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RESUMO

MARTINEZ, R. C. R. Efeito da utilizagdao de culturas laticas probidticas na
microbiota vaginal de pacientes acometidas por infec¢oes bacterianas e
fungicas. 2008. 213f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

A microbiota vaginal saudavel é constituida, majoritariamente, por espécies de
lactobacilos que representam uma barreira natural contra microrganismos causadores de
doengas como a candidiase vulvovaginal (CVV), vaginose bacteriana (VB) e infec¢cées do
trato urinario (ITU), que juntas acometem cerca de um bilhdo de mulheres no mundo
anualmente. Um melhor entendimento da ecologia microbiana vaginal pode ser util na
otimizacao de tratamentos existentes para as infecgdes urogenitais, os quais podem destruir
parcialmente a microbiota autéctone, predispor a novas infecgdes, contribuir para a selegcéao
de microrganismos resistentes e causar efeitos colaterais indesejaveis. A utilizagdo de
microrganismos certificadamente probidticos, Lactobacillus rhamnosus GR-1 e Lactobacillus
reuteri RC-14, representa uma alternativa terapéutica promissora na abordagem de VB e
CVV, uma vez que séo capazes de colonizar o trato vaginal, apresentam atividade inibitéria
frente a diversos patdgenos do trato urogenital, exibem risco minimo para a selegao de
microrganismos resistentes e podem auxiliar na restauracdo da microbiota vaginal. Os
objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar a prevaléncia de espécies de lactobacilos na
microbiota vaginal de mulheres saudaveis e diagnosticadas com infecgdes vaginais (CVV e
VB) da cidade de Ribeirdo Preto (Sao Paulo, Brasil), (ii) avaliar a capacidade de isolados de
lactobacilos produzirem peréoxido de hidrogénio (H,O,) e (iii) determinar a eficacia da
utilizacao de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 no tratamento de CVV e VB, quando co-
administrados com medicamentos antimicrobianos tradicionais. Participaram deste estudo,
196 pacientes voluntérias, atendidas por médicos ginecologistas de centros de saude
ligados a Universidade de Sao Paulo, campus de Ribeirdo Preto (64 saudaveis, 68
diagnosticadas com CVV e 64 diagnosticadas com VB) e duas amostras vaginais de cada
paciente foram coletadas com o auxilio de zaragatoas esterilizadas. Uma zaragatoa foi
utilizada para semeadura em agar MRS (de Man, Rogosa & Sharpe), os isolados de
bactérias laticas obtidos foram analisados através da técnica de PCR-ARDRA (Reag¢do em
cadeia da polimerase — Anadlise de restricdo do DNA ribossomal amplificado) e a habilidade
de Lactobacillus spp. produzir H,O, foi determinada semi-quantitativamente. A outra
zaragatoa foi utilizada para a analise das espécies de lactobacilos da microbiota vaginal pela
técnica independente de cultivo PCR-DGGE (Reagdo em cadeia da polimerase —
Eletroforese em gel de gradiente de desnaturagao). As leveduras do género Candida foram
obtidas através da semeadura das amostras vaginais provenientes de pacientes saudaveis
e com CVV no meio Chromagar® Candida e identificadas através de provas bioquimicas de
referéncia. As pacientes diagnosticadas com CVV participaram de um estudo randomizado,
duplo-cego, placebo-controlado e foram tratadas com dose Unica de fluconazol (150mg) e
suplementacdo diaria durante 28 dias com (i) duas capsulas contendo os microrganismos
probioticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (Urex-Cap-5®) ou (ii) duas capsulas de
placebo. As pacientes com VB também participaram de um estudo randomizado, duplo-
cego, placebo-controlado e foram tratadas com dose unica de tinidazol (2g) e
suplementacido diaria com capsulas do probidtico (Urex-Cap-5®) ou placebo, conforme
descrito acima. Todas as pacientes foram reavaliadas ao final do tratamento, no 28° dia.
Foram realizados experimentos para averiguar o possivel efeito de L. rhamnosus GR-1 e L.
reuteri RC-14 na modulagao in vitro da infeccdo por Candida albicans em culturas de células



epiteliais vaginais humanas (VK2/EGE7) Os resultados mostraram que, pela técnica de
PCR-ADRA, L. crispatus foi a espécie mais prevalente nos grupos de pacientes saudaveis
(37,0%) e com CVV (35,9%), enquanto que L. gasseri foi predominante no grupo de
pacientes com VB (34,6%). De acordo com o método de PCR-DGGE, L. iners foi o
microrganismo mais prevalente nos trés grupos de pacientes avaliados: saudaveis, com
CVV e VB (48,7%, 44,7% e 65,0%, respectivamente). A maioria dos isolados de
Lactobacillus spp. obtidos nos grupos de pacientes saudaveis (98,6%) e diagnosticadas com
CVV (97,4%) foram capazes de produzir H,O, (1 a 100mg/L), em comparagéo a apenas
68,2%, determinado no grupo de pacientes com VB (p<0,05). L. crispatus e L. johnsonii
produziram as maiores quantidades médias de H,O, (=30mg/L). A taxa de colonizagao por
leveduras do género Candida foi de 26,6% no grupo de pacientes saudaveis (C. albicans
correspondeu a 52,4% de todos os isolados), enquanto que no grupo de pacientes com
CVV, 89,2% dos isolados leveduriformes foram identificados como C. albicans. Para as
andlises estatisticas dos dados obtidos com os testes clinicos, foram consideradas 55
pacientes diagnosticadas com CVV (pela presenca de sinais e sintomas da infecgdo e
cultura positiva para Candida sp.) e foi observado que a utilizacdo de dose unica de
fluconazol e suplementagao diaria com o probidtico, resultou em taxa de cura mais elevada
para a infec¢ao (89,7%) em comparagéo com aquela verificada no grupo placebo (65,4%)
(p<0,05). A utilizagao de tinidazol em associagdo com a ingestao diaria de Urex-Cap-5® no
tratamento de pacientes com VB também resultou em taxa de cura mais elevada para a
condigao (87,5%), em comparagao aquela observada no grupo placebo (50,0%) (p<0,05). A
atividade anti-Candida de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 foi observada através do
modelo in vitro para infecgdo vaginal. Em conclusao, quando as técnicas de PCR-ARDRA e
PCR-DGGE foram comparadas entre si, foi observado que ambas apresentaram limitagoes,
evidenciando a importancia do emprego de diferentes metodologias para avaliagdo
adequada das espécies de lactobacilos presentes na microbiota vaginal. As espécies de
lactobacilos vaginais determinadas nas mulheres saudaveis do presente trabalho foram
semelhantes aquelas verificadas em estudos prévios descritos na literatura com pacientes
com dieta e localizagdo geografica notadamente distintas. Os dados do presente trabalho
sugerem que a presenca de lactobacilos produtores de H,0,, isoladamente, ndo confere
protecao contra CVV, enquanto que a auséncia desses microrganismos pode ser um fator
contribuinte para VB. Além disso, foi demonstrado que a utilizagdo de medicamentos
antimicrobianos tradicionais e suplementagdo com o0s microrganismos probidticos L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 foi mais eficiente no tratamento de CVV e VB em
comparagdo com medicamentos classicos e placebo. Estes resultados podem contribuir
para prolongar a vida util de medicamentos cuja eficacia pode ser comprometida devido a
selecdo de microrganismos resistentes e também reduzir o tempo de tratamento para
pacientes que necessitam de terapias classicas por periodos prolongados.

Palavras-chave: Bactérias laticas, Lactobacillus, probidticos, candidiase vulvovaginal,
fluconazol, vaginose bacteriana, tinidazol, citocinas.



ABSTRACT

MARTINEZ, R. C. R. Effect of lactic acid probiotic cultures utilization on the
vaginal microbiota of women diagnosed with bacterial and fungal infections.
2008. 213p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

The vaginal microbiota is mainly constituted by lactobacilli species, which represent
a natural barrier against microorganisms that cause vulvovaginal candidiasis (VVC), bacterial
vaginosis (BV), and urinary tract infections (UTI). Together, these conditions afflict each year
an estimated one billion women worldwide. A better understanding of the vaginal microbial
ecology may be useful to improve the current available treatments for urogenital infections,
which can partially destroy the autochthonous microbiota, predispose to other infections,
contribute for the selection of resistant microorganisms and cause undesirable collateral
effects. The use of microorganisms with demonstrated probiotic properties, Lactobacillus
rhamnosus GR-1 and Lactobacillus reuteri RC-14, represents a promising therapeutic
alternative for BV and VVC, since they are able to colonize the vaginal tract, present
inhibitory against several urogenital pathogens, pose minimal risk for the selection of
resistant microorganisms and can help to restore the vaginal microbiota. The objectives of
this work were: (i) to evaluate the prevalence of lactobacilli species in the vaginal microbiota
of healthy women and those diagnosed with vaginal infections (VVC and BV) in the city of
Ribeirao Preto (Sao Paulo, Brazil), (ii) to evaluate the ability of the lactobacilli isolates to
produce hydrogen peroxide (H.O,) and (iii) to determine the efficacy of the use of L.
rhamnosus GR-1 and L. reuteri RC-14 in the treatment of VVC and BV, in co-administration
with traditional antimicrobials. 196 voluntary subjects were examined by the gynecologists
team from health centers affiliated with Universidade de Sao Paulo, campus at Ribeirdo
Preto (64 healthy, 68 diagnosed with VVC and 64 diagnosed with BV) and two vaginal
samples from each patient were collected by the use of two sterile swabs. One swab was
cultured in MRS (de Man, Rogosa & Sharpe) agar, the isolates of lactic acid bacteria
obtained were analyzed by PCR-ARDRA (Polymerase chain reaction - Amplified ribosomal
DNA restriction analysis) and the ability of Lactobacillus spp. to produce hydrogen peroxide
was determined semi-quantitatively. The other swab was used for the analysis of lactobacilli
species from the vaginal microbiota using the culture-independent PCR-DGGE (Polymerase
chain reaction — Denaturating gradient gel electrophoresis). The yeasts belonging to Candida
genus were obtained also by culturing the vaginal material from healthy and VVC patients in
Chromagar® Candida and were identified by standard biochemical tests. VVC patients were
enrolled in a randomized, double-blind, placebo-controlled trial and treated with a single dose
fluconazole (150mg) and daily supplementation for 28 days with (i) two capsules containing
the probiotic microorganisms L. rhamnosus GR-1 and L. reuteri RC-14 (Urex-Cap-5®) or (ii)
two placebo capsules. BV patients were also enrolled in a randomized, double-blind, placebo
controlled trial and treated with a single dose of tinidazole (2g) and supplementation with
probiotic capsules (Urex-Cap-5®) or placebo, as described above. All patients were re-
evaluated at the end of treatment, on the 28" day. Experiments were also conducted to
assess the possible effect of L. rhamnosus GR-1 and L. reuteri RC-14 in the in vitro
modulation of vaginal infection by Candida albicans on cultures of human vaginal epithelial
cells (VK2/EGE7). The results revealed that according to PCR-ADRA, L.crispatus was the
most prevalent species in the groups of healthy women (37.0%) and those with VVC
(35.9%), while L. gasseri was dominant in BV patients (34.6%). By PCR-DGGE method, L.
iners was the most prevalent Lactobacillus species in all the three groups evaluated: healthy,



VVC and BV (48.7%, 44.7% and 65.0%, respectively). The majority of the isolates of
Lactobacillus spp. from healthy women (98.6%) and those with VVC (97.4%) were able to
produce H;O, (1 to 100mg/L) in comparison with only 68.2% assessed for the BV group
(p<0.05). L. crispatus and L. johnsonii produced the highest average levels of H,O,
(=30mg/L). Colonization rate by yeasts belonging to Candida genus was 26.6% in the group
of healthy patients (C. albicans represented 52.4% of all isolates), whereas in the VVC
group, 89.2% of yeast isolates were identified as C. albicans. For the performance of
statistical analysis of the results obtained with the clinical trials, 55 patients diagnosed with
VVC (by the presence of symptoms and signals of the infection and positive culture for
Candida sp.) were taken into consideration and it was observed that the use of a single dose
of fluconazole and daily supplementation with probiotics, yielded a higher cure rate (89.7%),
in comparison with the placebo group (65.4%) (p<0.05). The use of tinidazole plus probiotic
also resulted in higher cure rate of the infection (87.5%), compared to placebo group (50.0%)
(p<0.05). An anti-Candida activity of L. rhamnosus GR-1 and L. reuteri RC-14 was observed
in the in vitro model of vaginal infection. In conclusion, when PCR-ARDRA and PCR-DGGE
were compared, it was verified that both presented limitations, which evidences the need of
using different techniques for a better knowledge of lactobacilli species present in the vaginal
microbiota. The lactobacilli species found in healthy women in this work were similar to those
reported in previous studies described in the literature for patients with distinctly different diet
and geographic localization. The data of the present work indicate that solely the presence of
H,O,-producing isolates does not render protection against VVC, whereas the absence of
those microorganisms may be a contributing factor for BV. Moreover, it was demonstrated
that the use of classical medicines supplemented with the probiotics L. rhamnosus GR-1 and
L. reuteri RC-14 was more efficient to treat VVC and BV in comparison with classical
medicines plus placebo. These results may contribute to extend the longevity of drugs whose
efficacy is compromised due to the selection of resistant microorganisms and also to shorten
the length of treatment courses for patients that require long regimens with standard therapy.

Keywords: Lactic acid bacteria, Lactobacillus, probiotics, vulvovaginal candidiasis,
fluconazole, bacterial vaginosis, tinidazole, cytokines.
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Figura 22. Perfil de restricdo da digestao de trés espagadores intergénicos 16S-
23S de Lactobacillus salivarius, obtido de amostra vaginal de paciente integrante
do presente estudo, identificado através da técnica de PCR-ARDRA. A
amplificacdo por PCR das regides espacadoras de RNAr foi realizada, os amplicons
foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por
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negativos significam, respectivamente, clivagem positiva ou negativa para os
amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de peso

molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb) ...............

Figura 23. Perfil de restricao A da digestdo de trés espagadores intergénicos
16S-23S de Lactobacillus vaginalis, obtido de amostra vaginal de paciente
integrante do presente estudo, identificado através da técnica de PCR-ARDRA.
A amplificacdo por PCR das regides espacadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais
positivos e negativos significam, respectivamente, clivagem positiva ou negativa para
os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de peso
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integrante do presente estudo, identificado através da técnica de PCR-ARDRA.
A amplificacdo por PCR das regides espacadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais
positivos e negativos significam, respectivamente, clivagem positiva ou negativa para
os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de peso
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Figura 25. Prevaléncia de pacientes saudaveis (A), diagnosticadas com candidiase
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Figura 26. Prevaléncia de pacientes saudaveis (A), diagnosticadas com candidiase
vulvovaginal (B) e vaginose bacteriana (C), ndo colonizadas, colonizadas por uma ou

duas espécies de lactobacilos vaginais, determinada através da técnica de PCR-

Figura 27. Prevaléncia de lactobacilos vaginais obtidos a partir de trés grupos de
pacientes: 64 mulheres saudaveis (A), 68 mulheres diagnosticadas com candidiase
vulvovaginal (B) e 64 mulheres diagnosticadas com vaginose bacteriana (C), de

acordo com os resultados obtidos através das técnicas de PCR-ARDRA e PCR-

Figura 28. Fotografia de gel obtido em testes de DGGE, exibindo as bandas de DNA
do controle positivo (CP) L. iners 13385 e obtidas a partir de pacientes saudaveis
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Figura 29. Fotografia de gel obtido em testes de DGGE, exibindo as bandas de DNA
do controle positivo (CP) L. iners 13385 e obtidas a partir de pacientes

diagnosticadas com candidiase vulvovaginal (numeradas de 133 @ 163) ........ccccceernns

Figura 30. Fotografia de gel obtido em testes de DGGE, exibindo as bandas de DNA
do controle positivo (CP) L. iners 13385 e obtidas a partir de pacientes

diagnosticadas com vaginose bacteriana (numeradas de 297 a 327) ........cccceeeeeeeeennns

Figura 31. Diferentes aspectos macroscopicos de coldnias de leveduras
pertencentes ao género Candida, obtidas a partir de amostras vaginais de pacientes
saudaveis e com candidiase vulvovaginal, apds semeadura em superficie em meio
de cultura seletivo e diferencial [Chromagar® Candida (Probac — Sao Paulo)] e

incubacao por 48 horas a 37°C: verdes (A), brancas (B), rosas (C) e roxas (D) ............

Figura 32. Distribuicdo de leveduras do género Candida, isoladas do grupo de 64
pacientes saudaveis, identificadas presuntivamente no meio Chromagar® Candida e

confirmadas com provas bioquimicas, de acordo com Kurtzman e Fell (1998) ..............

Figura 33. Distribuicdo de leveduras do género Candida, isoladas do grupo de 68
pacientes diagnosticadas com candidiase vulvovaginal, identificadas presuntivamente
no meio Chromagar® Candida e confirmadas com provas bioquimicas de acordo com
Kurtzman € Fell (1998) ... e
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Figura 34. Prevaléncia de mulheres com microbiota vaginal normal, intermediaria ou
indicativa de vaginose bacteriana, avaliadas de acordo com o escore de Nugent apés
quatro semanas de tratamento com dose Unica de tinidazol (2g) e suplementagao
com duas capsulas diarias de probiético (L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14) ou

placebo, durante quatro semanas, sendo que cada grupo compreendia 32 pacientes ..

Figura 35. Fotografia de gel de agarose a 1,5% (p/v) exibindo as bandas de DNA dos
controles positivos (CP) L. rhamnosus GR-1 (CP1) e L. reuteri RC-14 (CP2) e
aquelas obtidas a partir de pacientes diagnosticadas com candidiase vulvovaginal
(numeradas de 70 a 172) apés tratamento com dose uUnica de fluconazol (150mg) e
suplementacdo com probidtico oral, utilizado no periodo da manha, diariamente
durante quatro semanas. O marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a direita

€ expresso em pares de base (Pb) ...ccooeoieeiiiii i,

Figura 36. Producédo de IL-6, IL-8, IL-1a, IP-10, RANTES e VEGF (expressa em
pg/mL) por células epiteliais vaginais VK2/EGE7 cultivadas isoladamente (8,0x10*
células/poco testado), crescida com 10ng/mL de TNF-a e infectadas com C. albicans
3153a (2,0x10* UFC/mL). Os resultados foram obtidos apés 6h (A) e 12h (B) de
incubacao a 37°C. TNF-a foi utilizado como controle positivo e os asteriscos indicam
as condigbes nas quais as concentragbes de citocinas foram significativamente
diferentes (p<0,05) quando comparadas aquelas obtidas com VK2/EGE7 cultivadas
isoladamente. Sdo mostrados resultados médios de experimentos realizados em
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Figura 37. Producdo de IL-8 e IP-10 (expressa em pg/mL) pela linhagem celular
epitelial VK2/EBE7 (8,0x10* células/pogo testado) infectada com C. albicans 3153a
(2,0x10* UFC/mL), ndo desafiada ou desafiada com: i) L. rhamnosus GR-1 (10’
UFC/mL); ii) SLC de L. rhamnosus GR-1 [1:10 (v/v)]; iii) L. reuteri RC-14 (10’
UFC/mL); iv) SLC de L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]; v) L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri
RC-14 (10" UFC/mL cada) e vi) SLC de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 [1:10
(v/v)]. Os resultados foram obtidos apds 12h de incubacdo a 37°C e os asteriscos
indicam as condicdes nas quais as concentracdes de citocinas foram estatisticamente
diferentes (p<0,05) quando comparados aquelas obtidas com VK2/EGE7 cultivada
com C. albicans 3153a. Sao mostrados resultados médios de experimentos

realizados em dupliCata ........c.ovuiiiii i —————————
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Figura 38. Producao de IL-6, IL-1a, RANTES e VEGF (expressa em pg/mL) pela
linhagem celular epitelial VK2/EGE7 (8,0x10* células/pogo testado) infectada com C.
albicans 3153a (2,0x10* UFC/mL), ndo desafiada ou desafiada com: i) L. rhamnosus
GR-1 (107 UFC/mL); ii) SLC de L. rhamnosus GR-1 [1:10 (v/v)]; iii) L. reuteri RC-14
(10" UFC/mL); iv) SLC de L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]; v) L. rhamnosus GR-1 e L.
reuteri RC-14 (10’ UFC/mL cada) e vi) SLC de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14
[1:10 (v/v)]. Os resultados foram obtidos apds 12h de incubagcdo a 37°C e os
asteriscos indicam as condicbes nas quais as concentragdes de citocinas foram
estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparados aquelas obtidas com
VK2/EGE7 cultivada com C. albicans 3153a. Sdo mostrados resultados médios de

experimentos realizados em duplicata ...

Figura 39. Producdo de IL-8 e IP-10 (expressa em pg/mL) pela linhagem celular
epitelial VK2/EBE7 (8,0x10* células/poco testado) na presenca de: i) L. rhamnosus
GR-1 (107 UFC/mL); ii) SLC de L. rhamnosus GR-1 [1:10 (v/v)]; iii) L. reuteri RC-14
(10" UFC/mL); iv) SLC de L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]; v) L. rhamnosus GR-1 e L.
reuteri RC-14 (10’ UFC/mL cada) e vi) SLC de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14
[1:10 (v/v)]. Os resultados foram obtidos apdés 12h de incubagdo a 37°C e os
asteriscos indicam as condigbes nas quais as concentragdes de citocinas foram
estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparadas aquelas obtidas com
VK2/EGE7 cultivada isoladamente. Sao mostrados resultados médios de

experimentos realizados em duplicata ............ooouiiiiiiii i

Figura 40. Enumeracgao (log UFC/mL) de C. albicans 3153a apés 6h, 12h e 24h de
incubacao a 37°C em placas de 24 pocgos contendo a linhagem de célula epitelial
vaginal VK2/EBGE7 (controle) e desafiada com: i) L. rhamnosus GR-1 (10" UFC/mL);
i) SLC de L. rhamnosus GR-1 [1:10 (v/v)]; iii) L. reuteri RC-14 (10’ UFC/mL); iv) SLC
de L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]; v) L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (10’
UFC/mL cada) e vi) SLC de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 [1:10 (v/Vv)]. As
populagdes de C. albicans 3153a em T=24h nas condi¢des iii) e iv) foram
estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparadas aquelas obtidas no controle.

Sao mostrados resultados médios de experimentos realizados em duplicata ................
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E possivel que a adogdo de medidas excessivas de higiene praticadas desde o
nascimento de criangas, em especial na sociedade ocidental, faga com que muitos
individuos apresentem dificuldade em desenvolver uma microbiota intestinal endégena
protetora. Acredita-se que essa pratica possa estar associada a elevacao da incidéncia de
alergias e mesmo infecgdes, observadas nas ultimas décadas (CHANDRA, 1979; CHUNG et
al., 2007; SHREINER; HUFFNAGLE; NOVERR, 2008).

Criangas alimentadas com formulas artificiais, quando comparadas aquelas que
receberam aleitamento materno, apresentam um grau de colonizagcdo intestinal por
lactobacilos e bifidobactérias muito inferior e maiores populagbes de microrganismos
potencialmente patogénicos, como algumas espécies de enterococos, coliformes e
clostridios (BALMER; WHARTON, 1989).

O estresse da vida moderna, a reducdo da atividade fisica, o consumo de
alimentos excessivamente manipulados e processados, aliados a macica ingestdo de
aditivos alimentares, também podem contribuir para a diminuicao da resisténcia a infecgoes
(BENGMARK, 1998).

Paralelamente a esta situacdo, em muitos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, o uso indiscriminado de antibiéticos no combate a infecgdes € um dos
maiores problemas de saude publica (CIZMAN, 2003). Além disso, o agravamento da
selegao de microrganismos resistentes a medicamentos ocorre mundialmente (ROBERTS et
al., 2008), sendo que as nagbes com as maiores taxas de consumo de antibidticos por
pessoa, exibem as maiores taxas de resisténcia microbiana frente a esses farmacos
(CIZMAN, 2003).

Segundo Bengmark (1998), os medicamentos empregados no combate as
principais infecgdes humanas apresentam diversos aspectos negativos, pois (i) os
antibioticos podem destruir a microbiota autdctone e predispor a infecgbes; (ii) existe a
preocupacdo com a selecdo de linhagens de microrganismos resistentes a antibiéticos,
como resultado da prescricdo mundial indiscriminada e do uso incorreto desses

medicamentos; (iii) ha temor de que as industrias farmacéuticas sejam incapazes de
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desenvolver antibiéticos novos e efetivos em intervalos de tempo cada vez menores, a fim
de competir com a selegdo de microrganismos resistentes aos farmacos ja utilizados; (iv) o
interesse publico mundial tem aumentado sobremaneira em relagao a utilizagdo de métodos
mais naturais, a fim de prevenir e combater diversas infeccoes.

Dentre as infecgbes urogenitais, as vaginites causadas por leveduras do género
Candida, a vaginose bacteriana e as infecgdes do trato urinario, em conjunto, acometem
cerca de um bilhdo de mulheres no mundo anualmente (REID, 2008). Em todas essas
patologias, o tratamento medicamentoso tradicional destréi parcialmente a microbiota
autéctone, podendo levar a selecdo de microrganismos multiresistentes e ao
desenvolvimento de efeitos colaterais de intensidades variaveis (GARDINER et al., 2002a).

Deste modo, estudos com microrganismos in6cuos e que apresentam efeito
terapéutico comprovado, podem ser importantes aliados no restabelecimento da microbiota
autéctone, que funciona como uma barreira natural contra inUmeros microrganismos
patogénicos e oportunistas. Estudos realizados com cepas de bactérias laticas (BAL)
isoladas da microbiota vaginal de mulheres saudaveis (Lactobacillus rhamnosus GR-1 e
Lactobacillus reuteri RC-14) demonstraram que esses microrganismos podem ser agentes

efetivos no tratamento e prevencao de infecgbes urogenitais em mulheres (REID, 1999).

1.1 Microbiota vaginal normal

A microbiota vaginal de mulheres saudaveis é constituida por inUmeros géneros de
microrganismos que co-existem em um ténue equilibrio (BORIS; BARBES, 2000). A
composi¢ao da microbiota é influenciada por diversos parametros internos e externos, tais
quais variacao dos niveis hormonais, utilizacdo de métodos contraceptivos, dieta, relacéo
sexual, realizacdo de duchas vaginais, imunossupressdo, uso de antibiéticos, cirurgias
ginecoldgicas e cancer cervical (FRIEDRICH, 1979; LARSEN; GALASK, 1980; HOOTON et

al., 1989; REID; BRUCE, 2006).
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1.1.1 Lactobacilos, taxonomia e prevaléncia no epitélio vaginal

O género Lactobacillus compreende aproximadamente 100 espécies que estdo
amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em alimentos e bebidas
fermentados, frutas, vegetais e aguas de esgotos (NIKOLAITCHOUK et al.,, 2001,
DELLAGIO; FELIS, 2005). Esses microrganismos estdo associados também com o TGl e
estudos realizados sobre o trato vaginal, identificaram Lactobacillus sp. como predominantes
neste sitio anatébmico, sendo denominados bacilos de Doderlein (ROGOSA; SHARPE,
1960).

Na microbiota vaginal humana de mulheres saudaveis em periodo pds-puberal,
sdo determinadas populacdes de lactobacilos da ordem de 107 a 10® Unidades Formadoras
de Colbnia por mililitro (UFC/mL) de exsudato vaginal (REDONDO-LOPEZ; COOK; SOBEL,
1990; ANTONIO; HAWES; HILLIER, 1999). Esses microrganismos desempenham um papel
importante neste sitio anatémico, pois formam um biofilme na superficie da mucosa vaginal
e sao dominantes em relacdo a diversos géneros de microrganismos, incluindo
Peptostreptococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Bacterioides e
Mycoplasma (LARSEN; MONIF, 2001; REID, 2001).

As espécies de lactobacilos mantém um ecossistema vaginal saudavel, sendo
importantes na protecdo contra agentes infecciosos (HAWES et al, 1996; MARTIN et al.,
1999; DONDERS et al., 2000).

Acredita-se que o reto contribua em grande parte para a manutengdo da microbiota
vaginal, uma vez que funciona como reservatério para a recolonizagdo por lactobacilos,
verificada especialmente apds a ocorréncia de disturbios neste ecossistema, como a pratica
de duchas vaginais e/ou relagdes sexuais (VALLOR et al.,, 2001; ANTONIO; RABE;
HILLIER, 2005). Além disso, algumas espécies de lactobacilos vaginais ja foram detectadas
em amostras de fezes (TANNOCK, 1999; WALTER et al., 2000).

O género Lactobacillus ja foi agrupado de diferentes formas. De acordo com Lino,
Uchimura e Komagata (2003), a divisdo classica do mesmo, proposta por Orla-Jensen

(1919), baseava-se em caracteristicas morfolégicas e no metabolismo energético
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(homofermentadores ou heterofermentadores), nas temperaturas de multiplicagado (10°C e
45°C) e, ainda, nas formas isoméricas do acido latico produzido (D, L ou DL).

De acordo com Hammes e Vogel (1995), a subdivisdo do género Lactobacillus é
baseada no tipo de fermentagdo do microrganismo, o qual pode ser classificado como:
homofermentativo obrigatério, heterofermentativo ou heterofermentativo obrigatério. Os
lactobacilos homofermentativos obrigatérios sdo capazes de fermentar hexoses e sintetizar
quase que exclusivamente o acido latico através da via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP),
enquanto que as pentoses e gluconato ndo sdo fermentados. Os lactobacilos
heterofermentadores degradam hexoses a acido latico pela via EMP e também sao capazes
de degradar pentoses e frequentemente gluconato, uma vez que possuem as enzimas
aldolase e fosfocetolase. Os lactobacilos heterofermentadores obrigatorios, por sua vez,
degradam as hexoses através da via do fosfogluconato, produzindo lactato, etanol ou acido
acético e didxido de carbono, além disso, as pentoses também sado fermentadas por esta
via.

Com o advento da biologia molecular, diversas alteragcdes taxondmicas tém
ocorrido no grupo das bactérias laticas (desagregagdo, agregagdo e renomeagdo de
espécies), embora ainda n&o haja um consenso (DELLAGLIO; FELIS, 2006).

Em geral, o numero de espécies de lactobacilos que habitam o epitélio vaginal de
uma mulher saudavel varia de zero a quatro, sendo que essas espécies e suas
combinagbes podem se alterar devido ao uso de antibiétiocos, espermicidas, flutuagbes
hormonais e estados de imunossupressdo (GALASK, 1988; REDONDO-LOPEZ; COOK;
SOBEL, 1990; REID, 2000).

Por meio de testes fenotipicos foi demonstrado que Lactobacillus acidophilus
(ESCHENBACH et al., 1989; NAGY; PETTERSON; MARDTH, 1991) era a espécie de
lactobacilo mais prevalente na microbiota vaginal humana.

Andlises baseadas em tipagem molecular demonstraram que Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus iners sdo os microrganismos mais

comumente encontrados, embora o passo da cultura seja limitante, por exemplo, para L.
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iners que nao se multiplica nos meios de cultura normalmente empregados no isolamento de
lactobacilos (SONG et al., 1999a; MATSUMIYA et al., 2002; BURTON; CADIEUX; REID,
2003; STOYANCHEVA et al., 2006).

Os métodos fenotipicos tradicionalmente utilizados na identificacdo de espécies de
lactobacilos apresentam baixa concordancia com testes baseados em estudos gendmicos,
devendo ser utilizados com cautela (BOYD; ANTONIO; HILLIER, 2005). A disparidade de
resultados entre esses métodos pode ser atribuida a grande diversidade bioquimica intra-
espécie de lactobacilos vaginais e a auséncia de determinadas espécies do microrganismo
em bases de dados de galerias comerciais (MARTIN et al., 2008).

Embora o género Lactobacillus seja normalmente definido com base nos
resultados de homologia do DNA (acido desoxirribonucléico), mais recentemente foram
introduzidos métodos moleculares baseados na analise da subunidade 16S do RNAr (acido
ribonucléico ribossomal) que representam um avango significativo, pois permitem eliminar
ambiglidades decorrentes da preparagdo de sondas e das condi¢gdes de hibridizagao
usualmente empregadas, as quais podem afetar a interpretagédo dos estudos de hibridizagéo
de DNA (WILKS et al., 2004).

A representacdo esquematica dos operons ribossomais de espécies de

Lactobacillus pode ser visualizada na Figura 1.

0-2 RNAt 0-2 RNAt

Figura 1. Estrutura dos operons ribossomais de Lactobacillus spp. As regides dos
espacadores intergénicos estao indicadas através de barras escuras [DE VRIES et al.,,

(2006) com modificagdes].
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Duas técnicas moleculares amplamente empregadas na identificacdo de espécies
de lactobacilos sao descritas a seguir.

A técnica de PCR-ARDRA (Reacgao em cadeia da polimerase — Analise de restricao
do DNA ribossomal amplificado / Polymerase chain reaction — Amplified ribosomal DNA
restriction analysis) é bastante aceita para a identificacido de espécies de lactobacilos e
consiste na amplificacdo por PCR do DNA que codifica para a regido intergénica 16S-23S
do RNAr, seguido da digestdo com um conjunto de enzimas de restricdo que reconhecem
sequéncias génicas de 6 bases, sendo obtido um padrao de digestao especifico para cada
espécie de lactobacilo. Este método dispensa os passos de purificagdo do gel de agarose e
0 sequenciamento dos amplicons obtidos, no entanto, depende do isolamento prévio do(s)
microrganismo(s) de interesse em meio de cultivo (MOREIRA et al., 2005).

