicrobianos. Esse resultado corrobora os
achados de Matos (2009), que destacam o potencial do peroxido como ferramenta eficaz na
reducdo da viabilidade de biofilmes fungicos, inclusive em estidgios avancados de
desenvolvimento, reforcando seu uso como agente desinfetante em ambientes clinicos e

hospitalares onde esses biofilmes estdo associados a infec¢des persistentes.
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Grafico 81 — Avaliagdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros ao perdxido de

hidrogénio — amostra de nimero 5 (C. ndo-albicans - glablatra).
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Fonte: da autora.

O pos-teste de Dunn demonstrou que todas as concentragdes de peroxido testadas, a
partir de 875 pg/mL, apresentaram reducdes significativas na atividade metabdlica em
compara¢do ao controle, com diminuicdes progressivas e expressivas ao longo das demais
faixas de concentracao, incluindo as mais baixas. O grafico evidencia uma clara tendéncia dose-
dependente, com queda acentuada da absorbancia a medida que se aumenta a concentragao de
perdxido, atingindo niveis minimos de atividade nas concentragdes inferiores (13,6 a 3,4
png/mL). Esses dados indicam que o perdxido de hidrogénio ¢ altamente eficaz na redugdo da
viabilidade de biofilmes maduros mesmo em concentragdes relativamente baixas,
provavelmente devido a sua acdo oxidativa agressiva que danifica estruturas celulares
essenciais, como membranas e proteinas, independentemente da presenca da matriz protetora
do biofilme. A sensibilidade observada nesta amostra refor¢a achados da literatura, como os
apresentados por Matos (2009), que destacam a efetividade do peroxido frente a biofilmes bem
estabelecidos, sugerindo seu uso como alternativa potente para descontaminagdo de superficies

clinicas ou dispositivos médicos colonizados por fungos em fase madura de biofilme.
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Grafico 82 — Avaliagdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros ao perdxido de

hidrogénio — amostra de numero 23 (C. ndo-albicans - tropicalis).
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O pos-teste de Dunn demonstrou que todas as concentragdes a partir de 875 pg/mL
resultaram em reducdes significativas da atividade metabolica em comparagao ao controle, com
diminui¢des progressivas e continuas em todo o intervalo de concentragdes testadas. O grafico
mostra um padrao claro de reducdo dose-dependente, com queda acentuada da absorbancia ja
nas concentragdes iniciais e atingindo valores proximos de zero nas menores concentragdes
(13,6 a 3,4 pg/mL), indicando que o perdxido de hidrogénio foi altamente eficaz em
comprometer a viabilidade celular dos biofilmes maduros. A amostra 23 se mostrou bastante
sensivel a acdo do agente oxidante, o que sugere que, apesar da presenca de matriz extracelular
protetora caracteristica de biofilmes maduros, as células ainda foram significativamente
afetadas, possivelmente devido a intensa geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que
levam a oxidacdo de componentes celulares essenciais. Esses resultados estdo de acordo com
os achados de Matos (2009), que demonstraram que o perdéxido de hidrogénio € capaz de
atravessar a matriz do biofilme e exercer sua agdo citotoxica de forma eficiente, mesmo em
estagios avangados de desenvolvimento, refor¢ando seu potencial como alternativa terapéutica

ou desinfetante para superficies contaminadas por biofilmes fingicos maduros.
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Grafico 83 — Avaliagdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros ao perdxido de

hidrogénio — amostra de ntimero 33 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O pos-teste de Dunn demonstrou que todas as concentragdes de perdxido de hidrogénio,
a partir de 875 pug/mL, reduziram significativamente a atividade metabdlica em relagdo ao
controle, com uma queda gradual da viabilidade celular a medida que a concentragdo do agente
aumentava. O grafico mostra uma tendéncia clara de inibi¢cdo metabdlica dose-dependente, com
as menores concentragdes (13,6 a 3,4 pg/mL) promovendo niveis minimos de absorbancia,
sugerindo forte comprometimento da viabilidade celular mesmo em doses reduzidas. Esses
resultados reforcam a eficacia do perdxido de hidrogénio como agente antifingico contra
biofilmes maduros, cujas estruturas sdo normalmente mais resistentes devido a presenga de
matriz extracelular espessa. A capacidade do peroxido de atravessar essa barreira protetora e
induzir estresse oxidativo suficiente para inativar as c€lulas fungicas ¢ consistente com achados
da literatura, como os de Sharma et al. (2016), que destacam a a¢do potente do perdéxido em
diferentes fases do desenvolvimento do biofilme. Assim, os dados da amostra 33 confirmam o
potencial desse composto como uma alternativa eficaz para o controle de infec¢des associadas