A técnica de PCR-DGGE (Reacao em cadeia da polimerase — Eletroforese em gel
de gradiente desnaturante / Polymerase chain reaction — Denaturing gradient gel
electrophoresis) tem sido empregada com sucesso para a identificagdo de espécies de
lactobacilos da microbiota intestinal de adultos e criangas (WALTER et al., 2000; FAVIER et
al., 2002) e da microbiota vaginal humana (BURTON; REID, 2002; BURTON et al., 2004;
DEVILLARD et al., 2004). Este método & confiavel e permite a analise simultdnea de um
numero grande de amostras, uma vez que o material genético microbiano utilizado como
molde pode ser obtido diretamente do espécime clinico, sem a necessidade de isolamento
prévio do(s) microrganismo(s) de interesse em meios de cultura (WALTER et al., 2000).
Apéds a extracdo de DNA da amostra e desenvolvimento da reacdo de PCR da regido que
codifica para a subunidade 16S do RNAr com iniciadores especificos ou universais, sao
obtidos diferentes perfis de migracao dos fragmentos em géis de poliacrilamida e pode-se
compara-los com padrdes obtidos a partir de microrganismos conhecidos. Os fragmentos de
interesse devem ser excisados dos géis, reamplificados, seqlienciados e comparados com
sequéncias disponiveis em bancos de dados de DNA, para identificagcdo do microrganismo

(BURTON; REID, 2002).
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1.1.2 Leveduras do género Candida, taxonomia e prevaléncia no epitélio
vaginal

Amostras de exsudatos vaginais contendo leveduras do género Candida foram
verificadas em aproximadamente 20% de mulheres saudaveis que n&o apresentavam
quaisquer sintomas durante o periodo pré-menopausal (HAEFNER, 1999; FERRER, 2000;
BAROUSSE et al., 2004). Segundo Eckert et al. (1998), essas leveduras sdo comensais no
epitélio vaginal, onde podem ser encontradas em altas populagées, da ordem de 10° a 10’
UFC/mL. Desta maneira, no individuo saudavel, essa populagao residente encontra-se em
estado de equilibrio com o hospedeiro, sem causar-lhe danos.

Beigi et al. (2004) avaliaram um grupo de 1.248 mulheres jovens assintomaticas
durante o periodo de um ano (com visitas programadas em intervalos regulares a cada
quatro meses) e observaram que 70% delas, em algum momento do estudo, estavam
colonizadas por leveduras do género Candida. Os autores atribuiram a elevada taxa de
isolamento do microrganismo a metodologia empregada, na qual um caldo de
enriquecimento seletivo foi utilizado para isolamento das leveduras, o que pode ter
aumentado a sensibilidade para detec¢ao do microrganismo.

As espécies de Candida mais comumente isoladas a partir de amostras vaginais de
pacientes saudaveis correspondem a Candida albicans (determinada em aproximadamente
10% a 55% de mulheres assintomaticas), seguida de outras espécies de Candida nao-
albicans: Candida glabrata, Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida pseudotropicalis e Candida tropicalis (SOBEL, 1993, PIROTTA; GARLAND, 2006).

Diferentes métodos podem ser empregados na identificagdo de leveduras do
género Candida. Tradicionalmente, sao utilizadas técnicas fenotipicas baseadas na
formagdo de tubo germinativo, realizagdo de microcultivo, assimilagdo de hidratos de
carbono e substancias nitrogenadas (auxanograma), fermentagdo de carboidratos
(zimograma) e deteccédo de producédo das enzimas urease e fenol-oxidase (KURTZMAN;

FELL, 1998).
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Ha painéis manuais e automatizados comercialmente disponiveis para identificagcao
de leveduras [API 20C e Vitek Yeast Biochemical Card (YBC) da bioMerieux Vitek, Inc.,
Hazelwood, Mo., EUA]. Esses testes permitem avaliar a capacidade assimilativa de
substratos bioquimicos e enzimaticos; além disso, sdo de realizacao e interpretacao faceis,
oferecendo resultados rapidos (FENN et al., 1994).

Para auxiliar na identificacdo de leveduras do género Candida, também pode ser
utilizado um meio de cultura diferencial e seletivo, denominado Chromagar® Candida
(CHROMagar Company, Paris, Franca), que permite o isolamento e identificagdo preliminar
simultdnea desses microrganismos, baseado na pigmentagdo das colénias. Desta maneira,
0 meio de cultura facilita a detecgao e identificagdo de leveduras obtidas a partir de culturas
mistas, antecipando a aquisicdo dos resultados em até 48h, em comparacdo aqueles
determinados por métodos tradicionais de isolamento e identificagdo do microrganismo
(ODDS; BERNAERTS, 1994; LOUWAGIE et al., 1995; PFALLER; HOUSTON; COFFMAN,
1996).

Para a identificacao rapida de Candida spp. também podem ser empregadas
reacdes de PCR. Para este género, ja foram estudados diversos genes, avaliando-se a
especificidade e sensibilidade da técnica (BARTIE et al., 2001). Apesar de necessitarem de
pouca manipulagdo técnica quando comparados a outras metodologias moleculares, os
ensaios para identificacdo do microrganismo baseados em reac¢des de PCR, nado estdo

completamente padronizados (LOPEZ et al., 2005).
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1.2 Infecgdes urogenitais

1.2.1 Infec¢des do trato urinario

A incidéncia de infecgbes do trato urinario (ITU) ndo complicadas em mulheres é
muito elevada, cerca de 0,5 episodio/pessoa/ano, sendo a taxa de recorréncia da ordem de
27% a 48% (REID; BRUCE, 2003). Dados historicos tém indicado que a maioria das ITU
(aproximadamente 70% dos casos) € causada por E. coli, seguida por uma ordem variavel
compreendendo as seguintes espécies de microrganismos: Staphylococcus saprophyticus,
Proteus mirabilis, Enteroccocus faecalis, Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Serratia marcescens (REID, 2001; SANGRADOR et al., 2005). A maior parte das infeccbes
urinarias é causada por um unico patégeno, embora infecgbes mistas possam ocorrer e
necessitem de tratamento mais complexo (WAGENLEHNER; NABER, 2004). O diagnéstico
da infecgdo normalmente requer a determinagao de populagdes do microrganismo iguais ou
superiores a 10° UFC/mL de urina, no entanto, a presenca de 10° microrganismos/mL pode
sinalizar a infeccdo caso estejam presentes sintomas de disuria, freqliéncia muito
aumentada de micg&o e ocasionalmente hematuria (REID; DEVILLARD, 2004).

Um aspecto importante sobre as ITU é a selegcdo, cada vez mais freqliente, de
linhagens de microrganismos resistentes a diversos agentes antimicrobianos comumente
empregados no tratamento dessa condi¢cdo. Existem diversos relatos na literatura cientifica
de cepas de E. coli resistentes a ampicilina, as cefalosporinas de primeira geragado e ao
clotrimazol (KARLOWSKY et al.,, 2002), bem como as fluoroquinolonas (KAHLMETER,

2003), o que preocupa profissionais da area da saude.
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1.2.2 Candidiase vulvovaginal

A candidiase vulvovaginal (CVV) pode ser definida pela presenga de corrimento
vaginal esbranquicado associado a inflamagao vulvar e vaginal, devido a proliferacdo de
leveduras do género Candida nesse sitio anatdmico. A reacao inflamatéria pode manifestar-
se como prurido vulvar, sensacao de queimagao e/ou disuria. Um quadro de infecgao tipico
inclui sinais de eritema vulvar, escoriagdes e fissuras, sendo que em uma mesma paciente
podem ocorrer um ou todos os sintomas acima relatados (SHEARY; DAYAN, 2005).

Durante a gravidez, verifica-se um aumento da susceptibilidade ao
desenvolvimento de CVV, a qual é particularmente virulenta no ultimo trimestre do periodo
gestacional (FERRER, 2000). Cerca de 70 a 85% das mulheres gravidas colonizadas com
Candida sp. contaminam seus filhos com tais leveduras no momento do parto e em torno de
22 a 24% de todos os recém-nascidos adquirem C. albicans, fato preocupante
especialmente em relacdo a bebés que apresentem predisposi¢ao a aquisicdo de infecgbes
fungicas sistémicas (BLASCHKE-HELLMESSEN, 1998).

A principal fonte de infecgdo por Candida spp. € endégena (intestinal), por
colonizagao retal e do tecido cutaneo perianal (BUSCEMI; ARECHAVALA; NEGRONI, 2004)
e cerca de 75% das mulheres sexualmente ativas experimentardo ao menos um episodio de
CVV durante a vida (FERRER, 2000). Aproximadamente 50% delas desenvolverdo um
segundo episodio da doenga e 5% apresentarao CVV recorrente, definida como a presenca
de quatro ou mais episddios documentados da doenga em um periodo de um ano (ECKERT
et al.,, 1998; SOBEL, 1998; COSTA; FERNANDES; SILVA, 2003; PATEL et al., 2004). A
infeccdo pode afetar a saude fisica e emocional da paciente, bem como interferir
negativamente nos relacionamentos sexuais e conjugais (CHAPPLE et al., 2000).

Os principais fatores predisponentes para a CVV sdo gravidez, uso de
anticoncepcionais com alta dose de estrogeno, diabetes, uso de antibidticos locais ou
sistémicos (por causa da destruicio da microbiota vaginal), alta frequéncia sexual
(predisposicao a aquisicdo de blastoconideos, que sdo as formas contaminantes do

microrganismo e passiveis de serem transmitidas sexualmente), histéria prévia de VB e
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imunossupressao (SOBEL, 1998; FERRER, 2000; LEON et al., 2002; PATEL et al., 2004).

Para que as leveduras do género Candida sejam consideradas patogénicas,
devem apresentar os seguintes mecanismos:

Adesao: a adesédo é crucial para a sobrevivéncia do blastoconideo. A adesao de C.
albicans é superior a adesao de C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei e isto pode explicar a
maior freqiéncia de seus achados em estudos clinicos (KING; LEE; MORRIS, 1980).
Candida sp. adere a membrana celular do epitélio vaginal através do receptor de
fosfolipideo e fibronectina (BOHBOT, 1996). Acredita-se que a aderéncia dos
blastoconideos esteja associada a uma manoproteina na membrana fungica, conhecida
como adesina, similar as integrinas. A adesdo do microrganismo €& aumentada pela
impregnacao estrogénica das ceélulas do epitélio vaginal. O estrogénio aumenta a superficie
de exposicao dos complexos glicoprotéicos que atuam como receptores para a aderéncia
dos blastoconideos (POWELL; DRUTZ, 1983; TARRY et al., 2005).

Germinacdo dos blastoconideos, desenvolvimento de micélio e invasio epitelial:

ap6s o desenvolvimento do micélio, Candida é capaz de penetrar e invadir as células
superficiais vaginais. Do ponto de vista bioquimico, a penetragcéo celular epitelial tem sido
relacionada a produgcdo de diversas proteases pelas hifas (RODIER et al., 1999). Os
blastoconideos, por sua vez, sdo incapazes de penetrar no tecido epitelial e causar colpite
(FIDEL; SOBEL, 1996) e algumas formas mutantes de C. albicans s&o incapazes de
desenvolver o micélio, ndo causando vulvovaginite recorrente (SOBEL, 1993).

O diagndstico de CVV é confirmado por um conjunto de determinacdes
simultdneas, em paralelo a avaliagdo dos sinais e sintomas de vaginite e auséncia de
diagnéstico de T. vaginalis ou VB: (i) determinagcdo do pH vaginal (inferior a 4,5); (ii)
presenca de pseudo-hifas ou leveduras em brotamento observadas sob microscopia 6ptica
(magnificagdo de 400X) apods adicao de solugdo de KOH 10% (p/v) ao material vaginal
coletado (Figura 2); (iii) visualizacdo de elementos fungicos apds coloragdo de Gram direta
do material vaginal obtido (Figura 3) e (iv) isolamento do microrganismo em meios de cultivo

(ECKERT et al., 1998; WILLIAMS et al., 2001).
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Figura 2. Amostra de material obtido da parede lateral vaginal, adicionada de solugao de
hidroxido de potéassio a 10% (p/v), evidenciando pseudo-hifas de leveduras do género
Candida, observadas sob microscopia 6ptica (magnificagdo de 400X) (Autoria: Rafael

Chacon Ruiz Martinez).

Figura 3. Amostra de material obtido da parede lateral vaginal, corada pelo método de
Gram, evidenciando pseudo-hifas (seta verde) e leveduras em brotamento (seta azul),
pertencentes ao género Candida, observadas sob microscopia Optica de imersao

(magnificacao de 1.000X) (Autoria: Rafael Chacon Ruiz Martinez).
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Cerca de 80% a 95% das leveduras isoladas de pacientes com CVV pertencem a
espécie C. albicans. C. glabrata é responsavel por 5% a 15% dos casos da infecgao; C.
tropicalis esta envolvida em 5% das ocorréncias, sendo os demais casos relacionados a
espécies como C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, C. tropicalis
(FERRER, 2000; SOBEL, 2007). Através de analises genotipicas, Candida dubliniensis foi
identificada recentemente como uma espécie distinta em relagdo a C. albicans, apesar de
ambas exibirem caracteristicas fenotipicas semelhantes (TINTELNOT et al., 2000).

A maior parte das mulheres adultas, saudaveis, sem fatores predisponentes,
desenvolve episddios de CVV nado complicados, os quais sdo esporadicos, apresentam
intensidade leve a moderada e sdo causados por C. albicans (SOBEL et al., 1998). Em
contraste, aproximadamente 10 a 20% das mulheres sofrem de CVV complicada,
caracterizada por episddios mais severos da infecgcao, que podem ser recorrentes e estao

associados com as espécies de C. ndo albicans (Tabela 1) (SOBEL, 1998).
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Tabela 1 — Caracteristicas de vaginites complicadas e ndo complicadas (SOBEL, 1998)

Vaginites complicadas

Vaginites ndo complicadas

Episédios moderados a severos
ou

Recorrentes (> 4 casos por ano)
ou

Somente leveduras em brotamento no exsudato vaginal,

observadas sob microscopia de luz comum (400X)

ou
Fatores adversos:
- Gravidez
- Diabetes descompensada

- Imunocomprometimento

Episédios leves a moderados

Esporadicos

Pseudo-hifas/hifas no exsudato vaginal, observadas sob

microscopia de luz comum (400X)

Hospedeiro saudavel
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1.2.2.1 Tratamento farmacolégico de candidiase vulvovaginal
A importancia pratica da classificacdo de CVV como complicada ou nao
complicada é importante para definir o tratamento de cada uma delas (Tabelas 2 e 3,

respectivamente).

Tabela 2 — Regimes terapéuticos para candidiase vulvovaginal complicada

Tratamento Dose inicial Dose de manutencéo
Comprimidos de clotrimazol 1 comprimido diario de 100mg, 1 comprimido de 500mg,
(100mg, Gyne-Lotrim®, Mycelex-7®; uso intravaginal, uso intravaginal,
500mg, Mycelex-G®) durante 7 dias 1 vez por semana
Fluconazol (Diflucan®) 1 comprimido de 150mg, 1 comprimido de 150mg,
via oral; repetir apés 3 dias via oral,

1 vez por semana

Fonte: CDC (2002)
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Tabela 3 — Regimes terapéuticos para candidiase vulvovaginal ndo complicada

Tratamento

Dosagem

Butoconazol creme vaginal 2%
(Mycelex-3®)
Butoconazol creme vaginal 2%,
liberagao prolongada (Gynezole-1®)
Clotrimazol creme vaginal 1%
(Mycelex-7®)*

Clotrimazol comprimido vaginal 100mg
(Gyne-Lotrimin®, Mycelex-7®)
Clotrimazol comprimido vaginal 500mg
(Mycelex-G®)

Fluconazol (Diflucan®)*

Miconazol creme vaginal 2%
(Monistat®)*

Miconazol supositério vaginal 100mg
(Monistat®)*

Miconazol supositério vaginal 200mg

(Monistat 3®)*
Nistatina (100.000 unidades)
comprimido vaginal*
Tioconazol pomada 6,5%
(Vagistat-1®)*
Terconazol creme vaginal 0,4%

(Terazol 7®)

Terconazol creme vaginal 0,8%
(Terazol 3®)

Terconazol supositdrio vaginal 80mg

5g diarios, uso intravaginal, durante 3 dias

5g, uso intravaginal, 1 vez

5g diarios, uso intravaginal, durante 7 a 14 dias
1 comprimido diario, uso intravaginal, durante 7 dias ou
2 comprimidos diarios, uso intravaginal, durante 3 dias

1 comprimido, uso intravaginal, 1 vez

1 comprimido de 150mg, via oral, dose Unica

5g diarios, uso intravaginal, durante 7 dias

1 supositorio, uso intravaginal diario, durante 7 dias

1 supositério, uso intravaginal diario, durante 3 dias

1 comprimido, uso intravaginal diario, durante 14 dias

5g, uso intravaginal, 1 vez

5g diarios, uso intravaginal, durante 7 dias

5g diarios, uso intravaginal, durante 3 dias

1 supositério, uso intravaginal diario, durante 3 dias

* Disponiveis sem necessidade de prescricdo médica nos EUA

* Uso ndo recomendado durante a gravidez

Fonte: CDC (2002)
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Todos os regimes terapéuticos recomendados para CVV ndo complicada
apresentam taxas de cura semelhantes, normalmente inferiores a 80% (SOBEL et al., 1995;
SOBEL, 1997). O tratamento com fluconazol por via oral mostrou-se igualmente seguro e
eficaz, quando comparado ao uso de clotrimazol intravaginal em mulheres diagnosticadas
com CVV (SOBEL et al., 1995). Em alguns pacientes, o fluconazol pode causar disturbios
gastrointestinais, dores de cabeca, enj6os e rash cutdneo, embora esses efeitos colaterais
sejam normalmente de intensidade moderada (OWEN; CLENNEY, 2004).

O mecanismo de acado do fluconazol é baseado na inibicdo de citocromos P450
envolvidos na biossintese do ergosterol, um componente essencial da membrana
plasmatica fungica, que regula a permeabilidade celular e a atividade enzimatica. O
ergosterol é o principal componente de vesiculas secretérias e tem papel fundamental na
respiragdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa (KELLY et al., 1997; DAUM et al., 1998;
VANDEN-BOSSCHE; ENGELEN; ROCHETTE, 2003) A estrutura quimica da molécula de

fluconazol pode ser visualizada na Figura 4.

F
Figura 4. Estrutura quimica do fluconazol (VANDEN-BOSSCHE; ENGELEN; ROCHETTE, 2003).
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No caso especifico de CVV complicada, a terapia topica mostrou-se mais eficaz
que a terapia de dose Unica por via oral, contudo o tratamento topico deve ser prolongado
por 10 a 14 dias (SOBEL, 1997; SOBEL et al., 1998). A utilizacdo de duas doses de 150mg
de fluconazol, administradas em um intervalo de trés dias, tém demonstrado alta eficacia no
combate a CVV severa, em pacientes acometidas por CVV recorrente (SOBEL et al., 2001).
Em pacientes com intenso desconforto secundario a vulvite, a combinacdo de um creme
contendo esterdide de baixa poténcia e creme antifungico topico podem ser benéficos
(HAEFNER, 1999).

Embora antifungicos tépicos sejam recomendados como primeira escolha no
tratamento de mulheres gravidas com CVV, o fluconazol por via uso oral também ¢é utilizado
no tratamento de infec¢des micaticas nesse grupo de pacientes (MOUDGAL; SOBEL, 2003).
O emprego deste medicamento sob tais condi¢des deve ser avaliado com bastante cautela,
uma vez que um estudo recente conduzido por Norgaard et al. (2008) demonstrou um
aumento no risco de malformagdes congénitas apds a utilizagado de tratamentos por via oral
com regimes curtos de fluconazol em pacientes durante o primeiro trimestre gestacional.

Relatos de cepas de C. albicans resistentes a antifungicos tradicionais s&o raros,
embora situacdo oposta seja verificada em relagdo a C. glabrata. Esta observacio esta
relacionada a resisténcia intrinseca de C. glabrata frente a compostos azélicos e outros
agentes antimicéticos amplamente utilizados de maneira incorreta pela populagdo (SOBEL,

1997; SOBEL, 1998).

1.2.2.2 Candidiase vulvovaginal e resposta imune no hospedeiro
Ao longo das ultimas décadas, diversas hipéteses foram propostas para explicar o
papel da imunidade adaptativa na protecao e na susceptibilidade a CVV, especialmente no

caso de pacientes com recorréncias (Figura 5) (FIDEL, 2007).
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Deficiéncial - Antigenos especificos - Células T sistémicas - Resposta Th2 CD4+ - Imunorequiagio, - Resposta inflamataria

Disfungéo:  efou células T sistémicas  antigeno especificas local auséncia de inata de
nan especificas resposta decélula T polimorfonuclearss
Protegdo: 1980 1990 1995 2000 2003
- CAlulas T sistBmicas - CEulas T sistBmicas - Resposta Thi CD4+ - Celulas epiteliais - Mediadores
- Antigenn especifico Ab local inflamatarios ndo inatog
- Antfgeno especifica Ak - Celulas epiteliais

Figura 5. Cronologia da histéria das hipoteses envolvidas na protecdo ou susceptibilidade
de CVV recorrente (FIDEL, 2007).

Devido a falta de comprovacao de evidéncias plausiveis da imunidade mediada por
células e anticorpos na protecao frente a casos de CVV (MATHUR et al., 1977; FIDEL et al.,
1997), estudos subsequentes propuseram a avaliagdo do papel da resisténcia inata contra
vaginites causadas por Candida em modelos animais (BLACK et al., 1998; FIDEL et al.,
1999). Contudo, os resultados obtidos também foram inconsistentes.

Recentemente, resultados obtidos a partir de um modelo de desafio in vivo com
seres humanos, sugeriram que CVV pode ser causada por uma resposta imune inata
exacerbada frente a Candida sp. (grande infiltragcdo de neutrdfilos), ao invés de uma
deficiéncia na resposta de células T (FIDEL et al., 2004).

C. albicans pode afetar diretamente as células epiteliais vaginais através da
mudanga do perfil de citocinas produzidas, destacando-se aquelas predominantemente
inflamatérias (STEELE; FIDEL, 2002). Além disso, a liberacdo de citocinas quimiotaticas
(quimiocinas) pelas células epiteliais vaginais apés contato com C. albicans é um
mecanismo critico para a indugéo de vaginite, uma vez que as quimiocinas recrutam células
inflamatérias e aumentam, por conseguinte, a liberacdo de mediadores inflamatérios, tais
quais, P-seletina, molécula de adesao vascular-1, CC14 e mieloperoxidases (FERRER,

2000; SCHALLER; MAILHAMMAR; KORTING, 2002; TRIFONOVA et al., 2007).
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1.2.3 Vaginose bacteriana

Embora a exata etiologia da vaginose bacteriana (VB) nao esteja completamente
elucidada, essa doenca é caracterizada pela diminuicdo significativa da populagdo de
lactobacilos produtores de perdoxido de hidrogénio (H.O;) na microbiota vaginal e aumento
numeérico da populagdo de microrganinsmos aeroébios facultativos e anaerébios, incluindo G.
vaginalis, Mobilluncus spp., Atopobium spp., Prevotella spp., Bacteroides spp., Mycoplasma
hominis, Megasphaera spp. (COOK et al., 1992; ROSS; LEE; ONDERDONK, 1995; HAWES
et al.,, 1996; CALZOLARI et al., 2000; BURTON et al., 2004; WILKS et al., 2004;
FREDRICKS; FIEDLER; MARRAZZO, 2005).

A infeccdo é responsavel por 40 a 50% dos casos de corrimento vaginal
sintomaticos (O'BRIEN; SERWINT, 2008) e a prevaléncia desta condi¢do durante a gravidez
€ de 12 a 55%, dependendo da metodologia empregada no diagndstico (HOGAN et al.,
2007). Esta patologia esta associada com ruptura prematura de membranas coroamnioticas,
aumento do risco de nascimento de bebés prematuros, podendo também levar a morte do
recém-nascido (RALPH; RUTHERFORD; WILSON, 1999; REID; BOCKING, 2003). Ha
probabilidade da ocorréncia de doencgas inflamatérias pélvicas, infertilidade, abortos,
aumento da susceptibilidade a doengas sexualmente transmissiveis (RAUH; CULHANE;
HOGAN, 2000; MORRIS et al., 2001; REID, 2001) e do desenvolvimento de neoplasia
intraepitelial cervical (HUDSON et al., 1997).

Entre 30% (MYER et al., 2006) e 58% (BRADSHAW et al., 2006) das mulheres
experimentam episddios recorrentes de VB em um periodo de 12 meses apds tratamento
medicamentoso oral.

Embora muitas mulheres apresentem uma microbiota vaginal aberrante indicativa
de VB, nem todas sao sintomaticas (ALLSWORTH; PEIPERT, 2007). Mulheres acometidas
por esta infecgdo frequentemente apresentam corrimento e odor vaginal fétido, sendo a
presenca de prurido também observada em alguns casos, embora mais caracteristica de
infec¢des vaginais de origem fungica (HAWES et al., 1996).

Os principais fatores de risco para a aquisicdo de VB incluem (i) a pratica do
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tabagismo (LAMONT et al., 2000); (ii) origem racial, sendo as mulheres negras mais
propensas ao desenvolvimento da doenga (GOLDENBERG et al.,, 1996); (iii) praticas
contraceptivas, pois ja foi sugerida a associagao entre o uso de dispositivo intra-uterino e o
aumento do risco de aquisicdo de VB, quando comparado com a utilizacdo de
contraceptivos orais (SHOUBNIKOVA et al., 1997; AVONTS et al., 1999) e (iv) atividade
sexual, sendo a doenga mais prevalente em mulheres sexualmente ativas, embora existam
relatos da patologia em mulheres virgens (BUMP; BUESCHING, 1988; PRIESTLY;
KINGHORN, 1996).

G. vaginalis € um patdégeno que pode causar VB e apresenta diversos fatores de
viruléncia, incluindo a producao de hemolisina, sialidase e prolidase (CAUCI et al., 2003). A
colonizagdo vaginal por espécies de Mobilluncus spp. estd associada com aumento de
sangramento vaginal e possivel desenvolvimento de infecgdo endometrial (LARSSON et al.,
1990).

De acordo com Libby et al. (2008), Atopobium vaginae é capaz de estimular a
resposta imune inata de células epiteliais vaginais, levando a uma producao localizada de
defensina e citocina, contribuindo na patogénese de VB. Enquanto alguns trabalhos
sugerem que Prevotella spp. e Bacteroides spp. ndo sao patdgenos vaginais, ja foi
observado que microrganismos pertencentes ao primeiro género produzem sialidase e beta-
lactamase, e, além disto, ambos s&do capazes de induzir a produgéo de ciclooxigenases e
iniciar uma cascata inflamatoéria associada a producao de prostaglandina (CAUCI et al.,
1998; REESE et al., 2000; CHANG et al., 2003). O significado clinico da presenca de
microrganismos do género Megasphaera em amostras vaginais € incerto (ZOZAYA-
HINCHLIFFLE; MARTIN; FERRIS, 2008). Por outro lado, ha indicagdes do envolvimento de
M. hominis em diversas infec¢gdes genitais, casos de infertilidade, patologias obstétricas e
infecgdes neonatais (JUDLIN, 2003).

Segundo Amsel et al. (1983), a confirmacao de VB é dada pela presenca de pelo
menos trés, dos seguintes critérios: (i) pH vaginal superior a 4,5; (ii) corrimento vaginal

branco, aquoso, de aspecto homogéneo; (iii) liberacdo de odor de peixe no teste de “Whiff”,
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que promove a reacgdo entre solucdo de hidroxido de potassio (KOH) a 10% (p/v) com
compostos organicos produzidos pelos microrganismos patogénicos (putrescina, cadaverina
e trimetilamina) (PHEIFER et al., 1978) e (iv) presenca de “clue cells”, que sdo células
epiteliais vaginais parcial ou totalmente recobertas por bactérias que se aderem a sua
superficie, podendo ser observadas em preparacao contendo solucgao fisioldgica de cloreto
de sédio (NaCl) (0,85%, p/v) e material vaginal, sob microscopia optica (GARDNER,;
DUKES, 1955).

Esfregacos vaginais preparados com coloracdo de Gram (Figura 6) e avaliados
segundo a metodologia proposta por Nugent, Krohn e Hillier (1991), conhecido como
“Escore de Nugent”, também podem ser empregados conjuntamente no diagndstico da VB.
De acordo com esse método, sdo avaliadas quantitativamente no espécime clinico obtido,
as populagdes de: i) bacilos Gram-positivos (sugestivos de Lactobacillus sp.), ii) bacilos
Gram-negativos curvos (sugestivos de Mobilluncus sp.) e iii) cocobacilos Gram-variaveis
(sugestivos de G. vaginalis) presentes em cada um dos campos visualizados sob
microscopia optica de imersdao (magnificacao de 1000X). Com base nesses critérios séo
atribuidos diferentes escores e a somatéria final € empregada na classificacdo da microbiota

vaginal em normal, intermediaria ou indicativa de VB, conforme descrito na Tabela 4.
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Figura 6. Esfregacos vaginais corados pelo método de Gram, exibindo microbiota vaginal
normal (A e B), intermediaria (C e D) e indicativa de vaginose bacteriana (E e F),
visualizados sob microscopia Optica de imersao (magnificacdo de 1000X) (NUGENT;
KROHN; HILLIER, 1991).
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Tabela 4 — Sistema de escore proposto por Nugent, Krohn e Hillier (1991)*

n° de organismos/campo visualizado
Morfotipo bacteriano sob aumento de 1000X Escore

(n° de cruzes)

Lactobacillus sp. > 30 (4+) 0
(bacilos Gram-positivos) 5-30 (3+) 1
1-4(2+) 2

<1(1+) 3

0 (0) 4

Mobilluncus sp. > 5 (3+ ou 4+) 2
(bacilos Gram-negativos curvos) 1—-4 (1+ ou 2+) 1
0 (0) 0

Gardnerella vaginalis > 30 (4+) 4
(cocobacilos Gram-variaveis) 5—-30 (3+) 3
1-4(2+) 2

<1(14) 1

0 (0) 0

* O escore final é obtido pela somatdria dos escores determinados para cada populacao de
Lactobacillus sp., Mobilluncus sp. e G. vaginalis, por avaliagido sob microscopia de imersao
— magnificacdo de 1000X, sendo utilizado para classificacdo da microbiota vaginal em
normal (escore: 0 — 3), intermediaria (escore: 4 — 6) e indicativa de vaginose bacteriana

(escore: 7 — 10).
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Segundo Mota et al. (2000), o emprego concomitante das metodologias propostas
por Amsel et al. (1983) e Nugent, Krohn e Hillier (1991) é capaz de permitir o diagnéstico

correto de um numero maior de casos da doenca.

1.2.3.1 Tratamento farmacolégico de vaginose bacteriana

De acordo com o 6rgédo norte-americano CDC (Centros pra controle e prevencgao
de doengas / Centers for Disease Control and Prevention) (2002) o tratamento padrao para
VB é feito com metronidazol (Flagyl®), administrado por via oral, na dosagem de 500mg,
duas vezes ao dia, durante sete dias (Tabela 5). Tratamentos com a utilizagdo de
metronidazol para tratamento topico em gel na concentragéo de 0,75% (MetroGel-Vaginal®)
e clindamicina em creme na concentragdo de 2% (Cleocin®) demonstraram
aproximadamente a mesma eficacia do tratamento oral, contudo estdo associados a taxas
mais elevadas de recorréncia da doenga (FISCHBACH et al., 1993; FERRIS et al., 1995;

MIKAMO et al., 1997; OWEN; CLENNEY, 2004).
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Tabela 5 — Tratamentos recomendados para a vaginose bacteriana

Medicamento

Dosagem

Uso na gravidez

Metronidazol em comprimido

(Flagyl®)

500mg, via oral,

2 vezes ao dia, durante 7 dias

250mg, via oral,

3 vezes ao dia, durante 7 dias

Metronidazol em gel 0,75% 5g, uso intravaginal N&o*

(MetroGel-Vaginal®) 1 vez ao dia, durante 5 dias

Clindamicina em creme vaginal 2,0%

(Cleocin®)

59, uso intravaginal, N&o*

1 vez ao dia, a noite, durante 7 dias

* Dados existentes na literatura ndo recomendam o uso destes agentes tépicos durante gravidez
Fonte: CDC (2002)

Em estudos conduzidos por Caro-Partén et al. (1997) e Czeizel e Rockenbauer
(1998) né&o foi demonstrado aumento do risco de nascimento de bebés com anomalias, apos
exposicdao ao metronidazol utilizado por via oral, durante o primeiro trimestre gestacional.
Contudo, o medicamento ainda nao é amplamente utilizado por pacientes gravidas.

O tratamento de mulheres gravidas de alto risco (histérico de parto prematuro) com
VB ainda é controverso (SCHWEBKE, 2000; KEKKI et al., 2001). O CDC adverte que a
utilizacdo topica da clindamicina (creme) pode elevar o risco do nascimento de bebés
prematuros e de infecgbes neonatais e, portanto, ndo recomenda o uso desse medicamento
durante o periodo gestacional (CDC, 2002).

Dentre os tratamentos alternativos para a VB encontram-se a dose unica de 2g (via
oral) de metronidazol, bem como a clindamicina, administrada tanto na forma de

comprimidos para uso oral quanto 6vulos para uso intravaginal (Tabela 6).
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Tabela 6 — Tratamentos alternativos para a vaginose bacteriana

Medicamento Dosagem Uso na gravidez
Metronidazol em comprimido 2g, via oral, dose unica Nzo’
Clindamicina em comprimido 300mg, via oral, 300mg, via oral,

2 vezes por dia, durante 7 dias 2 vezes ao dia, durante 7 dias

Clindamicina em évulos 100g, uso intravaginal, N&o’

1 vez ao dia, a noite, durante 3 dias

* Dados sdao insuficientes para recomendar a utilizagdo desses tratamentos durante a gravidez
Fonte: CDC (2002)

Um estudo publicado por Ferris et al. (1995) demonstrou que a utilizacdo de
antibidticos para o tratamento de VB pode aumentar significativamente o risco de
desenvolvimento de infecgbes por Candida. A explicagdo para tal observagao pode estar
relacionada ao fato de que, quando a paciente apresenta VB, a populagao de lactobacilos
vaginais esta reduzida ou mesmo ausente, assim, as condi¢des encontradas para a
multiplicacdo da levedura neste ecossistema podem ser favorecidas pela erradicagéo de
microrganismos Gram-negativos remanescentes (REID; HAMMOND; BRUCE, 2003).

Embora o tinidazol seja utilizado no tratamento de VB fora dos Estados Unidos
(EUA) ha pelo menos quatro décadas, apenas recentemente o farmaco foi reavaliado e
aprovado pelo 6rgéo norte-americano FDA (Administragdo de medicamentos e alimentos
dos EUA / Food and Drug Administration) para o tratamento de tricomoniase e VB e esta em
fase de estudo como alternativa ao metronidazol para o tratamento de VB (NAILOR;

SOBEL, 2007).
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De acordo com Mohanty e Deighton (1987) a utilizacdo da dose unica do
medicamento (2g) é efetiva e segura no tratamento de VB. Milani, Barcellona e Agnello
(2003) observaram que a taxa de cura de pacientes diagnosticadas com VB tratadas com
dose unica de tinidazol (2g) foi semelhante (84,0%) aquela obtida com o emprego de creme
vaginal contendo clindamicina a 2,0% (59, diariamente, durante uma semana), determinada
apos sete dias do inicio da terapia. Além disso, o uso de tinidazol foi capaz de reduzir as
taxas de nascimento de bebés prematuros e de complicacbes perinatais em pacientes
brasileiras gravidas (CAMARGO et al., 2005).

O tinidazol é um pro-farmaco estruturalmente derivado da molécula de
metronidazol, que é convertido in vivo, para sua forma ativa. As representacbes das

estruturas quimicas de ambos os farmacos podem ser visualizadas na Figura 7.

Tinidazol Metronidazol
‘ N |
N CH3; OsN N CHs,
CHZ - CHZ —Soz - CH2 - CH3 CH2 - CH2 — OH

Figura 7. Estruturas quimicas do tinidazol e metronidazol (REES; MCGLASHAN; MWEGA, 1974).
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O mecanismo de acgao do tinidazol é baseado na redugdo da molécula a
compostos intermediarios citotoxicos que se ligam covalentemente ao DNA, interferem com
a estrutura helicoidal e promovem a quebra de suas fitas, causando prejuizo na funcao de
molde para a sintese de novas moléculas de DNA, levando a morte celular (RAETHER;
HANEL, 2003; FUNG; DOAN, 2005). Microrganismos aerdbios e células de mamiferos
geralmente n&o sao afetados pelo tinidazol devido aos altos potenciais de oxi-redugéo e a
presenga de oxigénio, que inibem o processo de redug¢do da molécula do farmaco (NORD e
KAGER, 1983). Os principais efeitos colaterais relacionados ao tinidazol sdo paladar
alterado, nausea, desconforto abdominal, anorexia, vomito e fadiga (FUNG; DOAN, 2005).

Casos recorrentes de VB normalmente requerem tratamentos prolongados (10 a 14

dias), com qualquer uma das terapias recomendadas ou alternativas (SOBEL, 2000).
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1.3 Probiéticos

1.3.1 Definicéo

De acordo com a FAO/WHO (Organizagédo das Nagbes Unidas para a Agricultura e
Alimentagao / Organizagdo Mundial da Saude / Food and Agriculture Organization of the
United Nations / World Health Organization) (2001), probidticos sdo definidos como
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas conferem
efeito benéfico a saude do hospedeiro. Os requisitos minimos para testes pré-humanos com
microrganismos que apresentam potencial probidtico incluem a auséncia de genes de
viruléncia conhecidos, como aqueles responsaveis pela produgdo de toxinas, proteases e
hemolisinas, bem como a auséncia de genes de resisténcia a farmacos que possam ser
transmissiveis (REID, 2006).

Os principais microrganismos empregados como probiéticos incluem
representantes dos géneros Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., os quais podem ser
utilizados em seres humanos, tanto na forma de alimentos como de capsulas (ADAMS;

MARTEAU, 1995; NAIDU; BIDLACK; CLEMENS, 1999; REID, 2002; SAAD, 2006).

1.3.2 Vantagens e efeitos benéficos gerais da utilizagao de probioticos

Algumas culturas probidticas sao efetivas no tratamento de desordens intestinais
associadas com antibidticos, gastrenterites, diarréia do viajante, doencga inflamatdria
intestinal e sindrome do colon irritavel. Além disso, os probidticos podem exercer efeitos
terapéuticos em relagao a processos alérgicos, auxiliarem no tratamento/prevencao de
infecgdes urogenitais, estimularem o sistema imune e exercerem efeito antitumoral
(SALMINEN et al., 1998; ISOLAURI et al., 2001; MARTEAU, 2002; AMITAL; GILBURD;
SHOENFELD, 2003; REID; BURTON, 2002; REID et al., 2003; GILL; PRASAD, 2008).

A maior parte dos estudos relacionando a utilizacdo de bactérias probidticas e a
imunomodulacdo em seres humanos e animais, discorrem sobre efeitos observados na

resposta imune intestinal e sistémica. Estes efeitos incluem a estimulacédo nao especifica de
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mecanismos de resisténcia a patdégenos microbianos, tais quais elevagdo da produgéo e
atividade de fagécitos (PERDIGON et al., 1986; PERDIGON et al., 1988); aumento da
responsividade de imunoglobulinas A, de maneira sistémica e na mucosa intestinal (KAILA
et al.,, 1992; ISOLAURI et al.,, 1993; SHROFF; MESLIN; CEBRA, 1995) e supressao da
proliferagéo de linfocitos e da produgéo de citocinas inflamatérias por células T (SUTAS;
HURME; ISOLAURE, 1996; SUTAS et al., 1996).

Estudos em animais demonstraram que o efeito antitumoral esta relacionado a
competicdo entre BAL e alguns microrganismos que sao capazes de ativar enzimas
implicadas na geragdo de substancias carcinogénicas e/ou mutagénicas em células de
intestino, bexiga e estbmago (HALPERN et al.,1991; PEUHKURI et al., 1996; DUNNE et al.,
1999; NAIDU; BIDLACK; CLEMENS, 1999).

Os microrganismos probidticos atuam por meio de diversos mecanismos,
diminuindo o risco de desenvolvimento de resisténcia pelos patégenos através de mutagdes
pontuais, encorajando maiores investigacdes e investimentos nessa area. A tecnologia
necessaria para a industria farmacéutica produzir agentes probioticos € viavel, com custos

de producéo razoaveis (ELMER; SURAWICZ; MCFARLAND, 1996).

1.3.3 Caracteristicas de lactobacilos para utilizagdo como culturas
probidticas em infec¢cdes vaginais

De acordo com REID e BURTON (2002), dentre os pré-requisitos desejaveis para
que representantes das espécies do género Lactobacillus sejam empregadas como
probiodticos em infecgbes vaginais, encontram-se: capacidade de adesao as células epiteliais
vaginais, inibicdo da adesao e multiplicagdo de microrganismos patogénicos, deplegao de
nutrientes disponiveis para patdégenos, alteragbes do microambiente e modulagédo da
resposta imune do hospedeiro.

O papel protetor de lactobacilos vaginais tem sido atribuido principalmente a
capacidade que esses microrganismos apresentam em aderir-se as células epiteliais

vaginais e sintetizar diversas subtancias inibitérias a patégenos do trato vaginal: H,O,,
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acidos organicos, bacteriocinas, biosurfactantes, moléculas de auto e co-agregagédo e a
enzima arginina desaminase (MCLEAN; MCGROARTY, 1996; REID, 2001; LEPARGNEUR,;
ROUSSEAU, 2002; VALORE et al., 2002; MARTIN et al., 2008). Contudo, esta é uma
generalizacéo e todas as propriedades podem nao ser requeridas para prevenir 0 processo
infeccioso causado por um dado microrganismo (REID; BURTON, 2002).

Além disso, de acordo com a FAO/WHO (2002) ficou estabelecido que a selecdo in
vitro de microrganismos com potencial probidtico, ndo significa necessariamente que os
mesmos sejam de fato probidticos, uma vez que para corroborar tal atribuigcdo, testes

clinicos com seres humanos sao requeridos.

1.3.3.1 Adesao a células epiteliais vaginais

A capacidade de adesdao de um microrganismo representa um fator importante na
colonizagdo de membranas mucosas, sendo um dos principais fatores a ser considerado
para avaliar o potencial para utilizagdo como cultura probiética (COLLINS; THORNTON;
SULLIVAN, 1998; O'BRIEN et al., 1999). A adesdo a superficies celulares favorece a
colonizagao do epitélio vaginal através da formagao de um biofilme bacteriano contribuindo
para a exclusao de microrganismos patogénicos (BALOTESCU; PETRACHE, 2004).

Até o presente momento, poucas informacbes sdo conhecidas a respeito dos
mecanismos moleculares exatos pelos quais lactobacilos provenientes de mulheres
saudaveis aderem-se as células epiteliais vaginais, embora um amplo espectro de

mecanismos possa estar envolvido (BORIS et al., 1998; ANDREU et al., 1995).

1.3.3.2 Per6xido de hidrogénio

O H,0; é normalmente produzido por certos microrganismos que se desenvolvem
de forma aerdbia, pois nestas condi¢des, o oxigénio é utilizado como aceptor de elétron,
sendo reduzido a H,O, ou agua. Os lactobacilos (e as demais espécies de BAL) nao
possuem o grupo heme, portanto nao utilizam o sistema de citocromo (que reduz o oxigénio

molecular & molécula de agua) para a oxidagdo terminal durante o processo respiratério
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(PIARD; DESMAZEAUD, 1991). Whittenbury (1964) sugeriu que esses microrganismos
possuem flavoproteinas oxidases, que catalizam a producdo de H,O,. Este mecanismo,
aliado a auséncia de hemeproteina catalase, gera H,O, em quantidades que excedem a
capacidade do microrganismo em degrada-lo.

Na microbiota vaginal humana saudavel, através de um mecanismo de defesa
antimicrobiano ndo especifico, as espécies de lactobacilos produzem grande quantidade de
H,0,, que pode ser convertido em compostos citotdxicos, como algumas espécies reativas
ao oxigénio (ROS), tais quais anions superodxidos e radicais hidroxila, devido a presenca de
agentes redutores e peroxidases (KLEBANOFF, 1967; REDONDO-LOPEZ; COOK; SOBEL,
1990; LARSEN, 1993).

Desse modo, os lactobacilos mantém um alto potencial de oxi-redu¢ao no ambiente
vaginal, o que poderia ser um dos principais fatores responsaveis pelo dominio desses
microrganismos no trato vaginal saudavel. O principal mecanismo de ag¢ao antimicrobiano
pode ser atribuido a reacdo de ROS com proteinas, acidos nucléicos ou outras biomoléculas
presentes nos microrganismos alvo (JUVEN; PIERSON, 1996; OCANA; PESCE DE RUIZ
HOLGADO; NADER-MACIAS, 1999; AROUTCHEVA et al, 2001).

A auséncia de lactobacilos produtores de H,O, na microbiota vaginal esta
relacionada a um maior risco de aquisi¢gao de VB, infecgdes recorrentes do trato urinario por
E. coli, aquisi¢ao de virus da imunodeficiéncia humana (HIV) do tipo 1, gonorréia e herpes

virus do tipo 2 (VALLOR et al., 2001; CHERPES et al., 2003; TOMAS et al., 2004).

1.3.3.3 Acidos organicos

No trato vaginal, niveis elevados de estrégenos estimulam o depdsito de glicogénio
no epitélio, que é utilizado no metabolismo anaerdbio de bactérias residentes neste sitio
anatémico, levando a produgdo de acidos latico, férmico, succinico, acético, propibnico e
butirico (PAAVONEN, 1983; STANEK et al.,, 1992; BOSKEY et al., 1999). As bactérias
produzem tanto as formas D ou L, quanto misturas racémicas DL e, por conseguinte,

representam a primeira fonte de producao de 4cido latico no meio vaginal (BOSKEY et al.,
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2001). Em pacientes saudaveis, o nivel de acido latico em amostras de exsudato vaginal
encontra-se na faixa de 0,9 a 4,0g/L (BOSKEY et al., 2001).

A producdo de acidos organicos mantém o pH vaginal inferior a 4,5 criando um
ambiente indspito para o desenvolvimento da maior parte dos microrganismos enddgenos
patogénicos (AROUTCHEVA et al., 2001). A importancia dos acidos organicos na
manutencdo de uma microbiota vaginal saudavel foi comprovada por Valore et al. (2002),
que avaliaram exsudatos vaginais de pacientes saudaveis e observaram que 0s maiores
niveis de atividade antimicrobiana (em relagdo a C. albicans, E. coli e estreptococos do
grupo B) estavam relacionados as amostras contendo os maiores niveis de acido latico.

Além disso, o pH &cido vaginal é capaz de aumentar significativamente a
capacidade de ligacdo de lactobacilos ao epitélio vaginal (NAGY; FROMAN; MARDTH,
1992) e reduzir a atividade de diversas enzimas de bactérias patogénicas, incluindo a

sialidade (CAUCI et al., 1998).

1.3.3.4 Bacteriocinas

Algumas espécies de lactobacilos vaginais sdo capazes de produzir proteinas ou
peptideos, denominados bacteriocinas, que sao compostos dotados de atividade
antimicrobiana (KLAENHAMMER, 1988). As bacteriocinas apresentam cerca de 20 a 60
residuos de aminoacidos, possuem caracteristicas anfipaticas e ponto isoelétrico elevado.
Sao produzidas por diversas espécies bacterianas e apresentam diferentes mecanismos de
acao, espectro de atividade, massa molecular, propriedades bioquimicas e origem genética
(CAROLISSEN-MACKAY; ARENDSE; HASTINGS, 1997).

De acordo com Tagg, Dajani e Wannamaker (1976), seis critérios eram
necessarios para a caracterizacdo de bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-
positivas: i) presenca de fragao protéica biologicamente ativa; ii) estreito espectro de agao,
inibindo apenas espécies homdlogas; iii) mecanismo de agao bactericida; iv) capacidade de
ligacdo a receptores especificos; v) presenca de determinantes genéticos de origem

plasmidial que codificam para a sua producéo e imunidade; vi) biossintese letal.
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De acordo com Montville e Kaiser (1993) as bacteriocinas de BAL sao substancias
protéicas e nao sao letais para as células produtoras. O principal alvo de agdo das mesmas
sdo as bactérias Gram positivas, sendo o espectro de agao dessas substancias denominado
estreito, no caso de apresentarem atividade antagonistica frente a bactérias da mesma
espécie do organismo produtor e bactérias taxonomicamente relacionadas; ou amplo, no
caso de inibirem diferentes géneros de microrganismos (KLAENHAMMER, 1988; BORIS;
BARBES, 2000; COTTER; HILL; ROSS, 2005). As bactérias Gram-negativas sdo sensiveis
as bacteriocinas de BAL apenas apés tratamentos que desestruturem a membrana externa.
Por exemplo, o uso de agentes quelantes que seqlestram ions metalicos divalentes da
membrana externa desses microrganismos, desestrutura a membrana plasmatica e altera
sua permeabilidade, tornando a bactéria sensivel a agdo da bacteriocina (BOZIARIS;
ADAMS, 1999; COTTER; HILL; ROSS, 2005).

De acordo com Klaenhammer (1993), bioquimicamente, as bacteriocinas podem
ser divididas em quatro classes: (i) lantibidticos, pequenos peptidios [<5 KDalton (KDa)]
ativos em membranas, que apresentam anéis de tioéter intramoleculares como a lantionina,
a B-metil-lantionina e residuos desidratados. O tipo “A” dos lantibi6ticos s&o alongados,
catidnicos e possuem peptidios formadores de poros, alguns dos quais se constituem de
dois componentes (NAVARATNA; SAHL; TAGG, 1998). O tipo “B” dos lantibidticos
apresenta uma estrutura globular maior, sdo inibidores de enzimas e imunologicamente
ativos; (ii) peptidios pequenos (<10KDa), hidrofébicos, resistentes ao aquecimento, que nao
apresentam lantioninas e sao divididos em trés subgrupos, dentre os quais: (iia) peptideos
ativos contra Listeria, apresentando uma seqiéncia N-terminal comum, (iib) peptideos
formadores de poros na membrana celular, constituidos de duas subunidades, (iic)
peptideos ativados por tiol, necessitando de residuos de cisteina reduzida a fim de se
converterem para a forma ativa; (iii) grandes proteinas termolabeis (>30KDa) e finalmente
(iv) proteinas complexas, cuja atividade necessita da associagdo de moléculas de
carboidratos ou lipideos (LERQY; DE VUYST, 2000).

Uma classificagdo mais atual para as bacteriocinas foi proposta por Cotter, Hill e
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Ross (2005), em que sao reconhecidas apenas duas categorias: i) classe |: formada pelas
bacteriocinas que contém lantionina. Neste grupo diferenciam-se os lantibiéticos simples,
formados por um peptideo (nisina, lacticina 481 e mersacidina) e lantibiéticos duplos,
formados por dois peptideos (citolisina e lacticina 3147), ii) classe ll: formada pelas
bacteriocinas que n&o contém lantionina. Tal classe encontra-se ainda subdividida em
classe lla (que inclui bacteriocinas do tipo-pediocina — leucocina A e pediocina PA1), classe
IIb (que inclui bacteriocinas formadas por dois peptideos — lactacina F), classe llc (que inclui
bacteriocinas ciclicas — enterocina AS48 e reutericina 6) e classe Ild (que inclui peptideos
lineares simples diferentes da pediocina — divergicina A e lactococina A). Ademais, estes
autores denominaram como bacteriolisinas as bacteriocinas da classe Ill propostas por
Klaenhammer (1993), com base nas diferencas de tamanho, estabilidade térmica,
mecanismo de acao, estrutura e genoma daquelas em relagado as verdadeiras bacteriocinas.
Exemplos de bacteriolisinas citadas incluem a lisostafina e enterolisina A.

Cotter, Hill e Ross (2005) sugeriram ainda que as bacteriocinas circulares,
recentemente descobertas e atualmente consideradas como classe V, sejam incluidas na
classe Il. Por sua vez, a classe IV nao foi considerada na nova proposta visto que, segundo
os autores, ndo ha demonstragcdo incontestavel da existéncia de algum membro desta
classe.

Diversos modos de acao ja foram sugeridos para as bacteriocinas, dentre os quais
0 mais aceito envolve a formagao de poros na membrana citoplasmatica com consequente
efluxo de substancias intracelulares de baixo peso molecular, com perda de trifosfato de
adenosina (ATP) citoplasmatico e consequente dissipacdo da forga proton-motriz,

resultando na inativacao ou morte celular (CLEVELAND et al., 2001).

1.3.3.5 Biosurfactantes
Estas substancias sdo produzidas por algumas espécies de lactobacilos e podem
inibir a adesao de patégenos a tecidos epiteliais (REID, 2001). Estes compostos de natureza

hidrofobica e/ou hidrofilica sdo liberados e acumulam-se em alguns tipos de interfaces, mais
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notoriamente nas liquido-ar (VELRAEDS et al., 1996). Alguns biosurfactantes sao
resistentes a temperaturas de até 75°C e a acdo de enzimas como a pepsina e tripsina,

embora sejam sensiveis a a-amilase e lisozima (VELRAEDS et al., 1998).

1.3.3.6 Moléculas de auto e co-agregacao

O termo auto-agregacdo é empregado para a agregagcdo de microrganismos da
mesma linhagem, enquanto que co-agregacgado é utilizado para diferentes linhagens de
bactérias ou outros microrganismos. Ambos funcionam como um mecanismo de defesa do
hospedeiro frente a agentes patogénicos (OCANA; NADER-MACIAS, 2002).

A auto-agregacao entre lactobacilos pode elevar seu potencial de colonizagéo no
epitélio vaginal, contribuindo para a exclusao de agentes patogénicos e provavelmente trata-
se de uma caracteristica inerente ao microrganismo (OCANA; NADER-MACIAS, 2002).

As moléculas de co-agregacao produzidas por algumas espécies de lactobacilos
sdo responsaveis pelo bloqueio da disseminagdo de patégenos como C. albicans e G.
vaginalis para receptores teciduais (BORIS ET AL., 1998; REID, 2001). Segundo
Mastromarino et al. (2002), a co-agregagdo é fator essencial na manutencdo de uma
microbiota vaginal sadia, uma vez que resultaria em uma concentracdo de substancias

inibitérias ao redor do patodgeno, sintetizadas por bactérias do género Lactobacillus.

1.3.3.7 Arginina desaminase

Lactobacilos vaginais podem produzir a enzima arginina desaminase, que degrada
a molécula de arginina em citrulina e amoénia, as quais sao utilizadas como fonte de carbono
€ energia por esses microrganismos, privando bactérias patogénicas envolvidas na VB de
utilizarem aquele aminoacido (LEPARGNEUR; ROUSSEAU, 2002).

Os microrganismos patogénicos envolvidos na VB sado capazes de converter
moléculas de arginina em putrescina, através de um sistema enzimatico que apresenta a
enzima arginina descarboxilase. A putrescina € uma poliamina, grupo ao qual também

pertencem a espermina, a cadaverina e a trimetilamina. Essas substancias sao detectadas
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em concentracdes elevadas em pacientes com VB e também sao sintetizadas a partir da

descarboxilacdo de outras classes de aminoacidos, sendo responsaveis pelo mau odor

vaginal observado quando da presenca da patologia (CHEN et al., 1979; CLAY, 1982).

As poliaminas estéo relacionadas a diversos efeitos negativos para o hospedeiro,

como a ruptura da integridade da mucosa vaginal e a esfoliagdo de células epiteliais

vaginais (FAMULARO et al., 2001).

A figura 8 reune as reagdes envolvidas no metabolismo da arginina pela microbiota

vaginal saudavel (representada majoritariamente por espécies de lactobacilos) e por

patégenos causadores da VB (LEPARGNEUR; ROUSSEAU, 2002).

i) Microbiota vaginal saudavel
(predominancia de lactobacilos)

ARGININA

Arginina
desaminase

Citrulina + NH;

N

Fonte de carbono Privagao de arginina
e de energia para para patégenos
os lactobacilos anaerobios

ii) Microbiota patogénica
(vaginose bacteriana)

ARGININA

Arginina
descarboxilase

putrescina
Alcalinizacao Diminuicao da
do meio distribuicdo de
antibidticos
Mau odor Inibicdo da resposta
caracteristico imune e inflamatoria
v

Comprometimento da
integridade da mucosa vaginal

Figura 8. Reagdes do metabolismo da arginina por: i) lactobacilos vaginais produtores da

enzima arginina desaminase e ii) microrganismos patogénicos causadores de vaginose
bacteriana produtores da enzima arginina descarboxilase (LEPARGNEUR; ROUSSEAU,

2002).



INTRODUCAO 40

1.3.4 Cepas de BAL estudadas para aplicagcdo como culturas probidticas em
infeccdes do trato urogenital

O conceito de restaurar a populagcdo de lactobacilos da microbiota vaginal como
forma de prevenir infecgdes foi concebido pelo urologista canadense Andrew W. Bruce no
inicio da década de 1970 (REID et al., 2003).

E provavel que os lactobacilos possam exercer efeito benéfico na prevencédo e/ou
tratamento de infeccbes urogenitais através de um, ou o conjunto de mecanismos: (i)
ascensao dos microrganismos probidticos provenientes do reto em direcdo a vagina, (ii)
ascensao reduzida de patégenos do reto para a vagina ou (ii) aumento da imunidade da
mucosa intestinal, que por sua vez afetaria a imunidade vaginal, tornando o trato vaginal
menos susceptivel a colonizagdo e multiplicagdo de microrganismos patogénicos (REID;

BOCKING, 2003; REID; BRUCE, 2003; REID et al., 2003).

1.3.4.1 Estudos sobre a utilizacdo de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14
para o tratamento/prevencéo de infec¢cdes urogenitais

Até o presente momento, a combinacido de duas linhagens de microrganismos, L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14, mostrou-se a mais promissora na restauracao e
manutencao de uma microbiota vaginal saudavel (REID, 1999; REID, 2008).

L. rhamnosus GR-1 foi inicialmente designado como L. casei rhamnosus GR-1
(REID; COOK; BRUCE, 1987). L. reuteri RC-14, por sua vez, foi identificado no ano de 1986
como L. acidophilus RC-14 através de testes bioquimicos e reclassificado posteriormente
como L. fermentum RC-14 através de analise de ribotipagem (ZHONG et al., 1998). No ano
de 2006, através de analise por hibridizagdo DNA-DNA, o microrganismo foi finalmente
renomeado como L. reuteri RC-14 (CADIEUX et al., 2008).

L. rhamnosus GR-1 foi isolado da porgao da uretra distal de uma mulher saudavel
e é uma linhagem bacteriana altamente aderente ao epitélio urinario e vaginal, é resistente a
substancias espermicidas, nao produz H,O,, é capaz de produzir bacteriocina, inibe o

crescimento, a ades&o e a formacgao in vitro de biofilmes de patégenos Gram-negativos e C.
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albicans. L. reuteri RC-14 é uma linhagem isolada da microbiota vaginal de uma paciente
saudavel e é capaz de produzir H,O, e um potente biossurfactante de 29KDa que se liga ao
colageno de células epiteliais vaginais, inibindo a adesdo de E. coli, E. faecalis, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, estreptococos do grupo B, Staphylococcus epidermidis, C.
albicans e G. vaginallis (REID; COOK; BRUCE, 1987; REID; TIESZER; LAM, 1995;
VELRAEDS et al.,, 1996; HOWARD et al., 2000; REID, 2000; REID, 2001; REID et al.,
2001a; REID et al., 2001b; GARDINER et al., 2002b; REID; BURTON, 2002; BURTON;
CADIEUX; REID, 2003; REID et al., 2003; REID; BOCKING, 2003; REID; BRUCE, 2003).

L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 sao tolerantes a bile e ao baixo pH
estomacal, colonizam o trato gastrintestinal (TGI) e a vagina e nao induzem inflamacgao
sistémica (auséncia de efeito nos niveis séricos de imunoglobulinas (Ig) do tipo G, A e M)
(REID et al., 2001a; CADIEUX et al.; 2002; GARDINER et al., 2002b; BURTON; CADIEUX;
REID, 2003; MORELLI et al., 2004).

L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 foram preparados para comercializagdo na
forma farmacéutica de capsulas (cada uma contendo 10° UFC de ambos os
microrganismos) através de cooperacgao internacional entre as empresas Christian Hansen
(Dinamarca) e Urex Biotech. Inc. (Canada), tendo o produto final sido designado como
“Urex-Cap-5®”. As capsulas podem ser mantidas a temperatura ambiente e sob tal
condigdo, os microrganismos probidticos sédo viaveis por um periodo de até dois anos
(ANUKAM et al., 2006b). O objetivo principal da utilizacdo deste produto é restaurar o
equilibrio natural da microbiota vaginal, contribuindo na prevengdo e tratamento de
infecgdes urogenitais.

Apos a ingestao oral das capsulas de Urex-Cap-5® e passagem pelo estémago, as
BAL séao liberadas no intestino delgado: (i) sob a agdo do baixo pH do suco gastrico, a
capsula é dissolvida, (ii) a matriz polissacaridica que compde o excipiente da formulagdo do
probiotico é hidratada, formando uma matriz de gel insoluvel, que é capaz de proteger as
bactérias probidticas em seu interior e (iii) na porgcao superior do intestino delgado, a matriz

é dissolvida e as bactérias probidticas reidratadas s&o liberadas em estado bioldgico ativo.
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Alguns estudos tém demonstrado que a incidéncia de ITU em mulheres pode ser
significativamente reduzida, apos a utilizagao intravaginal de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri
RC-14 (BRUCE; REID, 1988; BRUCE et al., 1992; REID; BRUCE; TAYLOR, 1995).

Anukam et al. (2006a) avaliaram um grupo de 125 mulheres da Nigéria
diagnosticadas com VB que foram tratadas com metronidazol (500mg, duas vezes ao dia,
durante sete dias) e aleatoriamente suplementadas com capsulas para uso diario (duas
vezes ao dia, durante 30 dias) contendo os microrganismos probioticos L. rhamnosus GR-1
e L. reuteri RC-14 ou placebo. Aqueles autores relataram que ao final do periodo de
tratamento as pacientes foram reavaliadas e 88,0% das que fizeram uso do metronidazol e
probiético foram curadas, em comparagéo a 40,0% determinado no grupo das que utilizaram
probidtico e placebo (p<0,001).

Em outro estudo realizado por Anukam et al. (2006b), foram empregadas
novamente as linhagens de microrganismos probioticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-
14 para o tratamento de mulheres diagnosticadas com VB. As pacientes daquele estudo
utilizaram metronidazol gel vaginal (0,75%) ou capsulas para uso intravaginal contendo 10°
UFC de cada uma das linhagens de microrganismos probidticos, uma vez ao dia, durante
cinco dias. As taxas de cura de VB obtidas por Anukam et al. (2006b), determinadas
respectivamente com a utilizagdo dos microrganismos probiéticos e metronidazol foram de
80,0% versus 45,0% (determinada apés seis dias do inicio do tratamento), 85,0% versus

45,0% (verificada no 15° dia) e 90,0% versus 55,0% (obtida no 30° dia).

1.3.4.2 Outros estudos sobre a utilizacdo de BAL no controle/prevencédo de
infeccdes vaginais

No caso de pacientes com CVV, apenas um estudo & descrito na literatura no
sentido de tratar a infecgdo apenas com BAL. Hilton, Rindos e Isenberg (1995) avaliaram um
grupo de 28 mulheres com sintomas de CVV que foram tratadas com supositorios vaginais
impregnados com Lactobacillus e observaram que apdés uma semana, todas as mulheres

relataram melhora dos sinais e sintomas da infeccao.
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Para avaliar o efeito de BAL na prevencdo de CVV, Hilton, Rindos e Isenberg
(1992) realizaram um estudo randomizado controlado, no qual foram acompanhadas 33
pacientes com CVV recorrente que consumiram diariamente cerca de 225g de iogurte
contendo L. acidophilus durante seis meses e, nos seis meses seguintes, realizaram dieta
na qual restringiram totalmente o consumo de iogurte. Assim, naquele estudo, as pacientes
serviram como seus préprios controles, ja que fizeram uso das duas terapias. Apesar do fato
de apenas 13 mulheres terem concluido o estudo, o numero de episédios de CVV
(confirmados através de exame clinico e cultura positiva para Candida sp.) por paciente foi
de 0,38+0,51 durante o periodo em que o iogurte foi consumido, em comparacdo a
2,54+1,66 durante os seis meses sem a ingestao de iogurte.

Por outro lado, um estudo duplo-cego, placebo-controlado, conduzido por Williams
et al. (2001), evidenciou que a utilizagao intravaginal de L. acidophilus ou de clotrimazol,
uma vez por semana, foi capaz de prevenir o desenvolvimento de CVV em pacientes HIV-
positivas, em comparacdo com o grupo de mulheres que receberam placebo. Aqueles
autores relataram que a reavaliagdo clinica e analise laboratorial de espécimes clinicos
coletados foram realizadas a cada seis meses, sendo que a duragcdo média da participacao
de cada sujeito no estudo foi de 21 meses.

Por outro lado, mais recentemente, Pirotta et al. (2004) conduziram um estudo
duplo-cego, placebo-controlado com mulheres ndo gravidas em Melbourne (Australia) e
verificaram que comprimidos contendo L. rhamnosus e Bifidobacterium longum
administrados durante seis dias por via oral (duas vezes ao dia) ou L. rhamnosus, L.
delbrueckii, L. acidophilus e Streptococcus thermophilus administrados por via vaginal (uma
vez ao dia, no periodo da noite), nao foram efetivos para a prevengdo de CVV apods
tratamento com diferentes medicamentos antimicrobianos, quando comparado a pacientes
que receberam placebo.