a biofilmes maduros em ambientes clinicos.
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Grafico 84 — Avaliacao da biomassa de biofilmes maduros ao peroxido de hidrogénio — amostras
padrdo (C. albicans SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258, C.
glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019).
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Fonte: da autora.

O grafico mostra que a biomassa total dos biofilmes maduros se manteve relativamente
constante ao longo de todas as concentragdes de peroxido avaliadas, com valores médios de
absorbancia variando entre aproximadamente 1,2 e 2,0 e com amplos desvios padrao, indicando
grande variabilidade intra-grupo. Mesmo nas concentragdes mais elevadas (1750 e 875 pg/mL),
a biomassa ndo apresentou redu¢do expressiva em relacdo ao controle. Esses dados sugerem
que o peroxido de hidrogénio, embora eficaz na redugdo da viabilidade celular, ndo foi capaz
de degradar significativamente a matriz estrutural dos biofilmes maduros, o que pode ser
atribuido a espessa e complexa composi¢do da matriz extracelular que caracteriza esse estagio
avangado de desenvolvimento. Essa dissociagdo entre viabilidade celular e integridade
estrutural ¢ bem documentada na literatura, como observado em Silva et al. (2012), que
ressaltam que a matriz pode persistir mesmo apos morte celular, servindo como barreira fisica
adicional. Portanto, os resultados sugerem que, apesar da agdo oxidativa do peroxido de
hidrogénio, estratégias combinadas com enzimas de degradagdo de matriz ou maior tempo de
exposicao podem ser necessarias para promover a remogao efetiva da biomassa de biofilmes

maduros.
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Grafico 85 — Avaliagdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros ao perdxido de

hidrogénio — amostra de numero 5 (C. ndo-albicans — glablatra).
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O grafico demonstra que, mesmo com a exposi¢do a diferentes concentracdes de
peroxido, a biomassa do biofilme se manteve relativamente constante, com variagdes pontuais
que ndo se configuraram como tendéncia clara de reducdao. Observa-se leve oscilagdo dos
valores de absorbancia, com médias flutuando entre 0,3 e 0,8, mas sem declinio progressivo
proporcional ao aumento da concentracdo do agente oxidante. Esses achados indicam que o
perdxido de hidrogénio ndo promoveu reducao significativa da biomassa da amostra 5, mesmo
nas maiores concentragdes, o que pode ser explicado pela resisténcia estrutural conferida pela
matriz extracelular espessa e consolidada tipica de biofilmes maduros. De acordo com Silva et
al. (2012), a integridade da matriz pode permanecer preservada mesmo apds a morte das
células, o que explica a auséncia de correlagdo direta entre perda de viabilidade celular e
reducdo de biomassa. Assim, os resultados sugerem que o perdxido de hidrogénio, quando
utilizado isoladamente, pode ndo ser suficiente para desestabilizar a matriz de biofilmes
maduros, sendo recomendada a associagdo com agentes que atuem especificamente na
degradacao da estrutura polimérica da matriz para uma abordagem mais eficaz na remog¢ao do

biofilme.
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Grafico 86 — Avaliagdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros ao perdxido de

hidrogénio — amostra de ntimero 22 (C. albicans).
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Fonte: da autora.