Por sua vez, um dos primeiros estudos descritos na literatura a respeito da
utilizacao de lactobacilos no tratamento de pacientes com VB foi realizado por Fredricsson

et al. (1989). Aqueles autores diagnosticaram a infec¢do com base na presenca de trés ou
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quatro dos critérios propostos por Amsel et al. (1983) e a cura foi definida como auséncia
dos critérios ou presenca de apenas um deles. As pacientes foram randomizadas para
receberem durante sete dias, duas vezes ao dia, um dos seguintes tratamentos: 5mL de
leite fermentado contendo L. acidophilus NCDO 1748 (5x10® a 2x10° UFC/mL) (n=13), 5mL
de geléia de acido acético (n=15), 5mL de creme contendo estrogeno (n=16) ou
metronidazol para uso vaginal (comprimido de 500mg) (n=15). Apds quatro semanas do
inicio da terapia, o grupo probidtico apresentou taxa de cura para VB de 7%, comparado a
18%, 6% e 93% nos grupos que utilizaram geléia de acido acético, creme com estrégeno e
metronidazol, respectivamente, demonstrando que o microrganismo empregado nao foi
capaz de curar a infecgao.

Hallén, Jarstrand e Pahlson (1992) compararam a taxa de cura para VB em 57
mulheres com idade média de 24 anos que foram tratadas com probidtico ou placebo. O
diagnéstico da infeccdo foi baseado na presenca de trés ou quatro dos critérios propostos
por Amsel et al. (1983). As pacientes foram randomizadas para receber supositorios
vaginais contendo L. acidophilus (10%° UFC/supositério) (n=28) ou placebo (n=29) duas
vezes ao dia, durante seis dias. A taxa de cura de VB foi avaliada pela resolucdo dos
sintomas. Na primeira reavaliagdo (7 a 10 dias apés o inicio do tratamento), a taxa de cura
de VB foi de 57% no grupo probidtico e 0% no grupo placebo (p<0,05). Trés pacientes no
grupo placebo apresentaram persisténcia dos sintomas e necessitaram de tratamento com
metronidazol. No entanto, entre 20 e 40 dias apds o inicio da terapia, as taxas de cura
diminuiram para 21% no grupo probidtico e permaneceram em 0% no grupo placebo, nao
tendo sido detectada diferencga estatistica entre ambas.

Em um estudo duplo-cego, placebo-controlado, Eriksson et al. (2005) avaliaram os
efeitos da suplementencdo com lactobacilos na taxa de cura de 187 mulheres em um
periodo de dois ciclos menstruais. Todas as pacientes receberam durante trés dias
tratamento com évulos contendo clindamicina (100mg, uma vez ao dia, durante trés dias) e
em seguida fizeram uso (de forma aleatdria) de tampdes contendo linhagens de lactobacilos

(L. fermentum, L. casei-rhamnosus e L. gasserii, 10 UFC de cada microrganismo) ou
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placebo, durante o ciclo menstrual seguinte. Apos o segundo periodo menstrual, as taxas de
cura para VB (baseadas na auséncia do critério de Amsel) determinadas nos grupos
probiético e placebo foram semelhantes, 56% e 62%, respectivamente.

Delia et al. (2006) avaliaram dois grupos de mulheres com VB, sendo que um deles
foi tratado com supositérios vaginais contendo “L. acidofilus” e o outro recebeu
suplementacado oral com Lactobacillus paracasei subsp. paracasei F19 (por trés meses). Os
autores constataram que nos dois grupos houve redugao dos sintomas da infecgao, além de
diminuicdo do pH vaginal e melhora do teste de “Whiff”. No caso do grupo de mulheres que
recebeu suplementacdo com lactobacilos para uso oral, verificou-se ainda um efeito
benéfico a longo prazo, notadamente trés meses apds o final do tratamento. O efeito foi
atribuido a capacidade de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei F19 usado por via oral
modular ndo apenas a microbiota vaginal, mas também a intestinal, otimizando a terapia
empregada.

Mais recentemente, Larsson et al. (2008), realizaram um estudo duplo-cego,
placebo-controlado no qual observaram que o uso de clindamicina tépica (2,0%, durante
sete dias) seguida da inserg&o vaginal de capsulas contendo cada uma 10%° UFC de ambos
L. gasseri Lba EBO1 - DSM 14869 e L. rhamnosus Lbp PB01 — DSM 14870 liofilizados,
diariamente, por 10 dias durante trés ciclos menstruais nao melhorou a eficacia da terapia
de VB durante o primeiro més de tratamento, contudo prolongou o tempo para a ocorréncia
de recidiva, avaliada apds seis meses de tratamento.

Apesar de algumas BAL avaliadas apresentarem potencial clinico, devido a
limitacdo de estudos sobre os efeitos linhagem-especificos, pequenos grupos de pacientes
avaliados, auséncia de grupos controles e falta de dados quanto a estabilidade dos
microrganismos testados, ndo € possivel avaliar conclusivamente a efetividade de sua

utilizacao no tratamento e/ou prevencao de infecgdes vaginais.
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Nao foram encontrados estudos publicados em periédicos indexados em bases de
dados cientificos, a respeito da prevaléncia de espécies de lactobacilos na microbiota
vaginal de mulheres brasileiras saudaveis, acometidas com CVV e VB. A obtencao desses
dados é relevante para melhor compreensdo da ecologia da microbiota vaginal, a fim de
otimizar os tratamentos existentes para infec¢des vaginais. A utilizacdo de métodos distintos
de biologia molecular para avaliar as diferentes popula¢des de lactobacilos vaginais nessas
pacientes, pode contribuir para um melhor conhecimento das espécies presentes. Ha
caréncia de dados quanto a importancia da producdo de H,O, por lactobacilos vaginais,
comparando-se os diferentes grupos de pacientes saudaveis e com infec¢des vaginais.

Até o presente momento, estudos preliminares realizados em paises estrangeiros
com as duas linhagens de BAL probidticas, L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14, contaram
com a participagdo de pacientes voluntarias para a avaliagdo da eficacia de uso desses
microrganismos, dando-se maior énfase ao tratamento de VB. Contudo, a habilidade de L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 como co-adjuvantes no tratamento de CVV nao é
conhecida.

As infeccbes vaginais apresentam elevadas taxas de prevaléncia na populacéo,
estdo associadas com consideravel morbidade e séo responsaveis por custos elevados para
o sistema de saude (FALAGAS; BETSI; ATHANASIOU, 2006).

Somente nos EUA, no ano de 1995 foram gastos aproximadamente US$ 1,8 bilhao
de ddélares com o tratamento de CVV e acredita-se que esse valor poderd atingir US$ 3,1
bilhdes em 2014 (FOXMAN et al., 2000).

Os fatores de risco mais importantes associados com o nascimento de bebés
prematuros incluem parto prematuro prévio e desenvolvimento de VB durante o periodo
gestacional. A prevaléncia de recém-nascidos nessa condicdo é de 5% a 12% em paises
desenvolvidos e de até 40% nas regifes mais pobres, sendo a causa mais importante de
mortalidade neonatal e problemas neuroldgicos a curto e longo prazo (EGAN et al., 2008).

Portanto, hd necessidade do desenvolvimento de novos agentes com eficacia

comprovada para a prevencgao e tratamento de infecgfes vaginais.
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3.1 Objetivo geral

- Estudar as espécies de lactobacilos vaginais de mulheres saudaveis e
diagnosticadas com infec¢Bes vaginais (CVV e VB) da cidade de Ribeirdo Preto (Sao Paulo,
Brasil), bem como avaliar a eficacia da utilizacdo de microrganismos probioéticos [L.
rhamnosus GR-1 e L. fermentum RC-14 (Urex-Cap-5®)] no tratamento dessas patologias,

gquando co-administrados com medicamentos antimicrobianos tradicionais.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a prevaléncia de espécies de lactobacilos nas amostras vaginais de
pacientes saudaveis e diagnosticadas com CVV e VB, coletadas por meio de zaragotas,
através de método dependente e independente de cultivo (PCR-ARDRA e PCR-DGGE,
respectivamente).

- Comparar a quantidade de H,O, produzida pelos isolados de lactobacilos vaginais
obtidos durante a primeira consulta médica, nos grupos de pacientes saudaveis e
acometidas por CVV e VB.

- Isolar e caracterizar com provas bioquimicas, as espécies de leveduras presentes
nas amostras vaginais coletadas.

- Avaliar se a ingestao oral diaria de cdpsulas contendo L. rhamnosus GR-1 e L.
reuteri RC-14 é capaz de auxiliar no tratamento de infec¢Bes vaginais (CVV e VB), quando
utilizado em associacdo com fluconazol (150mg) e tinidazol (29g), respectivamente.

- Avaliar o efeito in vitro de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 na modulagéo de

infeccao vaginal por C. albicans.
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4.1 Microrganismos probiéticos

As linhagens de probidticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 foram
preparadas pela empresa Christian Hansen (Horsholm, Dinamarca) de acordo com as boas
praticas de fabricacdo preconizadas pelo FDA. Os microrganismos foram liofilizados e
colocados em capsulas de gelatina de coloragao branca (tamanho trés e massa
correspondente a 180mg), contendo 1x10° células viaveis de cada uma das linhagens.
Capsulas de gelatina idénticas, porém contendo celulose e estearato de magnésio, foram
preparadas pela mesma empresa e utilizadas como placebo. Este material foi doado a
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo
(FCFRP-USP), por meio de um “Termo de Transferéncia de Material” (Processo n°

05.1.1371.60.2) (Anexo 1).

4.2 Aspectos éticos, recrutamento de pacientes e equipe médica participante

O referido projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Saude Escola da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo (CSE-FMRP-USP)
(Protocolo n° 0146), durante a 38 reunido extraordinaria, realizada em 19 de abril de 2005
(Anexo 2).

As pacientes foram informadas sobre a pesquisa por meio do “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” dirigido as pacientes saudaveis (Apéndice 1) e as
pacientes com infecgbes vaginais (Apéndice 2) e responderam a um questionario especifico
(Apéndice 3).

Neste trabalho foram estudadas 196 mulheres que foram alocadas em trés grupos:
(i) pacientes saudaveis (64 mulheres); (ii) pacientes diagnosticadas com CVV (68 mulheres)
e (iii) pacientes diagnosticadas com VB (64 mulheres).

Os critérios de exclusdo adotados foram: imunossupressao, desenvolvimento de
processo inflamatério evidente na regido genital devido a doencas sexualmente
transmissiveis, gravidez, diagndéstico concomitante de tricomoniase ou infecgdo urinaria,

utilizacdo de antimicrobianos sistémicos ou intravaginais nos 14 dias precedentes a consulta
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ginecoldgica, menstruacdo durante o periodo de coleta do material vaginal e historico de
resposta alérgica ao fluconazol e tinidazol.

As pacientes que integraram este estudo foram selecionadas e examinadas pela
equipe de médicos ginecologistas em um de quatro centros de atendimento a saude na
cidade de Ribeirdo Preto, afiliados com a USP: i) CSE-FMRP, ii) Hospital das Clinicas (HC)-

FMRP, iii) Sistema Integrado de Saude (SIS) e Centro de Saude Vila Lobato (CSVL)-FMRP.

4.3 Procedimentos clinicos e laboratoriais adotados durante a consulta
ginecolodgica

Durante a consulta, o0 médico ginecologista observou a presenca e o aspecto do
corrimento vaginal, determinou o pH vaginal através do contato de fita indicadora de pH na
parede lateral da vagina (Acilit pH 0-6 — Merck, Darmstadt, Alemanha) e coletou trés
amostras vaginais, com o auxilio de duas zaragatoas e uma espatula de Ayres.

As pacientes consideradas saudaveis nao apresentavam queixa de corrimento
vaginal, exibiam conteudo vaginal fisioldgico e auséncia de sinais e sintomas de infec¢ao
vaginal, bem como apresentaram esfregagos vaginais dominados por lactobacilos, corados
pelo método de Gram modificado e observados sob microscopia optica de imersao
(KRUCZAK-FILIPOV; SHIVELY, 1992).

As pacientes foram diagnosticadas com CVV pela presenca de Candida sp. nas
amostras vaginais aliada aos sinais e sintomas da infecgdo. A deteccido de Candida sp. nas
amostras vaginais foi determinada por meio de um ou mais dos seguintes métodos:
preparagdo com solugcéo de KOH a 10% (p/v), coloragdo pelo método de Gram e cultura. Os
sinais e sintomas considerados como tipicos de CVV foram corrimento vaginal
esbranquicado, associado a queimacao e prurido vaginal, dispareunia e disuria.

Por sua vez, as mulheres diagnosticadas com VB preencheram os critérios
propostos por Amsel et al. (1983), segundo o qual o diagnéstico positivo da infeccédo é
obtido pela presenca de pelo menos trés das seguintes determinacdes: i) pH vaginal

superior a 4,5; ii) corrimento vaginal branco-acinzentado, aquoso e de aspecto homogéneo;
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iii) desenvolvimento de odor semelhante a “peixe podre”, devido a reagéo entre a solugéo de
KOH a 10% (p/v) e compostos organicos produzidos pelos microrganismos patogénicos
(putrescina, cadaverina e trimetilamina) (PHEIFER et al., 1978) e iv) presenca de “clue cells”
no material vaginal observado sob microscopia com luz comum e aumento de 400X. As
amostras vaginais coradas pelo método de Gram também foram visualizadas sob imersao
(1000X), avaliadas de acordo com Nugent, Krohn e Hillier (1991) e classificadas como
microbiota normal, intermediaria ou VB, dependendo da quantidade e morfologia de bacilos
Gram-positivos, bacilos Gram-negativos e cocobacilos Gram-variaveis presentes nos
espécimes clinicos.

Uma das duas zaragatoas obtidas a partir da parede lateral vaginal de cada uma
das pacientes foi empregada para o isolamento e avaliagdo de Candida spp. (de acordo com
item 4.5.1) e Lactobacillus spp. (conforme itens 4.5.2 a 4.5.2.2), enquanto que a outra
zaragatoa foi mantida a -20°C e empregada para a caracterizacdo das espécies de
lactobacilos através de técnica independente de cultivo (de acordo com itens 4.5.2.3 a

4.5.2.3.4).

4.4 Randomizacao do tratamento e consulta ginecoldgica para reavaliacéo

Da mesma forma, as pacientes diagnosticadas com CVV foram randomizadas para
o tratamento com dose unica de fluconazol (150mg) e suplementagdo com duas capsulas
contendo L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 ou duas capsulas de placebo, para ingestao
oral diaria, durante 28 dias, no periodo da manha, a contar do primeiro dia de uso do
fluconazol.

Para a realizacdo deste estudo prospectivo, de intervencdo terapéutica, as
pacientes diagnosticadas com VB foram randomizadas para o tratamento com dose Unica
de tinidazol (2g — fracionada em quatro comprimidos de 500mg cada) e suplementagao com
duas capsulas contendo L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 ou duas capsulas de
placebo, para ingestao oral no periodo da manha, durante 28 dias, a contar do primeiro dia

de uso do tinidazol.
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Recipientes idénticos contendo capsulas idénticas de probidtico e placebo foram
recebidos do fabricante em caixas separadas, com coloracbes distintas e foram
randomizados no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da FCFRP-USP por pessoas
nao diretamente ligadas a pesquisa. Nenhum dos investigadores obteve acesso ao codigo
de randomizacdo até a analise final dos dados obtidos. Numero idéntico de frascos
contendo capsulas de probidtico e placebo foi acondicionado em embalagens plasticas e
entregue ao investigador para que pudessem ser levadas aos centros de saude onde foram
aleatoriamente distribuidos as pacientes integrantes do estudo.

O tamanho dos grupos amostrais foi calculado em 30 sujeitos por grupo,
baseando-se na premissa de obter uma diferenga de aproximadamente 25% na taxa de cura
entre os mesmos (poder do estudo estabelecido em 80%).

As pacientes foram devidamente instruidas para realizarem consulta ginecoldgica
de retorno apds quatro semanas de tratamento, para a colheita e avaliagdo de novas
amostras vaginais, da mesma maneira como realizado durante a primeira consulta com a
equipe clinica. Foi avaliado o relato da presenca de quaisquer sintomas relacionados a
infec¢cdes urogenitais (corrimento vaginal com ou sem odor vaginal fétido, sensacao de
queimacao e/ou prurido vaginal, disuria, dispareunia) ou de possiveis efeitos colaterais
relacionados ao probidtico, considerados como aqueles observados apds o terceiro dia do
inicio da terapia. Todos os voluntarios declararam aderéncia ao protocolo de tratamento e,
como medida de adesado, muitos retornaram os frascos vazios.

Uma das zaragatoas vaginais coletadas durante a segunda consulta ginecolégica
foi utilizada para o isolamento e caracterizagdo de Candida spp. (conforme itens 4.5 a 4.5.1),
enquanto que a outra zaragatoa foi mantida a -20°C e empregada para avaliagdo da
presenca de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14, através da reacido de PCR utilizando-se

iniciadores especificos para tais microrganismos (de acordo com item 4.5.2.4).
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4.5 Caracterizacdo de Candida spp. e Lactobacillus spp. a partir das amostras
vaginais

O material obtido a partir da parede lateral vaginal de cada uma das voluntarias
participantes neste trabalho, colhido com o auxilio de uma zaragatoa esterilizada, foi
inserido em um tubo contendo 1,5mL de solugao salina esterilizada (NaCl a 0,85%, p/v) e
mantido sob refrigeracao para processamento no laboratério de Microbiologia de Alimentos
da FCFRP-USP. O material foi vigorosamente agitado a fim de permitir o desprendimento
das células aderidas e aliquotas de 100uL foram retiradas da suspensao e empregadas para
realizacdo de diluigdes decimais seriadas em solugdo de salina esterilizada para
semeadura, isolamento e identificagcao de Candida spp. e Lactobacillus spp., bem como

enumeracgao das BAL.

4.5.1 Candida spp.

Para isolamento e identificagdo de leveduras do género Candida, aliquotas de
100uL provenientes de cada uma das diluicbes decimais obtidas no item 4.5 foram retiradas
e semeadas em placas contendo o meio de cultura diferencial e seletivo Chromoagar®
Candida (Probac, Sao Paulo) e incubadas em aerobiose a 37°C durante 48 horas. Este meio
de cultura apresenta em sua composi¢cdo o antibidtico cloranfenicol (inibidor seletivo da
multiplicagdo de bactérias) e possui uma mistura cromogénica, responsavel pela
identificagdo presuntiva de leveduras do género Candida, visto que as colbnias adquirem
coloracao sugestiva de determinada(s) espécie(s) do microrganismo (WILLINGER; MANAFI,
1999). De acordo com o fabricante deste meio de cultivo, os isolados de C. albicans
adquirem a coloragao verde, enquanto que C. tropicalis e C. krusei apresentam pigmentacao
azul e rosa, respectivamente, enquanto que as demais espécies de leveduras do género
Candida desenvolvem col6nias de coloragao branca a violeta.

A partir da amostra vaginal de cada uma das pacientes, foi escolhida uma colbnia
representante de cada tipo de pigmentacdo desenvolvida pelo microrganismo no meio

cromogénico. As colénias selecionadas foram cultivadas em ASD (Agar Sabouraud
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Dextrose) (Oxoid) durante 24h a 37°C, ap6s esse periodo foram mantidas a temperatura
ambiente e posteriormente identificadas por provas bioquimicas (tubo germinativo e
microcultivo, assimilacdo de fontes de carboidratos e nitrogénio, além de provas de
fermentacdo de carboidratos), de acordo com Kurtzman e Fell (1998). O mesmo
procedimento foi realizado para todos os isolados de leveduras obtidos nas amostras

vaginais de pacientes saudaveis e com CVV.

4.5.2 Lactobacillus spp.

Para o isolamento, identificacdo e enumeracdo de BAL, aliquotas de 100uL
provenientes de cada uma das diluigdes decimais obtidas no item 4.5 foram retiradas e
semeadas em placas contendo o meio de cultura MRS (de Man, Rogosa & Sharpe) (Oxoid)
e incubadas em jarras plasticas (Permution, Curitiba) com capacidade de 2,5L contendo
envelopes geradores de atmosfera de anaerobiose (AnaeroGen™ — Oxoid). O meio MRS
apresenta em sua composigao, dentre outras substancias, elevada concentracéo de glicose
(20g/L), sendo seletivo para o desenvolvimento de BAL.

Para estimativa da populacdo de lactobacilos nas amostras vaginais coletadas, foi
necessario calcular a quantidade média de fluido vaginal contida nas zaragatoas obtidas,
conforme método empregado por Hillier et al. (1993). Para tanto, dez zaragatoas, obtidas a
partir de dez pacientes, foram pesadas antes e apds a colheita do material vaginal, obtendo-
se um valor médio de 0,083g (intervalo de 0,064g a 0,118g). Como as zaragotas foram
introduzidas diretamente em tubos contendo 1,5mL de solugdo salina, constatou-se que a
diluigao inicial do fluido vaginal foi de aproximadamente 1:20 (p/v) (0,083g:1,5mL).

A partir de cada diluicao das placas foi selecionado um exemplar de cada tipo de
colonia, apresentando macro-morfologia distinta (branca ou transparente; pequena ou
grande; com bordas regulares ou irregulares). As coldnias selecionadas foram cultivadas em
agar MRS a 37°C durante 48h em atmosfera de anaerobiose (AnaeroGen™ — Oxoid) e
avaliadas micro-morfologicamente através do emprego da coloracdo de Gram modificada

(KRUCZAK-FILIPOV; SHIVELY, 1992). Os isolados caracteristicos de lactobacilos
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apresentaram-se na forma de bacilos ou cocobacilos Gram-positivos, ndo esporulados.
Além disso, também foram realizadas as provas bioquimicas de catalase e oxidase
(MACFADDIN, 2000), as quais sao negativas para bactérias do género Lactobacillus. Os
isolados presuntivamente identificados como Lactobacillus sp., foram identificados em
espécies através da técnica de PCR-ARDRA (conforme item 4.5.2.1) e suas populagbes
totais foram determinadas de acordo com trés intervalos distintos: < 10° UFC/mL, 10* a 10°

UFC/mL e 210" UFC/mL, nos trés grupos de pacientes avaliadas.

4.5.2.1 PCR-ARDRA (MOREIRA et al., 2005)

Os isolados sugestivos de lactobacilos foram acondicionados em tubos para
congelamento contendo caldo MRS acrescido de 20% de glicerol e mantidos a —70°C. Antes
de serem analisadas, as culturas foram incubadas em atmosfera de anaerobiose em caldo

MRS (Oxoid) e re-isoladas em agar MRS (Oxoid).

4.5.2.1.1 Pré-tratamento das amostras e extracdo de DNA total

Isolados sugestivos de Lactobacillus sp. foram cultivados em 10mL de caldo MRS
e incubados por 24 horas a 37°C em camara com atmosfera de anaerobiose (Forma
Scientific Company, EUA). Para a obtencdo de DNA cromossomal, as células foram lavadas
com 10mL de agua deionizada, o sedimento celular foi ressuspendido em solucao de 1,0mL
de cloreto de litio (LiCl) (Sigma) 5mol/L e incubado por uma hora sob agitagdo constante
(agitador para tubos Eppendorf, modelo Thermomixer 5436, Alemanha). As ceélulas foram
lavadas novamente com 1,0mL de agua deionizada e o sedimento celular foi ressuspendido
em 1,0mL de tampao contendo 50mM de Tris HCI (acido cloridrico) pH 8,0, 10mM de EDTA
(Sigma), 10mg de lisozima/mL (Sigma) e 100ug de Rnase/mL (Promega). A suspensao
obtida foi mantida por uma hora a 37°C e centrifugada por dois minutos a 12.000g
(Centrifuga Eppendorf, modelo 5417, Alemanha). O sobrenadante foi retirado e o sedimento

celular obtido foi empregado para a extracdo de DNA, utilizando-se o kit Wizard® SV
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Genomic DNA Purification System (Promega Corporation, EUA), de acordo com as
instrugdes fornecidas pelo fabricante.

O DNA total obtido de cada isolado bacteriano foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1,0% (p/v), empregando-se o tampao TAE [40mM de tris-acetato (Sigma) e
1,0mM de EDTA (Sigma)], por aproximadamente uma hora a 100V. O gel obtido foi corado
com brometo de etidio (BrEt) (Sigma) - concentracdo final de 0,5ug/mL e observado em

transiluminador de luz ultravioleta (UV) (Transilluminator 4000, modelo Stratagene, EUA).

45.2.1.2 Amplificacdo por PCR da regido génica correspondente a fracdo
16S-23S do RNAr

A amplificagdo da regido espagadora intergéncia 16S-23S foi realizada de acordo
com Tilsala-Timisjarvi e Alatossava (1997) utilizando-se os iniciadores 16-1A,
5-GTCGGAATCGCTAGTAATCG-3’ correspondente aos nucleotideos 1361 a 1380 do gene
16S do RNAr de Lactobacillus casei e 23-1B, 5-GGGTTCCCCCATTCGGA-3,
correspondente aos nucleotideos 123 a 113 do gene 16S do RNAr de L. casei. A mistura
reacional (60uL) consistiu de 10pmol de cada iniciador (Invitrogen), 0,2mM de cada trifosfato
deoxinucleotideo (ANTPs) (Invitrogen), solugdo de tampao reacional com 1,5mM de cloreto
de magnésio (MgCl,) (Invitrogen), 5,0 unidades (U) de Tag DNA polimerase (Invitrogen),
6,0uL de DNA previamente extraido e 43,3uL de agua Milli-Q® (Sigma) esterilizada. O
programa de amplificacao utilizado foi: 94°C durante dois minutos, 35 ciclos (94°C por 30
segundos, 55°C por um minuto e 72°C por um minuto) e 72°C durante 10 minutos
(Termociclador MJ Research Inc., modelo PTC-100, EUA).

Os produtos de PCR foram visualizados sob luz UV em gel de agarose a 1,5%,
corado com BrEt (Sigma) (0,5ug/mL). A presenca de trés regides intergénicas 16S-23S
(correspondentes aos espagadores grande, médio e pequeno) foi considerada confirmatéria

para a identificagdo de microrganismos do género Lactobacillus sp.
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4.5.2.1.3 Digestbes com enzimas de restri¢ao

Os fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo por 12 enzimas de
restricdo, especificas para microrganismos do género Lactobacillus: Sphl, Ncol, Nhel, Sspl,
Sful, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRlI, Hindlll e Avrll (Promega, New England Biolabs,
Roche e Invitrogen). Os produtos de PCR digeridos foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,5% (p/v) e corado com BrEt (Sigma) (0,5ug/mL). A identificagdo das
espécies dos isolados foi realizada por comparagao entre o padrdo de digestdo dos
espacadores obtido e aqueles previamente caracterizados para diferentes espécies de

lactobacilos, conforme perfis apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Perfis de digestdo dos espagadores amplificados por PCR da regido intergénica

16S-23S de diferentes espécies de lactobacilos de origem humana, animal e alimentar

Identificagdo Sphl  Ncol Nhel Sspl Sful EcoRV Dral Vspl Hincll EcoRI Hindlll  Avrll
L. acidophilus —_——— ottt ——= ——— = —_— - ——— == - +++ +++ 4+
L. agilis +++ ——— +++ +++ == == ——— 4++ ——= -— -—— ——=

L. alimentarius +++ ——— ——— ——= == ——— 44+ +++ - - +++ ——=
L. animalis +++ ——= == == == ———= +++ +++ - - +++ ——=
L. brevis +++ ——— ——— ——— ——— —_———  ———=  +++  ——= - +++  ———

L. camelliae +++ ——— ——— ——— 4= +++  +++ == ——— - +++ ==
L. casei —_——— e —— - +++  +++ +++ ——— - +4++ ==

L. coleohominis +++ +++ ——— +++ ——= == ——— 4++ ——= -— -—— ——=
L. crispatus ——— 44+ == ——= +—= 44+  ——= ——=  ——=  +++ +++ +++
L. delbrueckii ——=  +++ ——= == +++ —_—— ——= ——= === - —_—— ===
L. farciminis +++ == ——= ——— - —— =  +++ +++ - - +++  ———
L. ferintoshensis +++ ——= ——=  +4+ ——— —_—— = ———=  +++  +++ - +++ ==
L. fermentum +++ ——= == ——— - —_——  ———= +++  ——— - _— -
L. fructivorans +++ ——— ——— +++ ——=  ———= 4++ +++ - -— +++ ——=
L. frumenti +++ +++ ——— ——= == == ———  4++ 4= - -——  ——=
L. gasseri —_——— ——= == === === +++ ——= - === - +—— +++

L. hilgardii (a) +++ ——= ——= 4+t ——— ———  ———  4+++  +++ - +++ ———
L. hilgardii (b) +++ ——= ——= +++ ——= —_——  ——= 4+++ === - +++ ——=
L. jensenii —_——— e —— - +++  ——= == —— - _— -

L. johnsonii e T o o A -— +-=-  ——=
L. mucosae +++ ——= ——=  +4++ ——= ——— ———= +++ ——- -——= -——  ——=
L. murinus —_——— ——= == === === ——= t+++ ——=  +—- - +++ ——=
L. nagelli +++ ——— ——— ——— ——— —_— - ——— == - - _— -

L. panis +++ +++ ——= ——= - —_——  ———= +++ - - _——— -

L. pantheris +++ +—— +++ ——= +++ +++ +++ ——= == +++ —_— ——=
L. paralimentarius +++ ——— ——— ——— == ——— 44+ +++ - -— +++ ——=
L. paraplantarum +++ ——— ——= ++4+ ——=  ——=  ——— +++  +++ - -——  ——=
L. pentosus +++ ——= ———=  +4++ ——= ——— ———=  +++  +++ -——= -—— —-—=
L. perolens —_——— e —— - +++  ——= ——=  +—— - +++  ———
L. plantarum (a) +++ ——= ——= +++ +—- ———  ———  4+++  +++ - _— =
L. plantarum (b) +++ ——= ———=  +4+ ——— —_——— ———=  +++ +++ - _— -
L. pontis +++ +++ ——— ——= ——= == ——— 4++ ——= -— -—— ——=

L. reuteri (a) +++ +++ ——— ——= == == ———  4++ 4= - -——  ——=
L. reuteri (b) +++ +++ ——— ——= ——= == ——— 4++ ——= -— -—— ——=
L. rhamnosus —_——— e —— - +++  +++ == +—— - +++  ———
L. ruminis ——— ——— ——— +4+ +++ —_—— +++ === == - _——— -

L. sakei —_——— e —— - —_——  +++ ——= ——— - +4++ ==

L. salivarius ——— == ———  ++4+ === === 4++ === ——= -— -—— ——=
L. sanfranciscencis  +++ —-—- +++ ——— ———= ——— 444+ +++ ——-— - +++ ——=
L. vaginalis (a) +++ +++ ——— ——= ——= == ——— 4++ ——= -— -—+ ——=
L. vaginalis (b) +++ +++ ——= ——= ——— —_——  ——=  4+++ - - —_—t ==

Fonte: Moreira et al. (2005) com modificacoes
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4.5.2.2 Producéo de H,O; pelos isolados de lactobacilos

Os isolados de lactobacilos vaginais obtidos durante a primeira consulta
ginecoldgica de pacientes saudaveis, acometidas por CVV e VB e identificados através da
técnica de PCR-ARDRA (conforme item 4.5.2.1), foram testados semi-quantitativamente
para a producao de H,O, (WILKS et al., 2004). Para isso, os isolados de lactobacilos
(previamente conservados em caldo MRS adicionado de 20% de glicerol e mantidos a —
70°C) foram reativados em caldo MRS e incubados a 37°C durante 24 horas. As culturas
obtidas foram semeadas em placas contendo agar MRS e incubadas sob anaerobiose a
37°C durante 48h. As coldnias obtidas foram colocadas em contato com uma tira especifica
impregnada com peroxidase (Merckoquant Peroxide Test; Merck, Darmstadt, Alemanha).
Neste teste, a enzima transfere o peréxido de hidrogénio para um indicador redox organico,
gerando um produto de oxidagao azul, cuja intensidade, pode ser avaliada visualmente e
comparada com a escala fornecida pelo fabricante. Desta maneira, a producdo da
substancia pelos isolados testados foi expressa observando-se os seguintes intervalos:

negativo (0), 1-3, 3-10, 10-30, 30-100 mg/L de H,O, (Figura 9).

0o 1 3 10 30 100 (mg/L de H,0,)

Figura 9. Escala para comparagao visual, fornecida pelo kit Merckoquant Peroxide Test
(Merck, Darmstadt, Alemanha), para a determinagdo da producédo de H,O, (expressa em
mg/L) de isolados de lactobacilos vaginais provenientes de pacientes saudaveis e

diagnosticadas com infecgbes vaginais (candidiase vulvovaginal e vaginose bacteriana).
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45.2.3 PCR-DGGE (WALTER et al., 2000)

As populagdes de lactobacilos presentes nas amostras vaginais coletadas durante
a primeira consulta com o médico ginecologista e armazenadas a -20°C também foram
determinadas qualitativamente pela técnica independente de cultivo, PCR-DGGE (WALTER

et al., 2000).

4.5.2.3.1 Extracdo de DNA das zaragatoas

As zaragatoas foram agitadas vigorosamente para o desprendimento das células
em microtubos de polipropileno (Eppendorf) com capacidade de 1,5mL contendo 1,0mL de
PBS (solugado salina tamponada fosfatada), cuja composicao é de 8g de NaCl (Sigma),
1,21g de Na,HPO,.2H,O (Sigma) e 0,34g de NaH,PO,.H.O (Sigma) por litro de agua
deionizada, pH 7,1. A suspensao obtida foi centrifugada a 10.000g durante cinco minutos
(Centrifuga Eppendorf, modelo 5410, Alemanha) e lavada com 1,0mL de PBS. Este
procedimento foi repetido e o DNA foi extraido com o kit Instagene® Matrix (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, Canada), de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante.

4.5.2.3.2 Amplificacdo do DNA por PCR

A amplificacdo do DNA das amostras foi realizada segundo Walter et al. (2000),
utilizando-se os iniciadores: LCG-1, 5-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3' e LCG-2-GC, 5'-
CGCCCGGGGCGCGCCCLCGGGCGGCCCGGGGGCACCGGGGGCATTYCACCGCTCACA
TG-3'. Cada reacdo de PCR consistiu de 5,0uL de tampéo para PCR 10X (Invitrogen),
1,25mM de MgCl, (Invitrogen), 40ug de albumina sérica bovina (New England Biolabs),
1,25uL de glicerol (Sigma), 5,0mM de dNTPs (Invitrogen), 50pmoL de cada iniciador
(Invitrogen), 1,0U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 2,0uL de preparagdo de DNA e
33,05uL de agua Milli-Q® (Millipore) esterilizada. O programa de amplificagao utilizado foi:
94°C durante dois minutos, 30 ciclos (94°C por 30 segundos, 60°C por um minuto e 72°C por
um minuto) e 72°C durante 10 minutos (Termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf,

Hamburg, Alemanha).
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4.5.2.3.3 Preparacédo dos géis para DGGE

A preparagao dos géis de gradientes desnaturantes e a separacao eletroforética
foram realizadas de acordo com as instrugbes fornecidas pelo fabricante do Sistema de
Deteccédo Universal D-Code (Bio-Rad). Para obtencdo do gradiente de concentragao, as
solugbes desnaturantes empregadas na confeccdo dos géis de DGGE apresentaram
concentragdes de 30% [composta de 20mL de solugao de acrilamida/bisacrilamida a 40%
(BioRad), 2,0mL de TAE 50X, 2,0mL de solu¢do de formamida (Fisher Scientific, EUA),
12,69 de uréia (EMD OmniPur, EUA) e agua Milli-Q® (Millipore) (volume final: 100,0mL)] e
50% [composta de 20mL solugdo de acrilamida/bisacrilamida (BioRad) a 40%, 2,0mL de
TAE 50X, 20mL de solugédo de formamida (Fisher Scientific), 21,0g de uréia (EMD OmniPur)
e agua Milli-Q® (Millipore) (volume final: 100,0mL)]. As solugbes foram filtradas (filtros
Millipore® com poros de 0,45um) e armazenadas individualmente em frascos ambar a 4°C.
A solugdo de TAE 50X era composta de 242g de tris-base (Sigma), 17,1mL de solucao de
acido acético (Sigma), 0,5mol/L de solugdo de EDTA (Sigma) pH 8,0 e agua Milli-Q®
(Millipore), volume final de 100mL.

Para a montagem de cada um dos géis de DGGE, foram utilizadas duas seringas
plasticas descartaveis com capacidade para 50mL, as quais foram adicionados
individualmente 25mL de uma das solugbes desnaturantes (30% ou 50%), 500uL do corante
Dcode (constituido de 0,5% de azul de bromofenol (Sigma), 0,5% de xileno cianol (Sigma),
ambos diluidos em TAE 1X) e agentes polimerizadores incluindo 95uL de solugdo de
persulfato de amdnio (Bio-Rad) a 10% (p/v) e 55uL da solugdo de Temed (N, N, N’, N’-
tetrametiletilenodiamino) (Sigma), a qual foi adicionada por ultimo. A seguir, as seringas
foram encaixadas em um suporte especifico (BioRad) e suas saidas foram conectadas a um
manguito plastico com formato em Y. Na extremidade livre do manguito foi introduzida uma
agulha e esta inserida a seguir na posi¢ao superior do “sanduiche” (formado pelas placas de
vidro e seus respectivos espagadores) e fixada com o auxilio de uma fita adesiva. O
dispositivo presente no suporte para as seringas foi ativado para permitir o bombeamento

das duas solugdes em velocidades distintas e, por conseguinte, propiciou a formagao do
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gradiente de concentragdo desejado. A seguir foi entdo inserido um “pente” plastico
apropriado na porgao superior do “sanduiche” para formagao dos pogos. Os géis foram
entdo deixados em repouso para polimerizagao durante um periodo entre 12 e 18 horas.
Depois deste intervalo, 20uL de cada uma das amostras foram adicionados a 20ul de uma
solugado tampéo para carregamento de concentracao dupla [0,25mL de azul de bromofenol
(2%, Sigma), 0,25mL de xileno cianol (2%, Sigma), 7,0mL de glicerol (Sigma) e 2,5mL de
agua destilada] e transferidos para os pogos. O desenvolvimento eletroforético dos géis foi
realizado a 130V em TAE 1X durante aproximadamente quatro horas. Apds este intervalo,
os suportes contendo os géis foram removidos e resfriados a temperatura ambiente. Os géis
foram cuidadosamente removidos dos “sanduiches” e corados com BrEt (Sigma)
(concentracgéo final de 0,5ug/mL) por 15 minutos e visualizados em transiluminador de UV

(Alpha Innotech Corporation, Alpha Imager™ 2000, San Leandro, Califérnia, EUA).

45.2.3.4 Excisdo das bandas dos géis de DGGE, reamplificacdo e
sequenciamento

Os fragmentos de interesse foram excisados dos géis de DGGE com o auxilio de
um bisturi esterilizado e transferidos individualmente para microtubos de polipropileno
(Eppendorf) com capacidade para 1,5mL. Os fragmentos de gel foram entdo lavados em
tampao para PCR 1X (Invitrogen) e incubados a 4°C durante uma noite com 35uL do
mesmo tampao. Cinco microlitros da suspensao obtida foram utilizados como molde para a
amplificacdo em reacdo de PCR, com os iniciadores idénticos aos descritos no item
4.5.2.3.2, mas sem a terminagao GC (WALTER et al., 2000). Os produtos de PCR obtidos
foram purificados com o kit Qiagen (Germantown, Ohio, EUA), de acordo com as instrugbes
fornecidas pelo fabricante. As seqiiéncias dos fragmentos amplificados foram determinadas
através do método da terminacio da cadeia dideoxi (SLATKO et al., 2001). A avaliagao das
sequéncias correspondentes a fracdo 16S do RNAr foi realizada com auxilio do banco de
dados GenBank e algoritmo BLAST. A identificacdo das amostras foi determinada com base

nos maiores escores obtidos.
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4.5.2.4 Pesquisa de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 em amostras
vaginais

Para determinar a presenca ou auséncia de L. rhamnosus GR-1 e/ou L. reuteri RC-
14 nas zaragatoas congeladas contendo amostras de fluido vaginal das pacientes
diagnosticadas com CVV e VB, apds tratamento com o probiético Urex-Cap-5°, foi utilizado
um par de iniciadores especificos para amplificagdo das regides génicas correspondentes a
fragdo 16S do RNAr de ambos os microrganismos: i) 5-GAGAAGAACGTGCGTGAGAC-3’ e
i) 5-TAAGCCGAAGGCTTTCACAT-3. O DNA presente nas zaragatoas vaginais obtidas
durante a segunda consulta com o médico ginecologista e mantidas a -20°C foi previamente
extraido (de acordo com o item 4.5.2.3.1). Cada reagdo de PCR consistiu de 5,0uL de
tampéo para PCR 10X (Invitrogen), 1,25mM de MgCl; (Invitrogen), 40ug de albumina sérica
bovina (New England Biolabs), 1,25uL de glicerol (Sigma), 5,0mM de dNTPs (Invitrogen),
50pmoL de cada iniciador (Invitrogen), 1,0U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 2,0uL de
preparacdo de DNA e 33,05uL de agua Milli-Q® (Millipore) esterilizada. O programa de
amplificacdo empregado foi: 94°C durante dois minutos, 30 ciclos (94°C por 30 segundos,
60°C por um minuto e 72°C por um minuto) e 72°C durante 10 minutos (Termociclador
Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg, Alemanha).

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,0% (p/v),
empregando-se o tampao TAE 1X por aproximadamente uma hora a 100V. O gel obtido foi
corado com BrEt (Sigma) - concentracéo final de 0,5ug/mL e observado em transiluminador
de luz UV (Alpha Innotech Corporation, Alpha ImagerTM 2000, San Leandro, California,
EUA).

A determinagao da presenca ou auséncia de L. rhamnsous GR-1 e L. reuteri RC-14
nas amostras avaliadas foi realizada pela observacao dos produtos de reacdo de PCR no
gel de agarose 1,0% (p/v) que apresentavam o mesmo padrao de migracao eletroforética

dos controles positivos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14.
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4.6 Avaliacdo do efeito in vitro de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 na
modulacao de infec¢do vaginal por C. albicans

Foi utilizado um modelo in vitro de candidiase vaginal (CV) para avaliar o possivel
efeito de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 na modulagdo de infeccdo de células
epiteliais vaginais e indugao da resposta inflamatdria local por C. albicans. Foram estudados
os efeitos anti-Candida de ambas as culturas dos microrganismos probidticos e/ou seus
sobrenadantes livres de célula (SLC) e foram quantificadas as citocinas secretadas por uma

linhagem celular vaginal humana, sob diferentes condicbes.

4.6.1 Linhagem celular epitelial humana

A linhagem celular epitelial VK2/EGE7 é originaria da mucosa vaginal de uma
mulher saudavel, em idade fértil e foi imortalizada com papilomavirus humano 16/EGE7
(FICHOROVA; RHEINWALD; ANDERSON, 1997). As células VK2/EGE7 foram mantidas em
meio de queratinécito sem soro (QSS) suplementado com 50ug de extrato pituitario bovino,
0,1ng de fator de crescimento epidermal e 100U/mL de penicilina e estreptomicina

(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA) a 37°C e 5,0% de diéxido de carbono (COy,).

4.6.2 Linhagens de lactobacilos

Culturas de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 mantidas em freezer a -80°C em
caldo MRS adicionado de 20% de glicerol, foram reativadas em caldo MRS (Becton
Dickinson) a 37°C sob anaerobiose até atingirem aproximadamente 10® UFC/mL. SLC foram
obtidos por centrifugacdo dos caldos das culturas a 3.000g durante 15 minutos a 4°C. A
seguir, as preparacdes foram filtradas em filtros com poros de 0,20um de didmetro (Corning,
EUA) e neutralizadas (pH 7,0) com solugao esterilizada de hidroxido de sédio (NaOH) a 1N.
Os sedimentos celulares foram ressuspendidos em PBS, centrifugados a 3.000g durante 15
minutos a 4°C (Centrifuga Beckman, modelo GS-6, EUA) e ressuspendidos no meio QSS

sem a adicdo de antibiéticos (concentracéo final de 10" UFC/mL).
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4.6.3 Linhagem de C. albicans

C. albicans 3153a (ATCC 28367) foi cultivada em caldo infusdo de cérebro e
coracao (BHI) (Becton Dickinson, EUA) a 25°C durante 24h, atingindo a fase estacionaria de
crescimento. Os blastoconideos foram coletados, lavados com PBS e enumerados com o
auxilio de um hematocitbmetro (Hausser Scientific, Horsham, Pensilvania, EUA), pelo

método de exclusdo pelo azul de tripan (Sigma) (TOLNAI, 1975).

4.6.4 Modelo in vitro para candidiase vaginal e desenho do estudo de desafio

Para a realizacdo dos ensaios in vitro, dois dias antes da infeccdo das células
VK2/EBE7 por C. albicans 3153a, aproximadamente 8,0x10* células de VK2/EGE7 por pogo
foram transferidas para placas de 24 pocgos (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, EUA) e
cultivadas no meio QSS completo até obtencdo de 90% de confluéncia, verificado através
do microscépio invertido (Zeiss Axioskop, Alemanha).

No dia da infeccdo (T=0), em um dos pogos, o sobrenadante foi coletado e as
células VK2/EGE7 foram enumeradas. Dos demais pogos, foi retirado o meio de cultura e as
células foram lavadas com PBS e o meio QSS sem a adicao de antibiéticos foi adicionado.
Foram colocados 10ng/mL de TNF-a nos pocgos utilizados como controles positivos para a
producdo de citocinas. Para o modelo de infecgdo, 2,0x10* UFC/mL de C. albicans foram
adicionados em cada poco e incubados durante 6 horas a 37°C (T=6h). Apds este intervalo,
o sistema foi desafiado com: i) L. rhamnosus GR-1 (10’ UFC/mL); ii) SLC obtido a partir de
L. rhamnosus GR-1 [1:10 (v/v)]; iii) L. reuteri RC-14 (10" UFC/mL); iv) SLC obtido a partir de
L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]; v) L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (10’ UFC/mL cada); e
vi) SLC obtido a partir de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]. Apés o desafio,
o sistema foi incubado por um intervalo adicional de 6 horas (T=12h) e os sobrenadantes
foram coletados empregados para determinagdo das populagbes de células VK2/EGE7,
lactobacilos e C. albicans e posterior quantificagdo de citocinas. As placas foram incubadas
por mais 12h (T=24h) e os sobrenadantes foram utilizados para quantificacdo de células

VK2/EBE7, lactobacilos e C. albicans. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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4.6.5 Quantificacdo das populacbes de células VK2/EGE7, C. albicans e
lactobacilos

As populagdes de células VK2/EGE7 foram determinadas nos intervalos de tempo
T=0, 6h, 12h e 24h com o auxilio de um hematocitbmetro (Hausser Scientific, Horsham,
Pensilvania, EUA), utilizando-se o0 método de exclusao pelo azul de tripan (Sigma) (TOLNAI,
1975). As populagdes de C. albicans 3153a foram obtidas nos tempos T= 6h, 12h e 24h, por
meio da realizagao de diluigcbes seriadas das amostras em PBS esterilizado e semeadura de
100uL na superficie de placas contendo o meio Chromagar® Candida (Oxoid) e incubacao
por 48h a 37°C em aerobiose. As populagdes de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14
foram determinadas nos tempos T= 6h, 12h e 24h pela realizagao de diluicdes seriadas das
amostras em PBS esterilizado e semeadura de 100uL na superficie de placas contendo o
agar MRS adicionado de 200ug/mL de miconazol, seguido da incubacao durante 48h a 37°C

em atmosfera de anaerobiose.

4.6.6 Coleta do sobrenadante para quantificac&do de citocinas e quimiocinas

Nos intervalos de tempo correspondentes a T=0, 6h e 12h os sobrenadantes foram
aspirados, centrifugados a 12.000g durante cinco minutos e armazenados a -80°C. Foram
posteriormente avaliadas as concentragdes das citocinas IL-6, IL-8, IL-1a, IP-10, VEGF
(fator de crescimento endotelial vascular) e RANTES (célula T normal, expressa e
secretada, regulada sob ativacdo) através de testes comerciais de imunoensaios com
multiplos biomarcadores, de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante (Lincoplex,
Millipore Corp., EUA). Para a leitura foi empregado um sistema de leitura automatica (Bio-
Plex™ 200, Bio-Rad, Hercules, Canada), baseado na técnica de fluorescéncia Luminex®
xMAP™ (Luminex Corp., Austin, Texas, EUA). Os niveis das citocinas (determinados em
pg/mL) foram automaticamente calculados pela comparagdo com curvas analiticas e com o

auxilio do programa Bio-Plex Manager (versao 4.1.1, Bio-Rad, EUA).
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4.7 Analise estatistica

O teste de varidancia ANOVA de uma via (nivel de significancia estabelecido em
p<0,05) foi utilizado para comparagdes entre diferentes grupos de pacientes incluidas neste
trabalho, com relagéo a caracteristicas comportamentais e demograficas, bem como para as
taxas de prevaléncia de colonizacao vaginal pelas espécies de lactobacilos. O mesmo teste
estatistico foi utilizado para a comparacdo entre o numero de isolados de lactobacilos
vaginais produtores e nao produtores de H,O, nos trés grupos de pacientes avaliados.
Sempre que foram detectadas diferengas estatisticas, o teste Qui-quadrado foi utilizado e o
nivel de significancia foi estabelecido em p<0,25. Os trés grupos de pacientes foram
comparados entre si para populagdes de lactobacilos vaginais em trés intervalos distintos
com p<0,05 sendo considerado estatisticamente significante. As comparag¢des aos pares
entre os grupos foram realizadas com diferencas consideradas estatisticamente significantes
ao nivel de 0,017 para permitir a utilizagao do teste de Bonferroni no ajuste de comparacgotes
multiplas.

As comparagdes entre a distribuicdo no numero de diferentes espécies de
lactobacilos vaginais encontradas por paciente, bem como a taxa de producdo de H,O,
pelos isolados foram avaliadas pelo uso do teste de Kruskal-Wallis (nivel de significancia
estabelecido em p<0,05). Sempre que foram observadas diferencas significativas, o teste de
Wilcoxon para duas amostras foi empregado e o nivel de significancia estabelecido em
p<0,25.

A comparagao entre os resultados obtidos pela utilizagdo das técnicas de PCR-
ARDRA e PCR-DGGE na identificacdo das espécies de Lactobacillus sp., foi realizada com
a utilizacao do coeficiente de concordancia Kappa.

Para a comparacéao dos resultados clinico-laboratoriais obtidos entre os grupos de
pacientes com infecgdes vaginais tratados com medicamento tradicional e suplementados
com as culturas probidticas ou placebo, foram utilizados os testes de Qui-quadrado e o teste
exato de Fisher bi-caudal. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi

estabelecido em p<0,05.
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As andlises estatisticas acima citadas e a determinagdo do tamanho dos grupos
amostrais foram realizadas com o auxilio do programa SAS, versao 9.1 (SAS Institute Inc.,
EUA).

Os dados referentes as concentragdes de citocinas produzidas constitutivamente
pelas células VK2/EBGE7 e aquelas induzidas pela infecgdo com C. albicans 3153a, foram
avaliados descritivamente e pela comparacdo dos valores médios por meio de testes
estatisticos. Para confirmacao das tendéncias observadas, foi utilizado o teste T de Student
nao pareado, com nivel de significancia estabelecido em p<0,05. Para avaliar o efeito de L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 e seus respectivos SLC (sozinhos ou combinados)
sobre as populagbes de C. albicans, bem como comparar os niveis de citocinas produzidos
pelas células VK2/EGE7 (ou VK2/EGE7 infectadas com a levedura), o teste ANOVA de uma
via com nivel de significancia estabelecido em p<0,05 foi utilizado. Sempre que diferengas
significativas foram obtidas, o teste de Bonferroni foi utilizado e o nivel de significancia foi
estabelecido em p<0,05. Para estas analises, foi utilizado o programa Sigma Stat, versao

2.03 (Systat Software Inc., EUA).
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5.1 Caracteristicas demogréaficas e comportamentais dos trés grupos de
pacientes integrantes deste estudo

Durante o periodo de maio de 2005 a maio de 2007, 196 pacientes foram triadas
em quatro centros de saude da cidade de Ribeirdo Preto afiliados com a USP e integraram o
presente estudo. As principais caracteristicas demograficas e comportamentais dos trés
grupos de pacientes avaliadas, compreendendo 64 mulheres saudaveis, 68 mulheres
diagnosticadas com CVV e 64 mulheres diagnosticadas com VB, estdo descritas na Tabela

8.

Tabela 8 — Caracteristicas demograficas e comportamentais das pacientes que integraram o

presente estudo. Os resultados estdo expressos como numeros absolutos e porcentagens,

respectivamente
Saudaveis' CVV? vB® p
Idade média (intervalo) 31,248,4 (18 a47) 28,948,7 (16 a51) 30,2+10,8 (16 a 50) 0,367
Banho de assento com produtos quimicos 16 (25,0) 19 (27,9) 12 (18,8) 0,453
Menstruagéo regular 48 (75,0) 47 (69,1) 39 (60,9) 0,228
Uso de qualquer método contraceptivo 40 (62,5) 46 (67,6) 40 (62,5) 0,774
Uso de método contraceptivo hormonal 28 (43,8) 32 (47,1) 32 (50,0) 0,778

! grupo com 64 pacientes saudaveis; 2 grupo com 68 pacientes diagnosticadas com candidiase

vulvovaginal (CVV) e ° grupo com 64 pacientes diagnosticadas com vaginose bacteriana (VB).

Os resultados revelaram similaridades entre os cinco parametros avaliados nos

trés grupos de pacientes integrantes do presente estudo (p >0,05).
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5.2 Isolamento, enumeracédo e identificacdo de Lactobacillus spp. através da
técnica de PCR-ARDRA e comparacdo com os resultados obtidos com a técnica
independente de cultivo, PCR-DGGE

A partir dos trés grupos de pacientes avaliados, foram selecionados 426 isolados
em agar MRS (150, 157 e 119 correspondendo aqueles provenientes das pacientes
saudaveis, diagnosticadas com CVV e VB, respectivamente). A coloragdo pelo método de
Gram e a avaliacao por testes bioquimicos, permitiu caracterizar 262 isolados como bacilos
Gram-positivos, catalase e oxidase negativos. O numero total de isolados identificados como
Lactobacillus spp. pela técnica de PCR-ARDRA (MOREIRA et al., 2005) foi de 173, sendo
73 isolados obtidos a partir do grupo de mulheres saudaveis, 78 isolados do grupo de
pacientes com CVV e 22 isolados do grupo de pacientes com VB. Os resultados referentes
a enumeracao das populagdes de lactobacilos vaginais obtidos nos trés grupos de pacientes

integrantes deste estudo estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 — Populagdes de lactobacilos nas amostras vaginais colhidas de pacientes

saudaveis e diagnosticadas com infec¢des vaginais

< 3 4 6 > 7
Grupos de mulheres <10° (UFC/mL) 10" a 10° (UFC/mL) > 10" (UFC/mL) Total
No. pacientes % No. pacientes % No. pacientes % No. pacientes %
Saudaveis 13 20,3 8 12,5 43 67,2 64 100,0
Candidiase vulvovaginal 9 13,2 10 14,7 49 72,1 68 100,0
Vaginose bacteriana 27 42,2 19 29,7 18 28,1 64 100,0

De acordo com a analise estatistica, pelo método dependente de cultivo (PCR-
ARDRA), nos grupos de mulheres saudaveis e diagnosticadas com CVV as populagdes de
lactobacilos vaginais nao diferiram entre si (p=0,543), mas ambos os grupos apresentaram
populagdes mais elevadas do microrganismo quando comparados ao grupo de mulheres

diagnosticadas com VB (p < 0,001).
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De acordo com a técnica de PCR-ARDRA foram identificadas 13 espécies de
lactobacilos vaginais. As figuras 10 a 24 ilustram os diferentes perfis de restri¢cdo referentes a
digestao dos trés espagadores intergénicos [grande (G), médio (M) e pequeno (P)] da regiao
16S-23S obtidos pela técnica de PCR-ARDRA. L. reuteri e L. vaginalis apresentaram dois
perfis distintos de digestdo com o conjunto de enzimas de restricdo utilizado, que foram

designadas com as letras A e B (Figuras 18 e 19; 23 e 24, respectivamente).

Sphl Ncol Nhel Sspl Sful  EcoRV Dral Vspl Hincll  EcoRl  Hindlll  Avrll

Espacgadores

Mr (bp) o
— Grande

650 — — Médio
500 — — Pequeno
400 —
300 —

G - + - - + - - - - + + +

M - + - - - - - - - + + +

P - + - - - - - - - + + +

Figura 10. Perfil de restricdo da digestéo de trés espagadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
acidophilus, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado
através da técnica de PCR-ARDRA. A amplificacdo por PCR das regides espacadoras de RNAr foi
realizada, os amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam,
respectivamente, clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e
pequeno (P). O marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base

(pb).
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Figura 11. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacgadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
agilis, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através da
técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espacadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O

marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).

Sphl Ncol Nhel Sspl Sful  EcoRV  Dral Vspl Hincll  EcoRIl  Hindlll Avrll
Mr (bp) ' - - _ Espagadores
2 4% a 2 ﬁ' * ‘9’ N S8
850 — & v " ' =g — Grande
- % ; - — Médio
650 — - ﬂ [ — Pequeno
- D gy D gy O T WS |
400 — DN 4 }

300 —
sods R

G + + - + - - - + - - - -
M + + - + - - - + - - - -
P + + - + - - - + - - - -

Figura 12. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
coleohominis, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através
da técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espagadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de

peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 13. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacgadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
crispatus, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através
da técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espagadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O

marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 14. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
fermentum, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através da
técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espacadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos € negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de

peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 15. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
gasseri, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através
da técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espagadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restrigdo e os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O

marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 16. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
jensenii, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através
da técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espagadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O

marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 17. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacgadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
johnsonii, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através
da técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espagadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O
marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 18. Perfil de restricdo A da digestdo de trés espagadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
reuteri, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através da
técnica de PCR-ARDRA. A amplificacdo por PCR das regides espagadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de
peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 19. Perfil de restricdo B da digestdo de trés espacadores intergénicos 16S-23S de
Lactobacillus reuteri, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo,
identificado através da técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espagadoras de
RNAr foi realizada, os amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos
significam, respectivamente, clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio

(M) e pequeno (P). O marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de

base (pb).
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Figura 20. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
rhamnosus, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através da
técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espacadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos € negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de

peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 21. Perfil de restricdo da digestdo de trés espacadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
ruminus, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através
da técnica de PCR-ARDRA. A amplificacdo por PCR das regides espagadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O

marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 22. Perfil de restricdo da digestao de trés espacadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
salivarius, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através
da técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regibes espacadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restrigdo e os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O
marcador de peso molecular (Mr) estd mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 23. Perfil de restricdo A da digestao de trés espacadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
vaginalis, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através da
técnica de PCR-ARDRA. A amplificagdo por PCR das regides espacadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de

peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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Figura 24. Perfil de restricdo B da digestdo de trés espagadores intergénicos 16S-23S de Lactobacillus
vaginalis, obtido de amostra vaginal de paciente integrante do presente estudo, identificado através da
técnica de PCR-ARDRA. A amplificacdo por PCR das regides espagadoras de RNAr foi realizada, os
amplicons foram clivados com 12 enzimas de restricdo e os fragmentos foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 100V durante 50 minutos. Os sinais positivos e negativos significam, respectivamente,
clivagem positiva ou negativa para os amplicons de PCR grande (G), médio (M) e pequeno (P). O marcador de

peso molecular (Mr) esta mostrado a esquerda e expresso em pares de base (pb).
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De acordo com os resultados obtidos com a técnica de PCR-ARDRA, 87,5%,
88,2% e 32,8% das mulheres saudaveis, diagnosticadas com CVV e VB (respectivamente)
mostraram-se colonizadas por pelo menos uma espécie de Lactobacillus vaginal (maximo

de trés espécies de lactobacilo por mulher) (Figura 25).

2,9%

W sem colonizagao H 1 especie W 2 especies W 3 especies

Figura 25. Prevaléncia de pacientes saudaveis (A), diagnosticadas com candidiase
vulvovaginal (B) e vaginose bacteriana (C), ndo colonizadas, colonizadas por uma, duas ou

trés espécies de lactobacilos vaginais, determinada através da técnica de PCR-ARDRA.

Com os resultados da técnica independente de cultivo (PCR-DGGE), foi possivel
dectectar amostras positivas para Lactobacillus em 98,4%, 94,1% e 57,8% das amostras de
exsudatos vaginais de mulheres saudaveis, diagnosticadas com CVV e VB,

respectivamente, com o maximo de duas espécies por paciente (Figura 26).



RESULTADOS 83

E sem colonizacdo B 1 espécie W 2 espécies

Figura 26. Prevaléncia de pacientes saudaveis (A), diagnosticadas com candidiase
vulvovaginal (B) e vaginose bacteriana (C), ndo colonizadas, colonizadas por uma ou duas

espécies de lactobacilos vaginais, determinada através da técnica de PCR-DGGE.

Nao foram observadas diferencas estatisticas na taxa de colonizagdo por
lactobacilos vaginais entre os grupos de mulheres saudaveis e diagnosticadas com CVV
(p>0,05) por nenhum dos métodos (PCR-ARDRA e PCR-DGGE), enquanto que ambas
foram estatisticamente diferentes quando comparadas aquela obtida para o grupo de
pacientes com VB (p<0,001).

De acordo com a técnica de PCR-ARDRA, 62,5% das mulheres saudaveis
apresentaram amostras vaginais com uma uUnica espécie de Lactobacillus (Figura 25),
semelhante (64,7%) aquela determinada pelo método de PCR-DGGE (Figura 26). No grupo
de mulheres diagnosticadas com CVV, 64,7% estavam colonizadas por apenas uma
espécie de Lactobacillus de acordo com a técnica de PCR-ARDRA (Figura 25), comparado
a 76,5% obtido através da metodologia de PCR-DGGE (Figura 26). No entanto, no grupo de
pacientes com VB, apenas 31,3% das amostras foram positivas para uma espécie de
Lactobacillus de acordo com o método de PCR-ARDRA (Figura 25), comparado a 53,1%

obtido através da técnica independente de cultivo - PCR-DGGE (Figura 26).
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A prevaléncia global (expressa em porcentagem) dos isolados de lactobacilos
vaginais identificados pela técnica de PCR-ARDRA, obtidos nos grupos de pacientes
saudaveis e diagnosticadas com CVV e VB esta mostrada na Figura 27. O isolado mais
prevalente no grupo de mulheres saudaveis foi L. crispatus (37,0%), seguido por L.
johnsonii (16,4%) e L. jensenii (11,0%). No grupo de pacientes diagnosticadas com CVV, L.
crispatus foi o microrganismo mais frequentemente isolado (35,9%), seguido por L. jensenii
(21,8%) e L. gasseri (19,2%). Nos individuos com VB, no entanto, L. gasseri (36,4%) foi o
isolado mais prevalente, seguido por L. crispatus (18,2%) e L. jensenii (13,7%).

De acordo com o método de PCR-DGGE também foram detectadas 13 espécies
de lactobacilos nas amostras vaginais analisadas, sendo L. iners o microrganismo mais
prevalente nos trés grupos de pacientes integrantes do estudo: 48,7% das pacientes

saudaveis, 44,7% das pacientes com CVV e 65,0% das pacientes com VB (Figura 27).
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Figura 27. Prevaléncia de lactobacilos vaginais obtidos a partir de trés grupos de pacientes:
64 mulheres saudéaveis (A), 68 mulheres diagnosticadas com candidiase vulvovaginal (B) e
64 mulheres diagnosticadas com vaginose bacteriana (C), de acordo com os resultados
obtidos através das técnicas de PCR-ARDRA e PCR-DGGE.
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Os resultados obtidos com a técnica de PCR-ARDRA revelaram que dentre as
pacientes saudaveis colonizadas simultaneamente por duas espécies de lactobacilos, as
combinagbes mais prevalentes foram L. acidophilus e L. crispatus (trés mulheres), L.
crispatus e L. johnsonii, L. johnsonii e L. vaginalis, além de L. agilis e L. johnsonii (duas
mulheres cada). Apenas uma das mulheres saudaveis estava colonizada por trés espécies
de lactobacilos (L. crispatus, L. vaginalis e L. jensenii). No grupo de pacientes
diagnosticadas com CVV, L. crispatus e L. jensenii foram detectados em cinco amostras
vaginais, enquanto que L. fermentum e L. gasseri foram identificados a partir de duas
pacientes. Uma paciente com CVV estava colonizada por L. gasseri, L. jensenii e L.
crispatus enquanto uma outra exibiu amostra vaginal positiva para L. gasseri, L. jensenii e
L. johnsonii. No grupo de pacientes diagnosticadas com VB, foi determinada a presenca
simultédnea de L. gasseri e L. johnsonii em apenas uma paciente, enquanto que as demais
pacientes deste grupo colonizadas por lactobacilos, exibiram amostras positivas para
apenas uma espécie do microrganismo.

A técnica de PCR-DGGE também permitiu evidenciar pacientes saudaveis
colonizadas simultaneamente por duas espécies de lactobacilos, sendo as combinagdes
mais frequientes de L. crispatus e L. iners (sete pacientes), L. acidophilus e L. iners, além de
L. jensenii e L. iners (duas pacientes cada). No grupo de pacientes com CVV, L. crispatus e
L. iners também foi a combinagdo mais prevalente (sete pacientes), seguida por L. iners e L.
plantarum (duas pacientes). No grupo de pacientes com VB, L. jensenii e L. iners, L.
plantarum e L. reuteri, além de L. crispatus e L. iners foram as combinacdes entre espécies
de lactobacilos mais frequientes (uma paciente cada).

As figuras 28, 29 e 30 ilustram resultados de géis de DGGE obtidos a partir de

amostras vaginais de pacientes saudaveis, diagnosticadas com CVV e VB, respectivamente.
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CP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 28. Fotografia de gel obtido em testes de DGGE, exibindo as bandas de DNA do
controle positivo (CP) L. iners 13385 e obtidas a partir de pacientes saudaveis (numeradas
de 1 a 16).