O grafico mostra que a biomassa ndo apresentou uma tendéncia clara de reducdo frente
ao aumento da concentragdo de perdxido, mantendo-se relativamente estdvel ao longo das
concentragdes intermedidrias e até mesmo elevando-se em alguns pontos, como em 64 e 32
pg/mL. A unica concentragdo que apresentou um valor visivelmente inferior foi a de 3,4 pg/mL,
porém essa queda ndo foi estatisticamente relevante no contexto geral do experimento. Esse
padrao de variagdo sugere que, para a amostra 22, o peréxido de hidrogénio ndo exerceu efeito
consistente sobre a estrutura da matriz do biofilme maduro. A resisténcia da biomassa pode ser
atribuida a densa e complexa matriz extracelular tipica de biofilmes em estagio avangado, que
funciona como uma barreira fisica e quimica, limitando a penetracdo e a acdo de agentes
antimicrobianos. Esses achados estao alinhados com a literatura, como relatado por Silva et al.
(2012), que destacam que, mesmo ap6s comprometimento da atividade metabolica das células,
a estrutura da matriz pode se manter intacta. Assim, os dados reforcam a necessidade de uso
combinado de estratégias antimicrobianas que incluam nao apenas agentes citotdxicos como o
peréxido de hidrogénio, mas também compostos capazes de degradar ou desorganizar
diretamente a matriz polimérica do biofilme para obtencdo de resultados mais eficazes na

remogao e controle dessas estruturas microbianas maduras (Matos, 2009).
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Grafico 87 — Avaliagdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros ao perdxido de

hidrogénio — amostra 29 (C. albicans).
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O grafico mostra que, embora o controle apresente valor de absorbancia ligeiramente
superior, ndo ha tendéncia de reducao progressiva da biomassa com o aumento da concentragdo
do perdxido; ao contrario, observa-se uma oscilagdo dos valores ao longo das diferentes
concentragdes, com variagdes discretas e ampla sobreposicdo dos desvios padrdo. As
concentragdes mais baixas (13,6 a 3,4 ng/mL) inclusive mantém valores semelhantes ou até
superiores as concentracdes intermedidrias e altas, evidenciando a auséncia de efeito dose-
dependente. Esses resultados sugerem que, na amostra 29, o perdéxido de hidrogénio nao
promoveu degradacdo significativa da matriz extracelular do biofilme maduro, o que pode ser
atribuido a robustez estrutural conferida pela matura¢do da matriz, que age como barreira contra
a acdo oxidativa. Isso estd de acordo com estudos como os de Silva et al. (2012), que apontam
a dissociacdo entre viabilidade celular e biomassa em biofilmes estabelecidos, reforgando que
a remog¢ao completa dessas estruturas exige nao apenas agentes antimicrobianos, mas também
compostos com agdo especifica sobre a matriz polimérica. Portanto, os dados da amostra 29
indicam a limita¢do do perdxido de hidrogénio isolado como estratégia para desorganizagdo

estrutural de biofilmes maduros.
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Grafico 88 — Avaliagdo da atividade metabdlica de biofilmes maduros ao perdxido de

hidrogénio — amostra 48 (C. albicans).
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O grafico mostra um comportamento nao usual: enquanto seria esperado um possivel
efeito de redugdo da biomassa com o aumento da concentracdo do perdxido, os dados da
amostra 48 revelam uma tendéncia inversa, com valores mais baixos nas concentragdes iniciais
(875 a 109,3 pg/mL) e aumento progressivo nas faixas mais baixas (13,6 a 3,4 ug/mL),
culminando com o maior valor de absorbancia justamente na menor concentragado testada. Esses
achados indicam que o peroxido de hidrogénio, nas condi¢des aplicadas, ndo apenas foi ineficaz
na degradagdo da biomassa, como pode ter favorecido a compactacdo ou intensificacdo da
matriz biofilme em concentragdes subletais, fenomeno que ja foi descrito na literatura como
possivel resposta adaptativa de microrganismos a estresse oxidativo. A variabilidade entre os
grupos e a auséncia de padrdo dose-resposta indicam que a matriz madura da amostra 48
apresenta alta resisténcia ao agente oxidante, reforcando a necessidade de abordagens mais
especificas, como o uso combinado com agentes dispersores de matriz ou aplicagdo prolongada.
Esses achados estdo de acordo com o que propoe Silva et al. (2012), que destacam a
complexidade do controle de biofilmes maduros e a importancia de estratégias integradas para

superagao da resisténcia estrutural conferida pela matriz polimérica.

Os resultados indicam que o peroxido de hidrogénio exerce um efeito dose-dependente
na viabilidade celular de Candida spp., com um impacto ainda mais notadvel quando combinado
com o fluconazol. Esse efeito sinérgico € consistente com pesquisas que exploram a interagao
entre oxidantes e antifingicos convencionais, como semelhante ao estudo de Astvad ef al.

(2018), que sugere que o uso de peroxido de hidrogénio em combina¢do com antifiingicos pode
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desestabilizar a estrutura celular fingica, principalmente em cepas resistentes. A agdo do
peroxido de hidrogénio ¢ potencialmente atribuida a gerag@o de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que aumentam o estresse oxidativo nas células fingicas, comprometendo a integridade

da membrana célula, de acordo com estudos semelhantes de Hu, (2015).

O efeito limitado das concentragdes intermedidrias de perdxido de hidrogénio,
conforme observado, sugere um ponto de saturagao celular onde as células de Candida
desenvolvem tolerancia temporaria a niveis moderados de EROs, como observado por
Wiederhold et al. (2018). No entanto, concentragdes mais altas superam esse mecanismo,
levando a inibigdo celular expressiva. Para biofilmes fingicos e cepas resistentes a fluconazol,
estudos indicam que o peroxido de hidrogénio combinado com antifungicos pode efetivamente

romper a estrutura do biofilme e reduzir a resisténcia (Alves et al., 2014).

As implicagdes clinicas desses achados sdo promissoras. A utilizacdo de perdxido de
hidrogénio como adjuvante terapéutico oferece uma abordagem de baixo custo para o manejo
de infecgdes fungicas resistentes, semelhante aos estudos de Clancy e Nguyen (2018), que
analisaram o custo-beneficio de tratamentos combinados em infec¢des hospitalares. A
combinagdo de agentes antimicrobianos disponiveis e acessiveis, como o peroxido de
hidrogénio, com antifingicos tradicionais, pode ndo apenas melhorar a eficacia do tratamento,
mas também reduzir a dosagem de medicamentos como o fluconazol, minimizando seus efeitos

colaterais e contribuindo para uma abordagem terapéutica mais segura e econdomica.
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6 CONCLUSOES

Os resultados dos experimentos com Lactobacillus spp. demonstraram que as cepas
avaliadas, incluindo L. casei, L. reuteri e L. rhamnosus induziram alteracdes estatisticamente

significativas na atividade metabdlica ou na biomassa de Candida spp.

O estudo realizado demonstrou que os diferentes tratamentos antifngicos com
fluconazol, lactato de sdédio e peroxido de hidrogénio, aplicados isoladamente ou em
combinagdes, impactaram de forma distinta as respostas bioldgicas das espécies de Candida. A
acdo dependente da dose observada para cada composto permitiu identificar concentragdes
criticas que provocam inibigdo ou alteragdo no crescimento de células planctonicas ¢ na
formac¢do de biofilmes. Os resultados destacam a efic4cia potencial do lactato de sédio e do
peroxido de hidrogénio como adjuvantes no tratamento de infec¢des fingicas refratarias ao
tratamento antifingico, especialmente ao combinar essas substiancias com fluconazol, o que

apresentou um efeito sinérgico significativo na reducdo da viabilidade e biomassa de biofilmes.

Estudos complementares com concentragdes ajustadas desses compostos podem
oferecer novos caminhos para otimizar terapias combinadas, visando melhorar a eficacia do
tratamento antifingico e reduzir o uso isolado de antifngicos convencionais, como o
fluconazol. Dessa forma, esta pesquisa contribui para o entendimento das interagdes entre
diferentes tratamentos e as respostas adaptativas de Candida spp., fornecendo uma base
relevante para futuras estratégias terap€uticas que possam controlar efetivamente a formagao

de biofilmes e a resisténcia antifingica em ambientes clinicos e em comunidade.
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