CP 133 135 137 139 141 143 145 147 149 151 153 155 157 159 161 163

Figura 29. Fotografia de gel obtido em testes de DGGE, exibindo as bandas de DNA do
controle positivo (CP) L. iners 13385 e obtidas a partir de pacientes diagnosticadas com

candidiase vulvovaginal (numeradas de 133 a 163).
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CP 297 299 301 303 305 307 309 311 313 315 317 319 321 323 325 327

Figura 30. Fotografia de gel obtido em testes de DGGE, exibindo as bandas de DNA do
controle positivo (CP) L. iners 13385 e obtidas a partir de pacientes diagnosticadas com

vaginose bacteriana (numeradas de 297 a 327).

Pela utilizacdo de PCR-ARDRA nao foi possivel detectar L. brevis, L. iners, L.
plantarum e L. sakei, enquanto que PCR-DGGE nao permitiu a deteccao de L. agilis, L.
coleohominis, L. ruminus e L. salivarius nas amostras avaliadas.

A taxa de concordancia entre os resultados obtidos com as técnicas de PCR-
ARDRA e PCR-DGGE para a identificacdo de lactobacilos vaginais nos trés grupos de
pacientes, revelou um grau de concordancia entre moderado e bom para L. crispatus
(Coeficiente de Kappa=0,531), contudo, para todas as demais espécies de lactobacilos

avaliadas, pequena ou nenhuma concordancia foi verificada.
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5.3 Producéo de H,0O; pelos isolados de lactobacilos

O numero absoluto e a prevaléncia geral (expressa em porcentagem) dos
lactobacilos vaginais que nao produziram H,O, nos grupos de mulheres saudaveis,
diagnosticadas com CVV e VB foram, respectivamente, um (1,4%) (Tabela 10), dois (2,6%)
(Tabela 11) e sete (31,8%) (Tabela 12) (p<0,05). Os isolados correspondentes a L. crispatus
e L. johnsonii produziram, comparativamente, as maiores taxas médias de H,O, frente
aqueles obtidos a partir do grupo de pacientes com VB (p<0,05), no qual somente dois
isolados (L. jensenii e L. johnsonii) foram capazes de produzir altas concentragdes de H,O,

(entre 30 e 100 mg/L).
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Tabela 10 — Resultados semi-quantitativos da produgéo de peréxido de hidrogénio (H,O.) por
diferentes espécies de lactobacilos vaginais obtidos a partir de 64 mulheres saudaveis, que
foram triadas em centros de saude da cidade de Ribeirdo Preto afiliados com a Universidade de

Sao Paulo, no periodo de maio a setembro de 2005

No. de isolados produtores de H,O, (mg/L)
Espécies de lactobacilos

(No. de isolados testados) Negativo 13 3-10 10-30 30-100

. agilis (4)

. coleohominis (1)
. crispatus (27)

. fermentum (1)

oo =

. gasseri (7)

. jensenii (8)

. johnsonii (12)
. reuteri (0)

. rhamnosus (0)
. ruminus (1)
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. salivarius (1)

Tabela 11 — Resultados semi-quantitativos da produgao de perdxido de hidrogénio (H.O,) por
diferentes espécies de lactobacilos vaginais obtidos a partir de 68 mulheres diagnosticadas com
candidiase vulvovaginal, que foram triadas em centros de saude da cidade de Ribeirdo Preto

afiliados com a Universidade de Sao Paulo, no periodo de setembro de 2006 a maio de 2007

. . No. de isolados produtores de H,O, (mg/L)
Espécies de lactobacilos

(No. de isolados testados) )
Negativo 1-3 3-10 10-30 30-100

. acidophilus (1)

. agilis (0)

. coleohominis (1)
. crispatus (28)

. fermentum (3)

A O N O O =~

. gasseri (15)

. jensenii (17)

. Johnsonii (6)

. reuteri (1)

. rhamnosus (1)
. ruminus (0)

. salivarius (0)

. vaginalis (5)
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Tabela 12 — Resultados semi-quantitativos da producgédo de perdxido de hidrogénio (H,0,)
por diferentes espécies de lactobacilos vaginais obtidos a partir de 64 mulheres
diagnosticadas com vaginose bacteriana, que foram triadas em centros de saude da cidade de
Ribeirdo Preto afiliados com a Universidade de Sao Paulo, no periodo de setembro de 2006 a

maio de 2007

. . No. de isolados produtores de H,O, (mg/L)
Espécies de lactobacilos

(No. de isolados testados)

Negativo 1-3 3-10 10-30 30-100
L. acidophilus (0) 0 0 0 0 0
L. agilis (0) 0 0 0 0 0
L. coleohominis (0) 0 0 0 0 0
L. crispatus (4) 1 3 0 0 0
L. fermentum (1) 0 1 0 0 0
L. gasseri (8) 3 1 3 1 0
L. jensenii (3) 1 0 0 1 1
L. johnsonii (2) 0 0 1 0 1
L. reuteri (2) 1 1 0 0 0
L. rhamnosus (1) 1 0 0 0 0
L. ruminus (0) 0 0 0 0 0
L. salivarius (1) 0 1 0 0 0
L. vaginalis (0) 0 0 0 0 0
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5.4 Isolamento e identificac&o de leveduras do género Candida

A taxa de colonizagao no grupo de mulheres saudaveis por leveduras do género
Candida foi de 26,6% (17/64). Neste grupo, quatro pacientes exibiram amostras vaginais
com a presencga simultdnea de C. tropicalis e C. ndo-albicans.

No grupo de pacientes diagnosticadas com CVV, 80,9% (55/64) das pacientes
apresentaram leveduras do género Candida quando avaliadas pelo método de cultura.
Neste grupo foi obtido um total de 56 isolados do microrganismo, sendo que apenas uma
paciente estava simultaneamente colonizada por duas espécies (C. albicans e C. krusei).

A figura 31 mostra os aspectos macroscépicos tipicos dos isolados pertencentes
ao género Candida, obtidos apds a semeadura e incubagao do material vaginal em meio

Chromagar® Candida (Probac — Sdo Paulo) (incubados a 37°C por 48h).

Figura 31. Diferentes aspectos macroscopicos de colénias de leveduras pertencentes ao
género Candida, obtidas a partir de amostras vaginais de pacientes saudaveis e com
candidiase vulvovaginal, apdés semeadura em superficie em meio de cultura seletivo e
diferencial [Chromagar® Candida (Probac — Sao Paulo)] e incubagao por 48 horas a 37°C:

verdes (A), brancas (B), rosas (C) e roxas (D) (Autoria: Rafael Chacon Ruiz Martinez).
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Nas figuras 32 e 33, respectivamente, estd mostrada a distribuicdo das espécies
de Candida nos grupos de mulheres saudaveis e diagnosticadas com CVV, identificadas
através de testes bioquimicos (KURTZMAN; FELL, 1998), a partir dos isolados obtidos no

meio Chromagar® Candida.

19,0% ﬁ r 524%

b 28,6%

[ ]C. ndo-albicans B C. tropicalis B C. albicans

Figura 32. Distribuicdo de leveduras do género Candida, isoladas do grupo de 64 pacientes
saudaveis, identificadas presuntivamente no meio Chromagar® Candida e confirmadas com

provas bioquimicas, de acordo com Kurtzman e Fell (1998).

3,6% L%

3,5%41 1 1/

b 89,2%

BC. albicans C. giabrata []C. parapsiiosis [C. fropicalis []C. krusei

Figura 33. Distribuicdo de leveduras do género Candida, isoladas do grupo de 68 pacientes
diagnosticadas com candidiase vulvovaginal, identificadas presuntivamente no meio
Chromagar® Candida e confirmadas com provas bioquimicas de acordo com Kurtzman e Fell

(1998).
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Todos os isolados de leveduras que apresentaram colbnias verdes nas placas de
Chromagar® Candida foram confirmados bioquimicamente como C. albicans.

No grupo de mulheres saudaveis, todos os seis isolados de coloragao roxa no meio
Chromagar® Candida foram identificados como C. tropicalis através de testes bioquimicos,
enquanto que no grupo de pacientes diagnosticadas com CVV, dentre os quatro isolados
que também apresentaram coloracdo roxa, dois (50,0%) foram identificados como C.
glabrata, um (25,0%) como C. tropicalis e um (25,0%) como C. parapsilosis.

Um Unico isolado de coloragado rosa no meio Chromagar® Candida, obtido a partir
de uma paciente com CVV, foi identificado por provas bioquimicas como C. krusei.

Dentre os isolados de leveduras obtidos no grupo de pacientes saudaveis, quatro
eram brancos no meio Chromagar Candida® e todos foram identificados como C. n&o-
albicans. A partir do grupo de pacientes diagnosticadas com CVV, o Unico isolado de cor
branca no Chromagar® Candida foi identificado como C. parapsilosis, compativel com

resultado de identificagao fornecido pelo fabricante do meio cromogénico.
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5.5 Avaliacdo da eficacia da utilizacdo de microrganismos probiéticos L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 e medicamento antimicrobiano nas pacientes

diagnosticadas com CVV

Sessenta e oito mulheres foram diagnosticadas com CVV pela presenca de
sintomatologia tipica da infecgdo (corrimento vaginal esbranquicado, aliado a queimacgao
e/ou prurido vaginal, dispareunia e disuria) e detecgdo de Candida sp. por meio de solu¢ao
de KOH a 10% (p/v) e/ou coloragéo pelo método de Gram e/ou cultura. Entretanto, somente
55 pacientes foram consideradas para anadlises estatisticas, pois 13 tiveram amostras
negativas para Candida sp. por método de cultivo, considerado como o padrao ouro para o
diagnéstico de CVV (CHATWANI et al., 2007).

Aleatoriamente, um grupo de 29 mulheres foi tratado com dose unica de fluconazol
(150mg) e suplementagao diaria com capsulas de probidtico e, um segundo grupo de 26
pacientes recebeu como tratamento fluconazol e placebo. Todas as pacientes relataram
adesdo ao tratamento. Os resultados das caracteristicas demograficas e comportamentais,
bem como os sinais, sintomas e achados microbiolégicos das pacientes dos dois grupos
estdo reunidos na Tabela 13. C. albicans representou 93,3% de todos os isolados no grupo

do probidtico e 84,6% no grupo placebo.
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Tabela 13 — Caracteristicas demograficas e comportamentais, sinais e resultados das
determinagbes laboratoriais das pacientes diagnosticadas com candidiase vulvovaginal
(CVV), obtidas durante primeira consulta com o médico ginecologista, que foram triadas em
centros de saude da cidade de Ribeirdo Preto afiliados com a Universidade de S&o Paulo,
no periodo de setembro de 2006 a maio de 2007. Os resultados estao expressos como

numeros absolutos e porcentagens, respectivamente

_ Grupo fluconazol e Grupo fluconazol e
Observacgao

probidtico’ (n=29)  placebo? (n=26)

Idade média (intervalo) 291+75(16a46) 26,9+7,8(16a42)

Uso de métodos contraceptivos 17 (58,6) 18 (69,2)
Uso de métodos hormonais contraceptivos 12 (41,4) 14 (53,8)
Menstruagao regular 19 (65,5) 20 (76,9)
CVV recorrente (auto-informado) 11 (37,9) 5(19,2)
Corrimento vaginal associado a pelo menos um dos

seguintes sintomas: sensacao de prurido, ardor vaginal, 29 (100,0) 26 (100,0)
dispareunia e/ou disuria

Teste de “Whiff” positivo 1(3,4) 1(3,8)
Escore de Nugent indicativo de vaginose bacteriana 0(0,0) 0(0,0)
pH vaginal inferior a 4,5 27 (93,1) 25 (96,2)
Presencga de Candida (método de cultura) 29 (100,0)* 26 (100,0)**
Presenca de Candida (preparagdes de KOH 10%) 28 (96,6) 23 (88,5)
Presenca de Candida (esfregacgos vaginais corados pelo 25 (86.2) 21 (80.8)

método de Gram)

! grupo com 29 mulheres randomizadas para serem tratadas com dose unica de fluconazol (150mg) e
duas capsulas do probiético oral (L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14) para uso diario, no periodo
da manha, durante quatro semanas. 2 grupo com 26 mulheres randomizadas para serem tratadas
com dose unica de fluconazol (150mg) e duas capsulas do placebo oral para uso diario, no periodo
da manha, durante quatro semanas. *C. ndo-albicans foi detectada em 6,7% das amostras: C.
glabrata (um isolado) e C. krusei (um isolado). **C. n&o-albicans foi detectada em 15,4% das

amostras: C. glabrata (um isolado), C. parapsilosis (dois isolados) e C. tropicalis (um isolado).
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No dia 28, ao término do tratamento, a comparacdo entre o grupo tratado com
fluconazol e probiético e o grupo tratado com fluconazol e placebo revelou que mais
pacientes (89,7%) tratadas com fluconazol e probiético exibiram cura da CVV, considerada
como auséncia de corrimento vaginal, prurido, queimacdo, dispareunia e/ou disuria e

amostras vaginais negativas para Candida pelo método de cultura (p<0,05) (Tabela 14).

Tabela 14 — Determinagdes obtidas apds quatro semanas de tratamento, comparando-se
pacientes com candidiase vulvovaginal tratadas com dose Unica de fluconazol (150mg) e
suplementadas com probiotico oral ou capsulas de placebo, utilizadas diariamente durante
quatro semanas. Os resultados estdo expressos como numeros absolutos e porcentagens,

respectivamente

Fluconazol e Fluconazol e

Resultado p*
probiotico (n=29) placebo (n=26)

Corrimento vaginal associado a pelo um dos seguintes

sintomas (sensacdo de prurido e ardor vaginal, 3(10,3) 9 (34,6) 0,030
dispareunia e/ou disuria)

Presenca de Candida através do método de cultura 3 (10,3) 10 (38,5) 0,014
Teste de “Whiff” positivo 1(3,4) 2(7,7) 0,598 ¢
pH vaginal > 4,5 2(6,9) 1(3,8) > 0,999 o
Escore de Nugent indicativo de VB 0 (0,0) 2(7,7) 0,219 ¢

* Para a andlise das proporgdes, o teste de Qui-quadrado foi utilizado, exceto onde ¢ foi assinalado.

Nestes casos, o teste exato de Fisher bi-cauldal foi empregado.
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Ao final do tratamento, também foi realizada uma analise estatistica somente com
as pacientes que apresentaram auto-relato de episddios recorrentes de CVV. Neste caso,
mais mulheres no grupo placebo eram positivas, pelo método de cultura, para leveduras do
género Candida do que as do grupo probiotico (80,0% e 18,2%, respectivamente) (p<0,05)
(Tabela 15). Contudo nao houve diferenga estatistica na taxa de cura clinica (remissao dos

sintomas) quando ambos os grupos foram confrontados (p>0,05) (Tabela 15).

Tabela 15 — Determinagdes obtidas apds quatro semanas de tratamento, comparando-se
pacientes com candidiase vulvovaginal recorrente (auto-relatado) tratadas com dose Unica
de fluconazol (150mg) e suplementadas com probidtico oral ou capsulas de placebo
diariamente, no periodo da manha, durante quatro semanas. Os resultados estdo

expressos como numeros absolutos e porcentagens, respectivamente

Fluconazol e Fluconazol e

Resultado p*
probidtico (n=11) placebo (n=5)

Corrimento vaginal associado com pelo um dos seguintes

sintomas (sensacao de prurido e ardor vaginal, dispareunia 2 (18,2) 2 (40,0) 0,547
e/ou disuria)

Presenga de Candida através do método de cultura 2(18,2) 4 (80,0) 0,036
Teste de “Whiff” positivo 0 (0,0) 1 (20,0) 0,313
pH vaginal > 4,5 1(9,1) 0(0,0) > 0,999
Escore de Nugent indicativo de VB 0 (0,0) 1(20,0) 0,313

* Para a analise das proporgoes, o teste exato de Fisher bi-caudal foi utilizado.
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Dentre as seis pacientes diagnosticas com CVV causada por C. ndo-albicans, as
taxas de cura nao diferiram entre os grupos avaliados [1/2 (50,0%) e 2/4 (50,0%) para os

grupos probidtico e placebo, respectivamente] (p>0,05).

Das pacientes que receberam fluconazol e probidtico, duas (6,9%) relataram o
aumento do apetite, uma (3,4%) episodio de dor de cabega persistente e uma outra (3,4%)
ocorréncia de fezes liquidas. No entanto, ndo é possivel assegurar que tais sintomas

estejam relacionados ao tratamento com as BAL probidticas.
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5.6 Avaliacdo da eficacia da utilizacdo de microrganismos probiéticos L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 e medicamento antimicrobiano nas pacientes

diagnosticadas com VB

As mulheres diagnosticadas com VB participantes deste estudo relataram alta
adesdo ao tratamento. As caracteristicas demograficas e comportamentais, bem como os
sinais e sintomas da infeccdo por VB e os resultados das determinagdes laboratoriais
obtidos para as 64 mulheres integrantes do estudo estdo mostradas na Tabela 16. As
pacientes que auto-relataram apresentar VB recorrente, estavam distribuidas ao acaso de
maneira homogénea nos dois grupos: oito (25,0%) e sete (21,9%) no grupo probidtico e

placebo, respectivamente.
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Tabela 16 — Caracteristicas demograficas e comportamentais,

sintomas, sinais e

determinacgbes laboratoriais das pacientes diagnosticadas com vaginose bacteriana (VB),

obtidas durante primeira consulta com o médico ginecologista, que foram triadas em centros

de saude da cidade de Ribeirdo Preto afiliados com a Universidade de Sao Paulo, no

periodo de setembro de 2006 a maio de 2007. Os resultados estdo expressos como

numeros absolutos e porcentagens, respectivamente

Observacao

Tinidazol e probiético’ Tinidazol e placebo?

(n=32)

(n=32)

Idade média (intervalo)

Uso de métodos contraceptivos

Menstruagao regular

VB recorrente (auto-reportado)

Teste de Amsel positivo

pH vaginal > 4,5

Corrimento vaginal branco e/ou homogéneo e/ou aquoso
Teste de “Whiff” positivo

Odor vaginal fétido (auto-reportado)

Escore de Nugent indicativo de BV

30,0 + 10,9 (16 a 51)
21 (65,6)
19 (59,4)
8 (25,0)
32 (100,0)
31(96,9)
32 (100,0)
32 (100,0)
30 (93,8)

31 (96,9)

30,3 + 10,7 (16 a 50)
19 (59,4)
20 (58,8)
7 (21,9)
32 (100,0)
29 (90,6)
32 (100,0)
31 (96,9)
28 (87,5)

32 (100,0)

! grupo com 32 mulheres randomizadas para serem tratadas com dose Unica de tinidazol (2g) e duas

capsulas de probiético (L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14) oral para uso diario, no periodo da manha,

durante quatro semanas. 2 grupo com 32 mulheres randomizadas para serem tratadas com dose Unica de

tinidazol (2g) e duas capsulas do placebo oral para uso diario, no periodo da manha, durante quatro

semanas.
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Na figura 34 estdo apresentados os resultados obtidos apds as quatro semanas de
tratamento, revelando que de acordo com o escore de Nugent, um numero maior de
pacientes (75,0%) que receberam tinidazol e probidtico apresentou esfregagos vaginais
normais quando comparado aquelas que receberam tinidazol e placebo (34,4%) (p=0,011).
Além disso, na figura 34 também pode ser verificado que mais pacientes no grupo placebo
(46,9%) exibiram microbiota vaginal indicativa de vaginose bacteriana quando comparadas

aquelas alocadas no grupo probiético (12,5%) (p=0,003).

100+

M Probidtico
O Placebo

Prevaléncia (%)

Normal Intermediario VB

Escore de Nugent

Figura 34. Prevaléncia de mulheres com microbiota vaginal normal, intermediaria ou
indicativa de vaginose bacteriana, avaliadas de acordo com o escore de Nugent apds quatro
semanas de tratamento com dose Unica de tinidazol (2g) e suplementagcdo com duas
capsulas diarias de probidtico (L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14) ou placebo, durante

quatro semanas, sendo que cada grupo compreendia 32 pacientes.
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De acordo com a Tabela 17, pode ser verificado que ao final do periodo de
tratamento, mais pacientes no grupo probiético apresentaram teste de Amsel negativo em
comparacgao ao grupo placebo (p=0,001). Assim, a taxa de cura obtida no grupo tratado com
tinidazol mais probiético, foi de 87,5% versus 50,0%, obtido no grupo tratado com tinidazol

mais placebo (p<0,05).

Tabela 17 — Determinagdes obtidas apds quatro semanas de tratamento, comparando-se
pacientes com vaginose bacteriana tratadas com dose uUnica de tinidazol (2g) e
suplementadas com probidtico oral (L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14) ou capsulas de
placebo, utilizadas no periodo da manh3a, diariamente durante quatro semanas. Os

resultados estdo expressos como numeros absolutos e porcentagens, respectivamente

Tinidazol e Tinidazol e
Resultado p*
probiotico (n=32) placebo (n=32)

Teste de Amsel positivo 4 (12,5) 16 (50,0) 0,001
pH vaginal > 4,5 9(28,1) 17 (53,1) 0,042
Corrimento vaginal branco e/ou homogéneo e/ou aquoso 6 (18,8) 18 (56,3) 0,002
Teste de “Whiff” positivo 6 (18,8) 18 (56,3) 0,002
Odor vaginal fétido (auto-reportado) 3(9,4) 9 (28,1) 0,055

* O teste de Qui-quadrado foi utilizado exceto quando invalido (contagens inferiores a cinco), nestes
casos o teste exato de Fisher bi-caudal foi empregado.

Também foi observado que quatro pacientes no grupo placebo (12,5%) e uma no
grupo probidtico (3,1%) desenvolveram CVV pés-tratamento, embora ndo tenha sido

observada diferenga estatistica entre ambos (p=0,474).
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Dentre as pacientes que auto-afirmaram sofrer de VB recorrente e utilizaram o
probidtico, 25,0% apresentaram teste de Amsel positivo apds tratamento, comparado com
42,9% no grupo placebo, embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre
ambos (p>0,05). O mesmo foi obtido em relagédo ao teste de Nugent, segundo o qual 75,0%
das pacientes no grupo probidtico exibiram microbiota vaginal “normal“ versus 42,9% no

grupo placebo (p=0,315).

Apenas uma paciente (3,1%) do grupo que recebeu tinidazol e probidtico referiu um
episodio de dor de cabeca persistente, ndo sendo possivel afirmar se este sintoma estava
relacionado ao tratamento, nem mesmo diferenciar o possivel efeito do tinidazol e do

probidtico.
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5.7 Pesquisa de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14

Ao final do tratamento, a determinacédo da presenca ou auséncia de L. rhamnosus
GR-1 e/ou L. reuteri RC-14 nas amostras vaginais obtidas de pacientes que receberam
suplementacdo com cépsulas do probidtico, revelou que 44,8% (13/29) das mulheres com
CVV exibiram amostras positivas para o(s) microrganismo(s), enquanto que no grupo de
pacientes com VB apenas 12,5% (4/32) apresentaram as BAL probi6ticas em sua microbiota

vaginal.

A Figura 35 mostra uma fotografia de gel de agarose a 1,5% (p/v) obtido para
determinar a presenca ou auséncia de L. rhamnosus GR-1 e/ou L. reuteri RC-14 nas
amostras vaginais de pacientes diagnosticadas com CVV, apds tratamento com fluconazol e

as BAL probidticas.
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Figura 35. Fotografia de gel de agarose a 1,5% (p/v) exibindo as bandas de DNA dos
controles positivos (CP) L. rhamnosus GR-1 (CP1) e L. reuteri RC-14 (CP2) e aquelas
obtidas a partir de pacientes diagnosticadas com candidiase vulvovaginal (numeradas de 70
a 172) apos tratamento com dose uUnica de fluconazol (150mg) e suplementacdo com
probiotico oral, utilizado no periodo da manha, diariamente durante quatro semanas. O

marcador de peso molecular (Mr) esta mostrado a direita e expresso em pares de base (pb).
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5.8 Resultados dos experimentos in vitro para avaliacdo do efeito de L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 na modulacao de infec¢do vaginal por C. albicans

Neste estudo, no tempo T=0, as células VK2/EBGE7 produziram altas concentracdes
de IL-8 (57,17 pg/mL), IL-1a (28,44 pg/mL) e VEGF (113,36 pg/mL), quando comparadas as
concentracdes determinadas para IL-6, IP-10 e RANTES (4,45 pg/mL, 12,43 pg/mL e 16,20
pg/mL, respectivamente).

Apos seis horas de incubagao a 37°C e 5,0% de CO,, grandes quantidades de IL-
1a (107,39 pg/mL) e VEGF (52,71 pg/mL) e pequenas concentragdes de IL-8 (15,33 pg/mL),
RANTES (6,60 pg/mL), IP-10 (4,64 pg/mL) e IL-6 (4,54 pg/mL) foram determinadas nos
sobrenadantes obtidos a partir das células VK2/EGE7 (Figura 36a). Comparativamente, apds
seis horas de co-incubacdo com TNF-a, a produgdo de IL-6 foi aumentada (duas vezes),
bem como a de IL-8 (5,5 vezes) e de IP-10 (duas vezes) pelas células VK2/EGE7 (p<0,05),
quando comparado aquela obtida com as células VK2/EGE7 cultivadas isoladamente.
Contudo, nao foi observada diferenga estatistica na produgao de IL-1a, RANTES e VEGF

pelas células VK2/EGE7 na presenca de TNF-a, determinada em T=6h (Figura 36a).
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Figura 36. Producgéo de IL-6, IL-8, IL-1a, IP-10, RANTES e VEGF (expressa em pg/mL) por células
epiteliais vaginais VK2/EGE7 cultivadas isoladamente (8,Ox104 células/pogo testado), crescida com
10ng/mL de TNF-a e infectadas com C. albicans 3153a (2,0x104 UFC/mL). Os resultados foram
obtidos apds 6h (A) e 12h (B) de incubacao a 37°C. TNF-a foi utilizado como controle positivo e os
asteriscos indicam as condigbes nas quais as concentragdes de citocinas foram significativamente
diferentes (p<0,05) quando comparadas aquelas obtidas com VK2/EGE7 cultivadas isoladamente.

S&o0 mostrados resultados médios de experimentos realizados em duplicata.



RESULTADOS 108

No tempo T=12h, TNF-a estimulou um aumento na produgcao de todas as citocinas
pelas células VK2/EBE7; mas apenas para IL-8 e IP-10 foi observada diferenga estatistica
quando comparado as concentragdes obtidas no cultivo da linhagem celular isoladamente
(p<0,05) (Figura 36b).

Apds seis horas de incubagdo a 37°C, a populagdo de células VK2/EGE7
permaneceu estavel (aproximadamente 8,0x10* células/pogo). No intervalo de T=12h, as
populacdes da linhagem celular diminuiram (cerca de 1,0x10* células/mL) nos pocos
contendo C. albicans, demonstrando que a levedura foi capaz de afetar a viabilidade celular
das células epiteliais vaginais. C. albicans estimulou um forte aumento na secregéo de IL-1a
pelas células VK2/EBGE7, observado em T=6h (trés vezes; p<0,05; Figura 36a) e T=12h (31
vezes; p<0,05; Figura 36b). A secrecdo de IL-8 pelas células VK2/EGE7 foi aumentada pela
infeccado por C. albicans somente apds 12h de co-cocultivo (Figura 36b). A levedura nao
afetou as concentragdes de IL-6, IP-10, RANTES e VEGF secretadas pelas células
epiteliais, determinadas em T=6h (Figura 36a) e T = 12h (Figura 36b).

Quando as células VK2/EGE7 infectadas com C. albicans foram desafiadas com
cultura ou SLC de L. reuteri RC-14 ou L. rhamnosus GR-1 (individualmente ou combinados),
os resultados determinados no intervalo de tempo T=12h indicaram que apenas SLC de L.
reuteri RC-14 (sozinho e em combinagcao com SLC de L. rhamnosus GR-1) induziram um
aumento na producdo de IL-8 pelas células epiteliais vaginais (p<0,05; Figura 37). Além
disso, as células VK2/EBE7 infectadas com C. albicans produziram niveis mais elevados de
IP-10 quando desafiadas com SLC de L. rhamnosus GR-1 (sozinho e em combinagdo com
SLC de L. reuteri RC-14) (p<0,05; Figura 37). Nenhuma outra condicdo testada afetou a

producao de IL-6, IL-1a, RANTES e VEGF (p>0,05; Figura 38).
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Figura 37. Produgao de IL-8 e IP-10 (expressa em pg/mL) pela linhagem celular epitelial
VK2/EBE7 (8,0x10* células/poco testado) infectada com C. albicans 3153a (2,0x10*
UFC/mL), ndo desafiada ou desafiada com: i) L. rhamnosus GR-1 (10" UFC/mL); ii) SLC de
L. rhamnosus GR-1 [1:10 (v/v)]; iii) L. reuteri RC-14 (10" UFC/mL); iv) SLC de L. reuteri RC-
14 [1:10 (v/V)]; v) L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (10" UFC/mL cada) e vi) SLC de L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]. Os resultados foram obtidos apds 12h de
incubacao a 37°C e os asteriscos indicam as condigdes nas quais as concentracbes de
citocinas foram estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparados aquelas obtidas
com VK2/EGE7 cultivada com C. albicans 3153a. S4do mostrados resultados médios de

experimentos realizados em duplicata.
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Figura 38. Produgéao de IL-6, IL-1a, RANTES e VEGF (expressa em pg/mL) pela linhagem
celular epitelial VK2/EGE7 (8,0x10* células/poco testado) infectada com C. albicans 3153a
(2,0x10* UFC/mL), ndo desafiada ou desafiada com: i) L. rhamnosus GR-1 (107 UFC/mL); ii)
SLC de L. rhamnosus GR-1 [1:10 (v/v)]; iii) L. reuteri RC-14 (10" UFC/mL); iv) SLC de L.
reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]; v) L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (10’ UFC/mL cada) e vi)
SLC de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]. Os resultados foram obtidos apds
12h de incubacgdo a 37°C e os asteriscos indicam as condi¢des nas quais as concentragdes
de citocinas foram estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparados aquelas obtidas
com VK2/EGE7 cultivada com C. albicans 3153a. Sdo mostrados resultados médios de

experimentos realizados em duplicata.
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Nas culturas de células VK2/EGE7 nao desafiadas com C. albicans as quais foram
adicionados cultura ou SLC de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (sozinhos ou em
combinacgdo), a concentracdo de IL-8 determinada em T=12h indicou estimulacdo da
producao da citocina (p>0,05; Figura 38). Além disso, a cultura de L. reuteri RC-14 foi capaz

de elevar a secregao de IP-10 pelas células vaginais (p<0,05; Figura 39).
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Figura 39. Producdo de IL-8 e IP-10 (expressa em pg/mL) pela linhagem celular epitelial
VK2/EBE7 (8,0x10* células/poco testado) na presenca de: i) L. rhamnosus GR-1 (10’
UFC/mL); ii) SLC de L. rhamnosus GR-1 [1:10 (v/v)]; iii) L. reuteri RC-14 (10" UFC/mL); iv)
SLC de L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]; v) L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (10" UFC/mL
cada) e vi) SLC de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]. Os resultados foram
obtidos apds 12h de incubagéo a 37°C e os asteriscos indicam as condi¢cdes nas quais as
concentracoes de citocinas foram estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparadas
aquelas obtidas com VK2/EGE7 cultivada isoladamente. S&do mostrados resultados médios

de experimentos realizados em duplicata.



RESULTADOS 112

As populacbes de lactobacilos obtidas em T=6h, 12h e 24h permaneceram
estaveis em todos os experimentos (cerca de 10’ UFC/mL) (Figura 39). As populacdes de C.
albicans determinadas em T=6h e T=12h foram semelhantes em todas as condicbes
testadas (p>0,05) (Figura 40). No tempo T=24h, a populacdo de C. albicans cultivada
sozinha (controle) atingiu 4,0x10° UFC/mL (6,5 log UFC/mL), em comparagdo a 3,0x10°
UFC/mL (5,5 log UFC/mL), verificada na presenca de cultura de L. reuteri RC-14

isoladamente ou em combinacao com cultura de L. rhamnosus GR-1 (p<0,05) (Figura 40).
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Figura 40. Enumeracéo (log UFC/mL) de C. albicans 3153a apds 6h, 12h e 24h de incubagao a
37°C em placas de 24 pocos contendo a linhagem de célula epitelial vaginal VK2/EGE7
(controle) e desafiada com: i) L. rhamnosus GR-1 (10’ UFC/mL); i) SLC de L. rhamnosus GR-1
[1:10 (v/V)]; i) L. reuteri RC-14 (10" UFC/mL); iv) SLC de L. reuteri RC-14 [1:10 (vV/V)]; V) L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (10’ UFC/mL cada) e vi) SLC de L. rhamnosus GR-1 e L.
reuteri RC-14 [1:10 (v/v)]. As populagées de C. albicans 3153a em T=24h nas condigdes iii) e iv)
foram estatisticamente diferentes (p<0,05) quando comparadas aquelas obtidas no controle.

Sao mostrados resultados médios de experimentos realizados em duplicata.
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6.1 Caracterizacdo de Lactobacillus spp. a partir das amostras vaginais
obtidas

Os lactobacilos sédo reconhecidos como vitais na manutencao do equilibrio vaginal,
impedindo a multiplicacdo de agentes patogénicos e microrganismos oportunistas que
podem predispor a doengas infecciosas (HILLIER et al., 1988). Acredita-se que a
manutencédo de uma microbiota vaginal normal seja importante para a saude ginecoldgica e
bem-estar geral da paciente (AROUTCHEVA et al., 2001; ZHOU et al., 2004).

Na ultima década, diversas técnicas moleculares (incluindo aquelas baseadas na
reacao de PCR e métodos de genotipagem) tém se tornado cada vez mais importantes para
a identificacao e diferenciacao de espécies de isolados de Lactobacillus (VENTURA, 2000;
HOLZAPFEL, 2001). No presente estudo, dois métodos moleculares, um baseado no cultivo
prévio de microrganismos (PCR-ARDRA) e outro independente de cultivo (PCR-DGGE)
foram utilizados para caracterizar as espécies de lactobacilos presentes em amostras
vaginais obtidas de mulheres saudaveis, acometidas por CVV e VB. A detecgdo e
identificacdo adequadas de microrganismos presentes no trato vaginal sao imprescindiveis
para conhecer a dindmica da microbiota deste sitio anatémico. Isto é fundamental para uma
melhor compreensao de processos infecciosos do trato vaginal, a fim de que possam ser
tomadas medidas profilaticas ou terapéuticas adequadas, por exemplo, através da utilizacao
de medicamentos antimicrobianos e/ou culturas probidticas (REID, 1999; STOYANTCHEVA,;
DANOVA; BOUDAKQV, 2006).

No presente estudo, os trés grupos de pacientes avaliadas apresentavam
caracteristicas demograficas e comportamentais semelhantes (p>0,05) (Tabela 8). De
acordo com os dados da enumeragdao das populacbes de isolados sugestivos de
lactobacilos, foram obtidas contagens similares nos grupos de pacientes saudaveis e
diagnosticadas com CVV (p>0,05), enquanto que o grupo de pacientes diagnosticadas com
VB exibiu as menores populagbes de lactobacilos (p<0,001) (Tabela 9). Resultados
semelhantes foram observados por Sobel e Chaim (1996), enquanto que Zdolsek et al.

(1995) e Demirezen (2002) determinaram populagbes mais elevadas de lactobacilos em
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pacientes diagnosticadas com CVV em comparag¢ao com pacientes saudaveis.

Pela técnica de PCR-ARDRA, 87,5% (56/64) das pacientes saudaveis incluidas
neste estudo apresentaram lactobacilos nas amostras vaginais avaliadas. Resultados
semelhantes foram relatados por Fontaine, Claydon e Taylor-Robinson (1996) e Mijac et al.
(2006), nos quais, respectivamente, 88,6% e 86% das pacientes saudaveis estavam
colonizadas por espécies de lactobacilos.

Ainda de acordo com a técnica de PCR-ARDRA, 88,2% (60/68) das amostras
vaginais obtidas das pacientes diagnosticadas com CVV foram positivas para espécies de
lactobacilos, taxa semelhante (81,5%) aquela obtida por Mijac et al. (2006).

No presente estudo 32,8% (21/64) das amostras vaginais provenientes de
pacientes diagnosticadas com VB apresentavam Lactobacillus spp., de acordo com a
técnica de PCR-ARDRA. Este género nao foi detectado em nenhuma amostra de um grupo
de dez mulheres acometidas por VB, em estudo conduzido por Stoyancheva, Danova e
Boudakov (2006), enquanto que Mijac et al. (2006), identificaram lactobacilos em 58,0% das
pacientes diagnosticadas com a infecgéo.

Embora a metodologia de PCR-DGGE tenha sido capaz de detectar mais
pacientes colonizadas por lactobacilos (Figura 26) do que a técnica de PCR-ARDRA (Figura
25), ambas apresentaram limitagbes: PCR-ARDRA néo permitiu a deteccéo de L. brevis, L.
iners, L. plantarum e L. sakei. L. iners ndo se multiplica nos meios de cultivo normalmente
empregados para o isolamento de lactobacilos, como o agar MRS (FALSEN et al., 1999) e
isto pode explicar porque esta espécie nao foi detectada com esta técnica. Paralelamente,
por PCR-DGGE nao foram detectados L. agilis, L. coleohominis, L. ruminus e L. salivarius
em qualquer uma das amostras avaliadas, provavelmente devido as pequenas populagoes
desses microrganismos nos espécimes clinicos avaliados.

Com o uso da técnica de PCR-ARDRA, foi observado que o isolado mais
prevalente no grupo de mulheres saudaveis era L. crispatus (37,0%), seguido por L.
johnsonii (16,4%) e L. jensenii (11,0%), enquanto que a técnica de PCR-DGGE revelou L.

iners como a espécie mais freqientemente identificada em todos os grupos de pacientes
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avaliados: 48,7% nas saudaveis, 44,7% nas diagnosticadas com CVV e 65,0% nas
diagnosticadas com VB (Figura 27).

Este estudo revelou a ocorréncia de espécies semelhantes de Lactobacillus
vaginais em pacientes saudaveis brasileiras, quando comparadas aquelas encontradas em
mulheres de paises com ambiente, dieta e localizagdo geografica notadamente distintos,
incluindo Nigéria (ANUKAM et al., 2006¢c) e Canada (BURTON; REID, 2002), nas quais L.
iners foi o microrganismo mais prevalente, determinado através da utilizacdo de método
independente de cultivo (PCR-DGGE). Este resultado é bastante interessante, pois a dieta é
um fator muito importante para a colonizagdo do TGl e da vagina por espécies de
lactobacilos (ANTONIO; RABE; HILLIER, 2005), evidenciando a necessidade de mais
estudos sobre a origem desses microrganismos.

No trabalho de Vasquez et al. (2002), foi realizado o cultivo de BAL a partir de
amostras vaginais de mulheres saudaveis da Suécia e foi observado que a maior parte dos
microrganismos isolados foi identificada como L. crispatus (48,0%) e L. gasseri (30,0%),
utilizando técnica de tipagem por RAPD (DNA polimérfico amplificado randomicamente /
Randomly Amplified Polymorfic DNA) e identificagédo por PCR-TGGE (Reag&o em cadeia da
polimerase — Eletroforese em gel de gradiente de temperatura / Polymerase chain reaction —
Denaturating gradient gel temperature) e sequenciamento do DNA que codifica para a
porcao 16S do RNAr. Song et al. (1999a) verificaram que L. crispatus foi o microrganismo
mais prevalente em um grupo de mulheres japonesas, através da identificagdo dos isolados
pela metodologia de hibridizagdo DNA-DNA. Da mesma maneira, L. crispatus também foi o
microrganismo mais prevalente em amostras vaginais de mulheres da Coréia e Uganda,
avaliadas por PCR da fragao 16S do RNAr (JIN et al., 2007).

Alguns estudos apontam resultados distintos quanto a prevaléncia de espécies de
lactobacilos vaginais em pacientes saudaveis de diferentes regides do mundo. Stoyancheva,
Danova e Boudakov (2006) avaliaram 30 pacientes saudaveis da Bulgaria e identificaram L.
fermentum como o microrganismo mais prevalente (40,9%), identificado pela técnica de

ARDRA, ribotipagem e emprego de PCR com iniciadores especificos. Por sua vez, Mijac et
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al. (2006) avaliaram 35 mulheres saudaveis da Sérvia e Montenegro e observaram que os
lactobacilos vaginais mais prevalentes (isolados em meio MRS e identificados através de
testes de fermentacao de carboidratos) corresponderam a L. acidophilus (38,5%).

No entanto, os métodos fenotipicos tradicionais podem ser inadequados para
distinguir espécies de Lactobacillus taxonomicamente relacionadas. Song et al. (1999b)
compararam a identificacdo de 172 linhagens de lactobacilos de origem humana, através de
método bioquimico (APl 50 CHL, bioMérieux, Inc., Marcy-L'Etoile, Franga) e por ensaio de
hibridizagdo DNA-DNA. Aqueles autores observaram que apenas 52 linhagens (30,2%)
foram adequadamente identificadas em espécies, com o emprego do kit. Por sua vez, Boyd,
Antonio e Hillier (2005) utilizaram um teste baseado na fermentacao de carboidratos (APl 50
CH, bioMérieux, Inc., Marcy I'Etoile, Frang¢a) para comparar a eficacia deste dispositivo na
identificagdo de sete linhagens de referéncia de lactobacilos e 90 cepas do microrganismo
identificadas pela analise de DNA cromossomal. O sistema de identificacdo baseado em
provas bioquimicas exibiu resultados divergentes na identificacdo de todas as sete
linhagens de referéncia avaliadas e apenas quatro lactobacilos (do grupo de 90 previamente
isolados e identificados através de analise gendmica) apresentaram resultados compativeis
com ambas as metodologias.

Desse modo a utilizacdo de técnicas moleculares para identificagcdo de
Lactobacillus sp. é altamente recomendavel, conforme realizado neste trabalho.

No grupo de pacientes diagnosticadas com CVV, considerando-se os resultados
obtidos com a técnica de PCR-ARDRA, L. crispatus foi o microrganismo mais
frequentemente isolado (35,9%), seguido por L. jensenii (21,8%) e L. gasseri (19,2%),
enquanto que Mijac et al., (2006) identificaram L. acidophilus como o microrganismo mais
prevalente (37,5%) num grupo de mulheres com CVV avaliado.

No grupo de VB, L. gasseri (36,4%) foi o isolado mais frequentemente identificado
com o emprego da técnica de PCR-ARDRA no presente estudo, seguido por L. crispatus
(18,2%) e L. jensenii (13,7%). Song et al. (1999a) também determinaram L. gasseri (33,3%)

como o microrganismo mais prevalente na microbiota vaginal de dez mulheres com VB, mas
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Mijac et al. (2006) relataram que L. plantarum (20,0%) foi o microrganismo mais prevalente
num grupo de mulheres diagnosticadas com a infecgao.

Vitali et al. (2007) utilizaram um método integrado, baseado em PCR-DGGE e PCR
em tempo real para avaliar a estrutura e dindmica das comunidades bacterianas em fluidos
vaginais de mulheres saudaveis e diagnosticadas com CVV e VB. Aqueles autores também
demonstraram que L. iners foi o microrganismo mais prevalente nos trés grupos de
pacientes avaliados, com a técnica de PCR-DGGE, semelhante aos resultados aqui obtidos.
Além disso, Vitali et al. (2007) observaram que as amostras vaginais de pacientes saudaveis
e com CVV eram dominadas por lactobacilos, embora tenham sido observadas diferencas
na composi¢cado das espécies desses microrganismos entre 0s grupos.

No presente estudo, L. crispatus e L. iners foram as espécies mais prevalentes nas
amostras vaginais nos grupos de pacientes saudaveis e diagnosticadas com CVV
(determinadas através das técnicas de PCR-ADRA e PCR-DGGE, respectivamente), mas
nao é possivel afirmar se a populacdo dessas espécies era superior a outras, uma vez que
foram utilizados métodos qualitativos. Para a avaliacdo quantitativa dessas populagdes,
poderia ser empregada a técnica de PCR em tempo real, conforme realizado por Vitali et al.
(2007).

Os resultados obtidos pelas técnicas dependente (PCR-ARDRA) e independente
de cultivo (PCR-DGGE) para a identificacdo das populagdes de lactobacilos vaginais
evidenciaram a importancia da utilizacdo de métodos de detecgdo e identificacao
complementares para melhor avaliacdo da prevaléncia de diferentes espécies do
microrganismo.

Foi observado que mais de 60,0% das pacientes saudaveis e diagnosticadas com
CVV estavam colonizadas por apenas uma espécie de Lactobacillus (Figuras 25 e 26). Isto
pode estar relacionado a exclusdo competitiva entre as espécies, pré-colonizagao por uma
determinada espécie de lactobacilo ou ainda, fatores do préprio hospedeiro que poderiam
influenciar fortemente quais espécies seriam capazes de colonizar o ecossistema vaginal

(ZHOU et al., 2004).
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Dentre as pacientes saudaveis, 25,0% e 23,5% estavam colonizadas por mais de
uma espécie de lactobacilo, de acordo com as técnicas de PCR-ARDRA e PCR-DGGE,
respectivamente. Antonio, Hawes e Hillier (1999) avaliaram amostras vaginais provenientes
de 215 mulheres saudaveis e verificaram que 8% delas estavam colonizadas
simultaneamente por mais de uma espécie de lactobacilo. Por sua vez, Mijac et al. (2006),
verificaram que 11% das mulheres saudaveis que participaram daquele estudo estavam
colonizadas por duas espécies de lactobacilos. No presente trabalho, a combinacdo mais
prevalente de espécies de lactobacilos nas amostras vaginais obtidas de pacientes
saudaveis foi L. acidophilus e L. crispatus (trés mulheres, determinado através do método de
PCR-ARDRA) e L. crispatus e L. iners (sete mulheres, determinado através da técnica de
PCR-DGGE). Pascual et al. (2006) obtiveram resultados distintos, verificando como
combinagbes mais frequentes: L. jensenii e L. fermentum, além de L. gasseri e L.
acidophilus. Antonio, Hawes e Hillier (1999) detectaram L. crispatus e L. jensenii em
aproximadamente 50% das pacientes colonizadas por duas espécies de lactobacilos. De
acordo com um estudo publicado por Redondo-Lopez, Cook e Sobel (1990) acreditava-se
que duas mulheres ndo poderiam estar colonizadas pelas mesmas combinacbes de
espécies de lactobacilos, em contradicdo com os resultados obtidos no presente estudo e
com aqueles verificados pelos pesquisadores acima relatados (ANTONIO; HAWES;

HILLIER, 1999; MIJAC et al., 2006; PASCUAL et al., 2006).

6.1.1 Determinacdo semi-quantitativa da producédo de H,O, por lactobacilos
vaginais

A deteccao da producdo de H,O, de lactobacilos isolados da microbiota vaginal é
comumente realizada por método qualitativo em placa, com a utilizacdo de peroxidase
incorporada em meio contendo agar e o reagente tetrametilbenzidina (ESCHENBACH et al.,
1989; HAWES et al., 1996; MARTIN et al., 1999; MIJAC et al., 2006). Somente alguns
estudos determinaram quantitativamente a producdo de H,O, por lactobacilos vaginais

(FONTAINE; TAYLOR-ROBINSON, 1990; BERTHIER, 1993; TOMAS; BRU; NADER-
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MACIAS, 2003). No presente trabalho, foi utilizado um método semi-quantitativo para a
determinacao das taxas de H,O, produzidas pelos isolados de lactobacilos.

Foi observado que 98,6% dos isolados recuperados de mulheres saudaveis deste
estudo produziram H,O,, sendo que a excecdo foi um uUnico representante da espécie L.
crispatus. Estes resultados comparam-se as maiores concentracées encontradas por outros
autores (59% a 96%) (ESCHENBACH et al., 1989; AL-MUSHRIF; JONES, 1998; ANTONIO;
HAWES; HILLIER, 1999; PASCUAL et al., 2006; STRUS et al., 2006).

Antonio, Hawes e Hillier (1999) verificaram que H>O, é comumente produzido por
linhagens de L. crispatus e L. jensenii (95% e 94% das linhagens testadas, respectivamente)
e que se trata de uma caracteristica incomum dentre as linhagens de L. iners e L. gasseri
(9% e 7% das linhagens testadas, respectivamente). Esses resultados indicam que, embora
essas quatro espécies de microrganismos estejam filogeneticamente relacionadas, diferem
entre si quanto a importancia na ecologia microbiana da vagina humana (ENNAHAR; CAl,
FUJITA, 2003).

Em contraposicdo aos dados obtidos por Antonio, Hawes e Hillier (1999), no
presente trabalho, todos os sete isolados identificados como L. gasseri obtidos a partir do
grupo de mulheres saudaveis foram capazes de produzir H,O, ainda que em baixas
concentragdes (3-30 mg/L), quando comparado com as demais espécies isoladas do
mesmo grupo de pacientes.

No presente estudo, 97,4% dos isolados identificados como Lactobacillus sp.,
provenientes de amostras vaginais de pacientes diagnosticadas com CVV, foram capazes
de sintetizar H,O,. Mijac et al. (2006) também verificaram uma alta prevaléncia de
lactobacilos produtores de H,O, (77,0%), isolados de amostras vaginais de pacientes com
CVV. Os presentes resultados encontram-se no limite superior de concentracdes de H,O,
anteriormente relatados, especialmente no caso de dez isolados obtidos a partir do grupo de
pacientes com CVV e identificados como L. jensenii, os quais produziram > 30mg de H,O,/L.
Tais achados e a auséncia de diferenca estatistica entre a prevaléncia de lactobacilos

vaginais produtores de H,O, nos grupos de mulheres saudaveis e diagnosticadas com CVV,
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sugerem fortemente que H,O,, per si, ndo protege contra infecgdes fungicas. A auséncia de
efeito desta substéncia sobre o desenvolvimento de leveduras do género Candida pode
estar correlacionada a capacidade que as leveduras possuem de sintetizar a enzima
catalase, que degrada o H,O, (RODIER et al., 1999).

Os dados obtidos aqui sao apoiados por alguns estudos realizados in vitro, nos
quais foi demonstrado que a produgao de H,O, por lactobacilos parece nao ser o principal
mecanismo na inibicdo direta de Candida (STRUS et al.,, 2005; KAEWSRICHAN;
PEEYANANJARASSRI; KONGPRASERTKIT, 2006). Segundo Strém et al. (2002), diversos
compostos antifingicos (incluindo dipeptideos ciclicos, acido piroglutdmico e lactonas
produzidos por espécies de Lactobacillus) e a modulagao do sistema imune, desempenham
um papel crucial na protecao do hospedeiro frente a CVV.

A deplecao da populacdo de lactobacilos produtores de H,O, é inerente a VB
(FREDRICKS; FIEDLER; MARRAZZO, 2005; MIJAC et al., 2006). Os achados deste estudo
corroboram essas evidéncias e indicam que a presencga daqueles microrganismos nao esta
necessariamente associada a protegao contra a CVV.

A quantidade exata de H,0O, presente no epitélio vaginal é incerta, mas é provavel
que as concentragcbes desta substéncia sejam menores neste sitio anatdmico quando
comparados aqueles obtidos em cultivos de lactobacilos in vitro. Isto poderia estar
relacionado ao baixo potencial de éxido-redugdo no trato vaginal, devido ao consumo de
oxigénio por organismos presentes neste ecossistema (LARSEN, 1993; TOMAS; BRU;
NADER-MACIAS, 2003). Apesar disso, & indiscutivel a importancia do H,0O, produzido pelas
espécies de lactobacilos na manutengdo de uma microbiota vaginal saudavel, uma vez que
o peroxido e diversas ROS geradas a partir dela, sao letais a diversos microrganismos
patogénicos, especialmente aqueles que produzem pequenas quantidades das enzimas

catalase e peroxidase (AROUTCHEVA et al., 2001; KULLISAAR et al., 2002).
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6.2 Caracterizacdo de Candida spp. a partir das amostras vaginais obtidas

No grupo de pacientes saudaveis, dentre as 17 mulheres (de um grupo de 64;
26,6%) que estavam colonizadas por Candida, 52,4% dos isolados obtidos corresponderam
a espécie C. albicans e 47,6% a C. n&o albicans (29,6% identificadas como C. tropicalis e
19,0% como Candida sp.) Além disso, em quatro das 17 (23,5%) mulheres que
apresentavam amostras vaginais positivas para a levedura, foi encontrada colonizagdo mista
por espécies de C. nao albicans.

De acordo com Kent (1991) e Sobel (1993), C. albicans corresponde entre 80% e
85% do total de leveduras do género Candida isoladas da microbiota vaginal de pacientes
assintomaticas. Tais resultados contrastam com aqueles verificados no presente estudo, no
qual isolados identificados como C. nado-albicans apresentaram elevada prevaléncia. No
entanto, Abu-Elteen, Abdul Malek e Abdul Wahid (1997) relataram a prevaléncia de C.
albicans e de C. nao-albicans em 60,7% e 39,3%, respectivamente, nas amostras vaginais
obtidas de um grupo de mulheres da Jordania, para as quais C. glabrata e C. parapsilosis
representaram 20,6% e 14,7% do total de leveduras isoladas, respectivamente. Bauters et
al. (2002) também obtiveram resultados semelhantes quanto as taxas de isolamento desses
microrganismos em mulheres assintomaticas: C. albicans (68,3%), seguido de C. glabrata
(16,3%) e C. parapsilosis (8,9%).

Neste estudo, a prevaléncia de C. albicans em relagao ao total de 64 mulheres
saudaveis foi de 17,2% (11/64). Estudos indicam que 10% a 55% das mulheres saudaveis,
completamente assintomaticas, exibem cultura positiva para C. albicans (LINDNER et al.,
1978; BARTLETT; POLK, 1984; SOBEL, 1993). O isolamento dessa e de outras espécies de
Candida, na auséncia de sintomatologia da infecgao, indica que esses microrganismos séo
comensais no epitélio vaginal ou pode estar relacionado a tratamento prévio inadequado,
uso de medicacao antifingica insuficiente, resisténcia do microrganismo a farmacos ou
ainda recolonizag&o (GIRALDO et al., 2000).

Embora a colonizagdo vaginal seja um pré-requisito para o desenvolvimento da

CVV (LEON et al.,, 2002), a erradicagdo completa de Candida da microbiota vaginal &
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improvavel (SOBEL et al., 1998).

A presengca de Candida sp. em mulheres assintomaticas tem implicacbes
importantes na conduta terapéutica a ser adotada em possiveis episodios de infecgoes
vaginais, pois ha possibilidade de uma linhagem colonizadora resistente a um determinado
medicamento tornar-se predominante na microbiota vaginal em pacientes imunossuprimidas
(MATHEMA et al., 2001). Além disso, a difusdo desta linhagem através de contato sexual é
uma possibilidade a ser considerada (BARCHESI et al., 1995).

No grupo de pacientes diagnosticadas com CVV, a maior parte dos isolados de
leveduras (89,2%) foi identificada como C. albicans, seguida de espécies de C. ndo-albicans
(Figura 33). Prevaléncia semelhante (89,5%) de C. albicans em amostras vaginais obtidas
de pacientes com CVV da regido sul da China entre 2003 e 2006, foi observada por Fan, Liu
e Li (2008). Grande freqiéncia de isolamento de C. albicans (superior a 84%) também foi
verificada por Paulitsch et al. (2006) que analisaram dados referentes ao monitoramento do
microrganismo durante um periodo de cinco anos em pacientes da Austria com a infecgao.
No entanto, diversos estudos tém relatado uma maior prevaléncia (superior a 50,0%) de
espécies de C. ndo-albicans em pacientes diagnosticadas com CVV em diversas partes do
mundo (RIVERA-SANCHEZ; FLORES-PAZ; ARRIAGA-ALBA, 2006; CETIN et al., 2007;
MOHANTY et al., 2007).

O Chromagar® Candida, utilizado no presente trabalho, € um meio de cultura
seletivo e diferencial para leveduras do género Candida, pois apresenta em sua composi¢ao
uma mistura cromogénica, que ao reagir com enzimas secretadas pelos microrganismos
alvos, é capaz de identifica-los de maneira presuntiva, através do desenvolvimento de
colénias com diferentes pigmentacbes, caracteristicas de cada espécie (WILLINGER;
MANAFI, 1999). Na rotina de laboratdrios da area de micologia médica, o meio de cultura
ASD é o mais utilizado para o isolamento de fungos patogénicos. No entanto, a identificagcao
de leveduras por meio de caracteristicas morfoldgicas das colbnias nesse meio de cultura é

inviavel, dificultando a deteccdo de culturas mistas. Desta maneira, a utilizagdo do
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Chromagar® Candida, pode ter contribuido para uma melhor deteccdo de diferentes
espécies de Candida no presente estudo.

Todos os isolados de leveduras que foram identificados bioquimicamente como C.
albicans, obtidos a partir dos grupos de pacientes saudaveis e diagnosticadas com CVV,
apresentaram 100% de concordancia em relagdo aos resultados presuntivos obtidos com o
Chromagar® Candida (coldnias com pigmentacéo verde). No entanto, no caso de espécies
de C. nao-albicans, observou-se discrepancia entre a identificacdo presuntiva dos isolados
obtidos através da pigmentacao das colbnias e confirmagao por provas bioquimicas para C.
tropicalis, as quais apresentaram coloragao roxa no Chromagar® Candida, enquanto que de
acordo com o fabricante do meio de cultura, a pigmentacido tipica das coldnias do
microrganismo seria azul metalica. Esses resultados estdo em contraste com aqueles
obtidos no estudo de Odds e Bernaerts (1994), segundo o qual as taxas de especificidade e
sensibilidade do meio cromogénico na identificagao presuntiva de C. albicans, C. tropicalis e
C. krusei excederam 99% em relagao as trés espécies. Outros estudos publicados também
relataram a alta sensibilidade e especificidade do meio Chromagar® Candida no isolamento
e identificagcdo de leveduras presentes em amostras clinicas (PFALLER; HOUSTON;
COFFMAN, 1996; FREYDIERE; BUCHAILLE; GILLE, 1997; HOSPENTHAL et al., 2006),
embora somente provas bioquimicas permitam a identificagcdo confirmatéria dessas

leveduras.
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6.3 Tratamento de CVV com fluconazol e microrganismos probidticos L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14: estudo duplo-cego, placebo-controlado

Com base na teoria de que CVV é resultado, ou causa, do rompimento das
condigbes que garantem a integridade da microbiota vaginal, varias tentativas para prevenir
a infeccao utilizando-se lactobacilos ja foram relatadas (HILTON; RINDOS; ISENBERG,
1995; WILLIAMS et al., 2001; PIROTTA et al., 2004), apresentando resultados controversos.

Hilton, Rindos e Isenberg (1992) realizaram um estudo randomizado controlado, no
qual pacientes com CVV recorrente que consumiram iogurte contendo L. acidophilus
durante seis meses, apresentaram um menor niumero de episédios da infecgdo, quando
comparado aquele determinado durante os seis meses em que restringiram totalmente o
consumo de iogurte. Resultado promissor também foi relatado por Williams et al. (2001) que
verificaram que a utilizagdo intravaginal de L. acidophilus ou de clotrimazol, foi capaz de
prevenir o desenvolvimento de CVV em pacientes HIV-positivas, em comparagao com a
utilizacao de placebo. No entanto, Pirotta et al. (2004) relatou que a administragdo oral ou
vaginal de BAL nao foi efetiva na prevengao de CVV pds-tratamento com diferentes agentes
antimicrobianos, em comparagao ao grupo de pacientes que utilizou placebo.

De acordo com Falagas, Betsi e Athanasiou (2006) uma revisdo cuidadosa de
estudos investigando o papel de probiodticos na prevengao de CVV sugere que a maior parte
deles apresenta importantes falhas metodolégicas. No caso especifico do estudo conduzido
por Hilton, Rindos e Isenberg (1992), por exemplo, houve a avaliagao de pequeno numero
de pacientes e a falta de informagdes importantes, como a confirmacdo por método de
cultura de episodios recorrentes da infecgdo anteriores a participagdo no teste clinico
proposto pelos pesquisadores.

No presente estudo, os microrganismos probioticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri
RC-14 foram empregados como co-adjuvantes no tratamento de pacientes diagnosticadas
com CVV, as quais também receberam dose unica de fluconazol (150mg). Foi observado
que a suplementacgao diaria com capsulas para uso oral durante quatro semanas, contendo

as linhagens probidticas resultou em taxa de cura superior da infeccdo (89,7%)
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(determinada clinica e microbiologicamente), quando comparada aquela obtida com a
utilizacdo de medicamento antifungico tradicional e capsulas de placebo (65,4%) (p<0,05)
(Tabela 14).

De acordo com Vacheva-Dobrevski et al. (2004), 59,7% das pacientes
diagnosticadas com CVV que foram tratadas com dose unica de fluconazol (150mg)
apresentaram cura para a condigao, semelhante aquela verificada no presente estudo para
0 grupo de pacientes que receberam fluconazol e placebo. No entanto, maiores taxas de
para a infecgdo foram determinadas no estudo de Mikamo et al. (1998). Aqueles
pesquisadores acompanharam mulheres diagnosticadas com CVV e randomicamente
tratadas com dose uUnica de fluconazol (150mg) (n=50), itraconazol (administracdo oral,
200mg, durante trés dias) (n=50) ou clotrimazol (uso intravaginal, 100mg, durante seis dias)
e observaram que as taxas de cura para a infeccdo, determinadas entre 5 a 15 dias foram
de 80,0%, 92,0% e 72,0% (respectivamente), em comparacido a 76,0%, 88,0% e 58,0%
(respectivamente) determinadas apés 30 a 60 dias do inicio do tratamento.

Este é, portanto, o primeiro relato da capacidade de microrganismos
comprovadamente probioticos aumentar a eficacia de um agente antifungico no tratamento
de CVV. O unico estudo previamente descrito na literatura cientifica que relatava o efeito
benéfico da utilizacdo de lactobacilos como agentes terapéuticos para CVV, foi publicado
por Hilton, Rindos e Isenberg (1995), no qual mulheres com sintomas da infec¢ao utilizaram
supositérios vaginais contendo Lactobacillus GG e apresentaram melhora clinica dentro de
uma semana. Contudo, de acordo com Jeavons (2003), a interpretacao do estudo conduzido
por Hilton, Rindos e Isenberg (1995) deve ser cuidadosa, uma vez que apenas cinco
pacientes apresentaram amostras vaginais positivas para a infeccdo na etapa de pré-
tratamento, o grupo amostral avaliado foi pequeno e nao foi incluido um grupo controle.
Além disso, de acordo com os critérios propostos pela FAO/WHO (2002) foram utilizados
microrganismos que nao sao comprovadamente probioticos e, finalmente, ha pouca
evidéncia de que lactobacilos per si possam curar CVV.

Os mecanismos envolvidos na maior taxa de cura de CVV observados no presente
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estudo com a administracao de probiodtico ndo foram elucidados, ndo sendo possivel avaliar
se houve influéncia de metabdlitos ativamente produzidos pelas bactérias laticas no
aumento da taxa de cura com o probiédtico versus placebo.

As razdes que poderiam explicar a maior taxa de cura no grupo de mulheres
diagnosticadas com CVV e que recebeu suplementagcdo com as culturas probiodticas,
poderiam envolver: (i) modulagdo imune do intestino delgado, grosso e da vagina (LOREA
BAROJA et al., 2007), (ii) inibicdo da multiplicagdo de C. albicans na microbiota vaginal
(REID; KIM; KOHLER, 2006) e (iii) ascensdo reduzida de leveduras do reto para o trato
vaginal (REID et al., 2003).

De acordo com um estudo publicado por Cori¢ et al. (2006), 27,0% das pacientes
tratadas com dose unica de fluconazol (150mg) apresentaram amostras vaginais positivas
para Candida spp., determinado apos 14 dias do inicio do tratamento, em comparagao com
31,0%, observado com a utilizagdo de 200mg de clotrimazol intravaginal administrado
durante trés dias consecutivos. O-Prasertsawat e Bourlert (1995), avalariam um grupo de
mulheres diagnosticadas com CVV que foram randomicamente tratadas com dose Unica de
fluconazol (150mg) ou itraconazol (100mg, supositério vaginal, duas vezes ao dia) e
observaram que as taxas de cura micolégica determinadas apds quatro semanas foram de
60,4% e 66,0%, respectivamente. Resultado semelhante foi obtido em nosso estudo, no
grupo de pacientes tratadas com dose unica de fluconazol e placebo (61,5%), também
determinado apds quatro semanas de tratamento, pelo método de cultura. Por outro lado, a
taxa de cura micologica no grupo de pacientes tratadas com fluconazol e suplementadas
com capsulas do probiético foi de 89,7% pelo método de cultura. Este fato, aliado a
remissao dos sinais e sintomas tipicos da infeccao, também indicaram o sucesso na cura de
CVV pela suplementagdo com microrganismos probidticos na maior parte dos individuos.

Neste trabalho, dentre as seis pacientes diagnosticadas com CVV causada por C.
nao-albicans, as taxas de cura ndo diferiram entre os grupos probidtico e placebo (p>0,05).
Também nao houve diferenga estatistica nas taxas de cura da infecgdo quando foram

avaliados subgrupos de pacientes que auto-afirmaram sofrer de CVV recorrente. Esses
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dados sugerem que mais estudos sdo necessarios para avaliar o papel dos microrganismos
probidticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 no tratamento de pacientes acometidas
por CVV devido a espécies de C. nao-albicans, bem como frente aquelas que nao
respondem adequadamente a terapia medicamentosa tradicional.

E preciso um monitoramento cuidadoso para avaliar possiveis efeitos adversos de
microrganismos probiéticos, especialmente se sdo realizados procedimentos invasivos, ou
no caso de pacientes que apresentem grande risco de bacteremia, incluindo individuos
imunocomprometidos (BOYLE; ROBINS-BROWNE; TANG, 2006; BESSELINK et al., 2008;
MADSEN, 2008). No presente estudo, somente pacientes imunocompetentes foram
incluidas e um pequeno numero de efeitos adversos foi relatado, embora os mesmos nao
pudessem ser definitivamente associados com a utilizagdo dos microrganismos probidticos.

Os resultados positivos obtidos neste trabalho com a co-administracdo de
microrganismos probiéticos e fluconazol para o tratamento de CVV, encorajam a realizacéo
de projetos correlatos incluindo, por exemplo, combinagdo entre probidticos e outros
compostos azdlicos, diferentes formas e regimes de administracao de L. rhamnosus GR-1 e
L. reuteri RC-14 e seguimento de pacientes por um periodo mais prolongado, para avaliagdo

de recorréncias.
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6.4 Tratamento de VB com tinidazol e microrganismos probiéticos L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14: estudo duplo-cego, placebo-controlado

De acordo com Marrazzo et al. (2006), dada a elevada prevaléncia de VB, ha uma
necessidade urgente para o desenvolvimento de tratamentos efetivos para esta condi¢do e
prevencado de recorréncias. Embora muitas pacientes ndo apresentem corrimento e odor
caracteristicos da infecgcdo (KLEBANOFF et al., 2004), VB é responsavel por complicagbes
ginecoldgicas e obstétricas, além de apresentar um efeito adverso na qualidade de vida das
pacientes (KARASZ; ANDERSON, 2003; LARSSON; FORUM, 2005). Assim, muitas
mulheres procuram tratamentos alternativos para o tratamento e prevencido da condicao
(NERI; RABINDERSON; KAPLAN, 1994; BOSKEY, 2005; PATEL et al., 2008).

De acordo com um estudo de revisdo publicado por Larsson e Forsum (2005) as
taxas de cura de VB em mulheres tratadas com metronidazol por via oral ou tépica e
clindamicina (uso tépico), determinadas apds quatro semanas do inicio do tratamento, ndo
excederam 60% a 70%.

Um derivado nitroimidazélico de segunda geragao, o tinidazol, foi utilizado neste
estudo ao invés do agente classico metronidazol, por proporcionar melhor adesdo ao
tratamento com a utilizacdo de dose Unica, atingir altas concentracbes no sangue e nos
tecidos, ser mais bem tolerado, apresentar menos efeitos colaterais, toxicidade reduzida e
uma meia-vida mais prolongada (BAGNOLI, 1994). Além disso, o tinidazol é mais
lipossoluvel, penetrando nas membranas celulares de maneira mais efetiva (JOKIPII et al.,
1997).

Os resultados do presente trabalho, com a utilizacdo de dose unica de tinidazol
(2g) e suplementagdao com capsulas contendo os microrganismos probiéticos L. rhamnosus
GR-1 e L. reuteri RC-14, indicaram uma taxa de cura para VB mais elevada (87,5%), em
comparagao aquela verificada em pacientes que foram suplementadas com placebo (50,0%)
(p<0,05), fornecendo evidéncia cientifica para a utiizacdo de microrganismos
certificadamente probidticos como terapia complementar no tratamento da infecgao.

Embora a taxa de cura observada no grupo de pacientes do presente estudo que
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recebeu tinidazol e placebo tenha sido relativamente baixa (50,0%), ela foi superior a
observada por Livengood et al. (2007). Aqueles autores avaliaram um grupo de 235
pacientes e obtiveram uma taxa de cura de 36,8% com a utilizacdo de 1g de tinidazol
diariamente por cinco dias e de 27,4% com 2g de tinidazol diariamente por dois dias,
quando comparada a apenas 5,1% observada com a utilizagdo de placebo (p<0,001). Além
disso, Livengood et al. (2007) constataram que a incidéncia de CVV pos-tratamento nas
pacientes que utilizaram os dois regimes de tinidazol foi pequena, 5,2% para as pacientes
tratadas com 1g de tinidazol e 2,6% para as pacientes tratadas com 2g de tinidazol. Essas
taxas foram inferiores aquela verificada no presente estudo para as pacientes que fizeram
uso de tinidazol e placebo (12,5%), mas foi similar aquela verificada para o grupo de
mulheres tratadas com tinidazol e probidtico (3,1%).

A taxa de cura de 87,5% obtida com a utilizagdo de tinidazol e probidtico no
presente estudo, esta de acordo com um estudo prévio publicado por Anukam et al. (2006a).
Aqueles autores realizaram um estudo duplo-cego, placebo-controlado e observaram que a
combinagao de metronidazol (500mg, duas vezes ao dia, durante sete dias) e uso diario de
capsulas contendo L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 foi mais efetiva no tratamento de
VB do que aquela a utilizagdo de metronidazol e placebo (taxas de cura de 88,0% e 40,0%,
respectivamente, obtidas apos 30 dias do inicio da terapia).

Sob condigbes normais, a populagdo de lactobacilos vaginais endoégenos da
paciente é restabelecida apds o tratamento com o agente antimicrobiano, conferindo
protecdo frente a infeccdo. De acordo com Anukam et al. (2006), a utilizacdo adicional de
probiodticos almeja otimizar esse processo, levando a melhora do tratamento da condigao e
cura.

Em outro estudo realizado por Anukam e colaboradores (2006b), foi determinada a
eficacia da utilizacao por cinco dias de capsulas para uso vaginal contendo L. rhamnosus e
L. reuteri RC-14 versus metronidazol gel vaginal (0,75%). As taxas de cura da infeccdo
obtidas por aqueles autores foram de 80,0% versus 45,0% (observada no 6° dia), 85,0%

versus 45,0% (15° dia) e 90,0% versus 55,0% (30° dia), respectivamente para o probidtico e
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medicamento tradicional.

Larsson e Forsum (2005) afirmaram que os critérios de diagnédstico e de
determinacgao da taxa de cura de VB variam consideravelmente na literatura. Além disso, ha
diferengas nos periodos considerados para reavaliagdo (de sete a 30 dias). Segundo os
mesmos autores, é recomendavel que a avaliagdo seja feita entre 21 e 30 dias apds o inicio
do tratamento, pois sete dias € um periodo muito curto.

Barrons e Tassone (2008) revisaram diversos ensaios clinicos que empregaram
lactobacilos no tratamento de VB e observaram que em alguns deles, ndo houve evidéncia
cientifica suficiente para recomendacido de seu uso para tal finalidade. Tal afirmacgao foi
particularmente valida, entre outros, para os trabalhos conduzidos por Hallén, Jarstrand e
Pahlson (1992) e Fredricsson et al. (1989). Além dos pesquisadores terem observado que a
utilizacdo de L. acidophilus por via vaginal nao foi efetiva quando comparada ao uso de
placebo (HALLEN; JARSTRAND; PAHLSON, 1992) ou metronidazol (FREDRICSSON et al.,
1989), foram detectados problemas quanto a escassa documentacao de efeitos linhagem-
especificos e auséncia da determinagdo da viabilidade dos microrganismos empregados,
bem como de relatos sobre a ocorréncia de possiveis efeitos colaterais.

Por outro lado, Delia et al. (2006) observaram que a utilizagao de lactobacilos por
via oral e/ou supositérios vaginais foi capaz de reduzir os sintomas de VB em um grupo de
mulheres avaliadas, sendo que a combinacao entre as duas vias de administracido resultou
em um efeito benéfico a longo prazo, observado trés meses apdés o final do tratamento.
Além disso, Larsson et al. (2008), realizaram um estudo duplo-cego, placebo-controlado no
qual observaram que o uso de clindamicina tépica seguida da insergao vaginal de capsulas
contendo L. gasseri Lba EBO1 - DSM 14869 e L. rhamnosus Lbp PB01 — DSM 14870
liofilizados, diariamente por um periodo de 10 dias durante trés ciclos menstruais, embora
nao tenha aumentando as taxas de cura de VB apds 30 dias, prolongou o tempo para a
recidiva da infecgao.

No presente estudo, o fato de apenas uma paciente que fez uso de tinidazol e dos

microrganismos probidticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 ter apresentado efeito
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adverso (um episodio de dor de cabecga persistente, ndo necessariamente relacionado a
utilizacdo das BAL), é indicativo de boa tolerancia a terapia prescrita, também relatada no
trabalho de Anukam et al. (2006a).

As linhagens de microrganismos que tém como objetivo aplicagdo como probidticos
devem ser identificadas com o uso de métodos moleculares de referéncia e receber uma
designacédo clara e concisa, a fim de permitir a médicos e consumidores rastrear
publicagbes associadas com uma determinada linhagem e verificar que a mesma apresenta,
realmente, efeito(s) probidtico(s) (FAO/WHO, 2002; REID et al., 2003). Uma vez que o efeito
de uma bactéria é especifico para cada cepa, ndo podendo ser extrapolado para outras
cepas da mesma espécie (GUARNER; MALAGELADA, 2003) e diversos estudos relatados
anteriormente utilizaram linhagens de microrganismos que nao receberam uma designagao
especifica, € muito dificil estabelecer comparacodes criteriosas com dados da literatura.

No presente estudo, 25,0% e 21,9% das pacientes alocadas nos grupos probidticos
e placebo, respectivamente, auto-relataram sofrerem de VB recorrente. Embora este nao
seja um método preciso para identificar pacientes com recorréncia nesses casos, foi
observada maior taxa de cura da infec¢gao no grupo probidtico (75,0%), comparado ao grupo
placebo (57,1%). Geralmente, pacientes com VB recorrente apresentam dificuldade de cura
e requerem uso prolongado (10 a 14 dias) de medicamentos como metronidazol ou
clindamicina (CDC, 2002). No presente estudo, a taxa de cura foi observada apdés um més
de tratamento, conforme recomendado por Larsson (1995) e ndo houve reavaliagcdo apdés
trés meses do inicio da terapia, ndo sendo possivel concluir a respeito da prevencio de
recorréncias.

Para entender o possivel papel dos lactobacilos no tratamento de BV, Saunders et
al. (2007) realizaram experimentos in vitro, através dos quais demonstraram que L. crispatus
33820, L. iners AB-1, L. rhamnosus GR-1 e especialmente L. reuteri RC-14 desestruturaram
biofilmes formados por G. vaginalis. Este efeito ndo foi devido ao pH, que permaneceu entre
4,7 e 51 em todos os experimentos, nem ao H,O, que é produzido em pequenas

quantidades por estas linhagens (com excegdo de L. crispatus 33820). Os autores
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sugeriram que substancias tensoativas produzidas por L. reuteri RC-14 (VELRAEDS et al.,
1996), poderiam ter exercido um papel importante no efeito observado, enquanto que a
producao de bacteriocinas e de moléculas sinalizadoras (REID, 2001; LAUGHTON et al.,
2006) poderiam ter afetado a viabilidade do patégeno.

Os resultados deste estudo demonstraram que a utilizagao conjunta de dose Unica
de tinidazol (2g) e de capsulas administradas oralmente contendo os microrganismos
probidticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 aumentaram a taxa de cura de pacientes
brasileiras diagnosticadas com VB. Esses achados indicam o potencial da combinacédo de
medicamentos com culturas probidticas, a fim de melhorar o tratamento desta infeccéo,
contribuindo para prolongar a vida util de farmacos cuja eficacia pode ser comprometida
devido a selecdo de microrganismos resistentes. Além disso, a suplementacdo com
probidticos pode reduzir o periodo de tratamento de pacientes que necessitem de terapia

tradicional prolongada.
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6.5 Pesquisa de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 em amostras vaginais

Ao final de 28 dias de tratamento, a determinacao da presenga de L. rhamnosus
GR-1 e/ou L. reuteri RC-14 nas amostras vaginais obtidas das pacientes que utilizaram
fluconazol e capsulas do probidtico, revelou que 44,8% (13/29) delas exibiram amostras
positivas para o(s) microrganismo(s). Paralelamente, L. rhamnosus GR-1 e/ou L. reuteri RC-
14 foram detectados em amostras vaginais provenientes de 12,5% (4/32) das mulheres
diagnosticadas com VB e tratadas com tinidazol e capsulas do probiético. Esses resultados
demonstraram que esses microrganismos administrados oralmente podem chegar ao trato
vaginal, provavelmente através do anus e tecido perianal, da mesma maneira como fazem
os patdégenos, apesar da pratica de habitos de higiene (KRIEGER, 2002).

A capacidade de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 de colonizar a vagina
parece envolver acidos lipoteicdicos, proteinas de ligacdo, interagbes eletrostaticas e
hidrofébicas, camada protéica S e/ou receptores mais especificos (CHAN et al., 1985; REID
et al., 1992; RAZ; STAMM, 1993; AVALL-JAASKELAINE; PALVA, 2005). Esta habilidade é
importante no sentido de contribuir para a formagdo de um biofilme microbiano no trato
vaginal para a inibicdo da adesdo e multiplicagdo de microrganismos patogénicos e
deplecao de nutrientes disponiveis (REID; BURTON, 2002).

Reid et al. (2001a) conduziram um trabalho no qual foi administrada suspenséao
para uso oral contendo os microrganismos probidticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-
14 (duas vezes ao dia, durante um periodo de 14 dias) a um grupo de dez pacientes
saudaveis (assintomaticas) que apresentavam uma historia recente de infecgdo urogenital.
Aqueles autores observaram que as BAL probidticas foram detectadas em amostras
vaginais analisadas uma semana apds o inicio da terapia e persistiram por até 12 semanas
em algumas pacientes.

No presente estudo foi utilizado um conjunto de iniciadores para detecgao de L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 que n&o permitiram diferencia-los. Contudo, alguns
estudos tém demonstrado que essas linhagens diferem entre si quanto a capacidade de

colonizar o trato vaginal de pacientes. Cadieux et al. (2002) avaliaram um grupo de 15
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mulheres saudaveis que receberam capsulas de gelatina para inser¢do vaginal com L.
rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 liofilizados e observaram que L. rhamnosus GR-1 foi
mais prevalente nas amostras clinicas do que L. reuteri RC-14, conforme resultados de
analise por RAPD de colbnias sugestivas do microrganismo obtidas em meio de cultura com
agentes seletivos.

No trabalho de Burton, Cadieux e Reid (2003), dez mulheres saudaveis utilizaram
capsulas para insergao vaginal diaria durante trés dias, contendo L. rhamnosus GR-1 e L.
reuteri RC-14. Através da utilizagdo da técnica de RAPD, os autores observaram que L.
rhamnosus GR-1 foi recuperado a partir de amostras vaginais colhidas sete, 14 e 21 dias
ap6s o inicio da terapia em 80,0%, 60,0% e 20,0% das mulheres participantes
(respectivamente). Por sua vez, L. reuteri RC-14 foi detectado em apenas 40,0% e 20,0%
das amostras obtidas nos tempos sete e 14 dias, nao tendo sido detectado no tempo de 21
dias.

A observagado de que cada microrganismo coloniza particularmente bem ou nao
uma determinada paciente, enfatiza a importancia da combinagdo de mais de um
microrganismo em preparagdes probioticas, para obtengao de propriedades antimicrobianas

complementares (REID et al., 2001a).
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6.6 Avaliacdo do efeito in vitro de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 na
modulacao de infec¢do vaginal por C. albicans

As células epiteliais vaginais desempenham um papel central na mediagdo da
resposta imune frente a microrganismos patogénicos, incluindo a apresentacdo de
antigenos, atividade antimicrobiana e produgdo de citocinas (HEDGES et al., 1994;
HEDGES; AGACE; SVANBORG, 1995; WIRA; ROSSOLI, 1995; WEINBERG;
KRISANAPRAKORNKIT; DALE, 1998; BAROUSSE et al., 2005).

De acordo com este estudo, as células VK2/EBE7 secretaram constitutivamente
seis citocinas: IL-6, IL-8, IL-1a, IP-10, RANTES e VEGF. Em outros estudos também foi
avaliada esta mesma linhagem celular e foi observado que houve secregao espontinea de
IL-8 (FICHOROVA; ANDERSON, 1999; STEELE; FIDEL, 2002) e IL-6 (STEELE; FIDEL,
2002), além de M-CSF (fator estimulante de colonia de macréfago) (FICHOROVA,;
ANDERSON, 1999) e IL-1q, IL-10 e IL-12 (STEELE; FIDEL, 2002).

Na figura 36 € possivel observar que TNF-a foi capaz de aumentar a produgéo
de IL-8 e IP-10 (T=6h e T=12h), IL-6 (T=6h) e RANTES (T=12h). Nao houve aumento da
producao de IL1-a na presenca de TNF-a (T=6h e T=12h) e o mesmo foi observado para
VEGF, uma citocina conhecida por regular a angiogénese, aumentar a permeabilidade
microvascular e recrutar mondcitos e macrofagos (BREEN, 2007). Esses dados estdo de
acordo com um estudo sobre células VK2/EGE7 estimuladas com TNF-a publicado por
Steele e Fidel (2002), no qual foi observado um aumento na producao de IL-6. Esta
citocina (IL-6) apresenta fungdo quimiotatica, importante no recrutamento de células
inflamatérias e é capaz de modular a fungcdo de diversos tipos celulares (BASU et al.,
2008). Steele e Fidel (2002) observaram também uma maior producao de IL-1a, mas os
intervalos de tempo avaliados foram distintos daqueles estudados aqui. Fichorova e
Anderson (1999) estimularam células VK2/E6E7 com 0,1 pg/mL de TNF-a e também
verificaram aumentos variaveis nas produgdes de IL-6, IL-8, e RANTES, que é um

potente fator de quimioatracdo para mondécitos e células T (CARUSO, 1964).
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Neste estudo foi demonstrado que C. albicans estimulou a producdo de citocinas
pré-inflamatoérias IL-8 e IL-1a pelas células VK2/EGE7 (Figura 36). Tal achado apdia dados
prévios que demonstraram que citocinas da familia IL-1 tem um papel fundamental na
resposta imune frente a infeccado provocada pela levedura (KULLBERG; VAN'T WOUT; VAN
FURTH, 1990; STEELE; FIDEL, 2002). Embora Steele e Fidel (2002) tenham utilizado o
mesmo modelo in vitro de CV e demonstrado uma elevacao na produgao de IL-1a secretada
pelas células VK2/EBGE7 infectadas com C. albicans, os intervalos de tempo analisados por
aqueles autores foram diferentes (24h e 96h) comparados aos do presente estudo (6h e
12h). Steele e Fidel (2002) verificaram pequena produgédo ou auséncia de secregao de IL-8
pelas células VK2/EGE7 infectadas com Candida, enquanto que no presente estudo foi
observado aumento da producédo de IL-8 na presenca da levedura no intervalo de tempo
correspondente a T=12h (Figura 36).

A citocina IL-8 é considerada importante no recrutamento de neutrdéfilos para areas
de inflamacgao e/ou infecgao in vivo (DJEU et al., 1990; BAGGIOLINI; CLARK-LEWIS, 1992;
ROEBUCK, 1999; SCHALLER; MAILHAMMAR; KORTINIG, 2002) e sua mensuragao & util
como marcador biolégico de respostas antimicrobianas em mucosas, incluindo o trato
genital feminino (SPEAR et al., 2008).

No presente estudo, SLC de L. reuteri RC-14 combinado com SLC de L.
rhamnosus GR-1 causaram aumento da producdo de ambos IL-8 e IP-10 por células
VK2/EBE7 infectadas com C. albicans (Figura 37). Os efeitos observados podem estar
relacionados a algum tipo de composto soluvel ativamente produzido pelas linhagens de
lactobacilos, sendo que os mecanismos exatos permanecem sem elucidagdo. Além
disso, células ou SLC de L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 (sozinhos ou
combinados) foram capazes de elevar a producao de IL-8 quando adicionados a
preparacdes contendo apenas células VK2/EGE7. Por outro lado, apenas L. reuteri RC-
14 estimulou a producgao de IP-10 (Figura 39). IP-10 é uma citocina com propriedade
quimiotatica frente a linfocitos Th1 e células natural killer (NK) e é provavel que

desempenhe um papel importante na defesa do hospedeiro contra infec¢do causada por
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Candida (SHIRAKI et al., 2008).

Os microrganismos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 suspendidos em leite
desnatado e administrados por via oral a um grupo de cinco mulheres (duas vezes ao dia,
durante 14 dias), ndo induziram resposta imune ou inflamatéria sistémica, avaliada pela
determinacgio de niveis séricos de IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, IgA, IgG e IgM (GARDINER et al.,
2002a).

Neste trabalho, em cultura de células de VK2/EGE7, L. reuteri RC-14 (sozinho) e
em combinagdo com L. rhamnosus GR-1 foram capazes de inibir a multiplicacdo de C.
albicans no tempo T=24h (Figura 40), sugerindo que a presenga da levedura era necessaria
para ativar (ou aumentar) a producdo de compostos anti-Candida pelas linhagens de
lactobacilos, uma vez que esse efeito nao foi observado nos pogos nos quais foram
adicionados SLC de L. reuteri RC-14 e L. rhamnosus GR-1 (sozinhos ou combinados)
(Figura 40).

Owen e Clenney (2004) demonstraram a atividade de L. rhamnosus GR-1 e L.
reuteri RC-14 na inibicdo da multiplicacdo de C. albicans pelo método de sobrecamada
em agar. Além disso, Kohler e Reid (2005) relataram que L. rhamnosus GR-1 foi capaz
de inibir a formagao de biofilme por C. albicans devido a regulagcdo de genes envolvidos
na filamentagédo, um fator de viruléncia importante para a levedura (KOHLER; REID,
2005).

Outras linhagens de lactobacilos, incluindo Lactobacillus rhamnosus L60
(PASCUAL et al, 2008) e Lactobacillus jensenii (5L08) (KAEWSRICHAN;
PEEYANANJARASSRI; KONGPRASERTKIT, 2006), também foram selecionadas como
microrganismos com potencial probiotico para serem utilizados no trato urogenital, devido a
capacidade de auto-agregacgao, aderéncia a células epiteliais vaginais e co-agregagdo com
C. albicans, além de inibirem a multiplicacdo de leveduras através da producido de H,0, e
compostos do tipo bacteriocina.

No presente estudo com as linhagens probiéticas, L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri

RC-14 em um modelo in vitro para infec¢ao vaginal por C. albicans, dentre as seis citocinas
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testadas (IL-6, IL-8, IL-1a, IP-10, RANTES e VEGF), a produgédo de IL-8 e/ou IP-10 foi
aumentada pelo SLC de ambos o0s microrganismos. In vivo, este efeito poderia contribuir
para que células do sistema imune fossem atraidas para o local da infeccao auxiliando na
resolugdo da mesma, embora ndo seja possivel afirmar exatamente quais os mecanismos

envolvidos nos efeitos clinicos observados em nosso estudo.
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* Foi encontrado pequeno numero de espécies de Lactobacillus predominantes na
microbiota vaginal das pacientes saudaveis (L. crispatus e L. iners), semelhantes aquelas
previamente determinadas para mulheres com dieta e localizagcdo geografica notadamente

distintas.

« A composicdo da microbiota vaginal de lactobacilos das pacientes saudaveis e
diagnosticadas com CVV apresentou similaridades, enquanto que no grupo de pacientes

com VB foi determinado um perfil distinto de colonizagao.

* Quando os resultados obtidos com a técnica de PCR-ARDRA e PCR-DGGE foram
comparados entre si, foi observado que ambas apresentaram limitagdes, evidenciando a
importancia do emprego de diferentes metodologias para avaliagdo adequada das espécies

de lactobacilos da microbiota vaginal.

* A presenca de lactobacilos produtores de H,O,, isoladamente, ndo implicou protecao
contra CVV, enquanto que a auséncia desses microrganismos pode ser um fator

contribuinte para VB.

* Foi observada maior prevaléncia de isolados leveduriformes identificados como C. nao-
albicans no grupo de pacientes saudaveis (47,6%), em comparagéo aquela determinada no

grupo de pacientes com CVV (10,8%).

L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 utilizados por via oral foram capazes de colonizar a

microbiota vaginal de pacientes diagnosticadas com CVV e VB.
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» A utilizacdo de dose unica de fluconazol (150mg) e suplementagao diaria com capsulas
para ingestao oral contendo os microrganismos probiéticos L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri
RC-14 no tratamento de pacientes com CVV, resultou em taxa de cura mais elevada
(89,7%) para a infecgdo, determinada ao final de quatro semanas de tratamento, em
comparacgao aquela verificada no grupo de mulheres que receberam fluconazol (150mg) e

capsulas de placebo (65,4%).

* O emprego de dose Unica de tinidazol (2g) e suplementagado diaria com capsulas para
ingestao oral contendo L. rhamnosus GR-1 e L. reuteri RC-14 no tratamento de pacientes
com VB, resultou em taxa de cura mais elevada (87,5%) para a infec¢ido, determinada ao
final de quatro semanas de tratamento, em comparagdo aquela observada no grupo de

mulheres que receberam tinidazol (2g) e capsulas de placebo (50,0%).

* No modelo in vitro de infecgdo vaginal por C. albicans, foi verificada inibicdo da populagao
da levedura pela cultura de L. rhamnosus RC-14 (isoladamente) e na presenga L. reuteri
RC-14. Além disso, SLC desses microrganismos aumentaram a secregao de IL-8 e/ou IP-10
pelas células VK2/EGE7. Também foi observada a produgédo de grandes quantidades de IL-
1a e quantidades menores de IL-8 pelas células VK2/EGE7 frente a C. albicans, indicando a
importancia das células epiteliais vaginais e de lactobacilos na mediagéo da resposta imune

frente a levedura.

* O potencial clinico da utilizagdo de microrganismos probidticos co-administrados com
medicamentos antimicrobianos tradicionais, demonstrado neste estudo, pode trazer
beneficios reais no tratamento de infecgbes vaginais, embora mais estudos sejam

necessarios para esclarecer os exatos mecanismos envolvidos.
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ll. EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

PACIENTES SAUDAVEIS

1. Esclarecimentos a paciente: A vagina é constituida por microrganismos conhecidos como
lactobacilos, que funcionam como uma barreira natural contra agentes causadores de infec¢Bes
vaginais (vaginose bacteriana e candidiase vulvovaginal). Estas doencas atingem milhdes de
pessoas no mundo e causam grande desconforto nas pacientes, tais como: corrimento, coceira, mau
odor e sensacdo de queimacdo. Além disso, também é sabido que mulheres com vaginose
bacteriana tém maior probabilidade de apresentar infeccBes pélvicas, infertilidade e de contrair
doencas sexualmente transmissiveis. No caso de mulheres com candidiase vulvovaginal, acredita-se
gue a infeccdo seja perigosa em pacientes no Ultimo trimestre de gravidez. Estas doencas sao
normalmente tratadas com medicamentos (antibidticos e antifingicos) que, apesar de efetivos,
podem apresentar efeitos negativos como a destruicdo dos microrganismos de defesa da vagina, a
selecdo de microrganismos resistentes aos medicamentos utilizados e efeitos colaterais de
intensidade variada (enjbéo, nausea, vomito, etc.). Para contornar esses problemas, a empresa
Christian Hansen (Dinamarca) e a Urex Biotech. Inc. (Canada) desenvolveram, em conjunto, um
produto chamado Urex-Cap-5° que é composto por duas espécies de lactobacilos e que, através de
diversos estudos com pacientes, mostraram-se seguros e eficazes na prevencao e tratamento dessas
doencas, sem apresentar os efeitos negativos geralmente observados com o uso dos medicamentos
tradicionais. Assim, no presente trabalho, serdo avaliados trés grupos de pacientes divididos da
seguinte forma: 60 pacientes saudaveis (auséncia de infeccdo vaginal), 60 pacientes com vaginose
bacteriana e 60 pacientes com candidiase vulvovaginal. Este documento esta sendo dirigido as
pacientes saudaveis, que, caso estejam aptas, poderdo fornecer amostras vaginais coletadas durante
uma Unica consulta com o ginecologista. Este material sera utilizado nos exames de rotina e
fornecerdo dados importantes para compreensao do papel de lactobacilos na microbiota vaginal.
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2. Justificativa e objetivo da pesquisa: O objetivo deste projeto é entender um pouco mais sobre o
papel das espécies de lactobacilos presentes na vagina de mulheres saudaveis e com infeccfes
vaginais, bem como avaliar o efeito do uso de culturas laticas probidticas na prevencao/tratamento
destas infec¢des vaginais.

3. Procedimentos que serdo utilizados e propdésitos: As pacientes saudaveis (auséncia de
infeccdo vaginal), caso queiram, realizardo uma Unica consulta com o médico ginecologista, na qual
serdo coletadas trés amostras da parede lateral vaginal. Este material sera utilizado no exame de
rotina da paciente e sera de extrema importancia para entendermos um pouco mais sobre o papel
protetor dos lactobacilos presentes na microbiota vaginal destas pacientes. As amostras doadas néo
causardo quaisquer danos a saude das pacientes e serdo extremamente Uteis no diagndstico da
paciente.

4. Complicagdes e riscos esperados: A coleta do material vaginal ndo trara qualquer problema a
salide da paciente e serd de suma importancia em seu diagnéstico, uma vez que este material sera
utilizado como parte dos exames de rotina durante a consulta com o médico ginecologista. Além
disso, havera uma equipe médica responsavel que fornecera a assisténcia necessaria sempre que
solicitada.

Todas as informacdes que a paciente desejar saber serdo fornecidas. Se a paciente resolver
desistir de participar como voluntaria deste trabalho, podera fazé-lo a qualquer momento, sem
constrangimento ou puni¢do, ou deixar de ter a assisténcia médica que a mesma tem direito. N6s
pesquisadores estamos nos comprometendo a manter o sigilo profissional dos resultados obtidos
nesta pesquisa, mesmo quando da publicacdo dos resultados, se positivos ou negativos, e que a
identidade da paciente nunca serd divulgada. As informacfes obtidas serdo estritamente
confidenciais.

5. Beneficios obtidos: A participacdo de pacientes saudaveis (auséncia de infec¢do vaginal) neste
estudo trara como beneficios acompanhamento médico ginecolégico e realizacdo de exames que irdo
colaborar no diagnéstico final da paciente. Ndo havera necessidade de repasse de despesas com
transporte e alimentagédo, visto que, a paciente, voluntaria, estara sendo selecionada no momento de
sua consulta médica ao ginecologista.
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IV. QUESTIONARIO. RESPONDA POR FAVOR:

a) Fui esclarecida sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa € 0
tratamento do paciente?

SIM NAO

b) Fui esclarecida sobre a liberdade de retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que
isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu tratamento ou qualquer outro atendimento médico
neste servigco?

SIM NAO

¢) Fui esclarecida de que ndo havera remuneracéo financeira para a minha inclusao no estudo?

SIM NAO

d) Fui esclarecida de que ndo havera indenizacdo além das previstas pela lei, em reparacdo a dano
imediato aos envolvidos no estudo?

SIM NAO

e) Fui esclarecida sobre a seguranca de que minha identidade sera preservada, mantendo-se todas
as informac8es em carater confidencial?

SIM NAO

f) Estou ciente de que os resultados desta pesquisa sejam eles favoraveis ou ndo, serdo tornados
publicos, sujeitos a publicactes cientificas?

SIM NAO

g) Fui esclarecida quanto aos beneficios e riscos deste tratamento e neste momento estou dando
meu consentimento para participar dele como voluntaria?

SIM NAO

V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apds ter sido devidamente esclarecida sobre o projeto de pesquisa acima e
informada sobre os riscos e beneficios deste estudo, consinto em participar, na qualidade de
paciente, deste Projeto de Pesquisa.

Ribeirdo Preto, .......... de oo (o [T
Assinatura do paciente Assinatura do médico
ou Responsavel Legal que obteve o consentimento

(carimbo ou nome legivel com CRM)
Telefone de contato: 3633-2331, ramal 227
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Il. DADOS SOBRE O ESTUDO

TITULO: “Efeito da utilizagdo de culturas laticas probidticas na microbiota vaginal de pacientes
acometidas por infec¢des bacterianas e fungicas”

PESQUISADOR RESPONSAVEL PRINCIPAL: Rafael Chacon Ruiz Martinez
RESPONSAVEL CLINICO: Dr. Silvio Antdnio Franceschini

COORDENADOR DO PROJETO: Profa. Dra. Elaine Cristina Pereira De Martinis
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DURACAO: 2 anos

ll. EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

PACIENTES DIAGNOSTICADAS COM INFECCOES VAGINAIS

1. Esclarecimentos a paciente: A vagina é constituida por microrganismos conhecidos como
lactobacilos, que funcionam como uma barreira natural contra agentes causadores de infeccbes
vaginais (vaginose bacteriana e candidiase vulvovaginal). Estas doencas atingem milhdes de
pessoas no mundo e causam grande desconforto nas pacientes, tais como: corrimento, coceira, mau
odor e sensacdo de queimacdo. Além disso, também é sabido que mulheres com vaginose
bacteriana tém maior probabilidade de apresentar infec¢bes pélvicas, infertilidade e de contrair
doencas sexualmente transmissiveis. No caso de mulheres com candidiase vulvovaginal, a infeccao
€ particularmente perigosa em pacientes no dltimo trimestre de gravidez. Estas doencas sao
normalmente tratadas com medicamentos (antibidticos e antifingicos) que, apesar de efetivos,
podem apresentar efeitos negativos como a destruicdo dos microrganismos de defesa da vagina, a
selecdo de microrganismos resistentes aos medicamentos utilizados e efeitos colaterais de
intensidade variada (enjéo, nausea, vOmito, etc.). Para contornar esses problemas, a empresa
Christian Hansen (Dinamarca) e a Urex Biotech. Inc. (Canada) desenvolveram, em conjunto, um
produto chamado de Urex-Cap-5° que é composto por duas espécies de lactobacilos e que, através
de diversos estudos com pacientes, mostraram-se seguros e eficazes na prevencdo e tratamento
dessas doengas, sem apresentar os efeitos negativos geralmente observados com o uso dos
medicamentos tradicionais. Assim, no presente trabalho, serdo avaliados trés grupos de pacientes
divididos da seguinte forma: 60 pacientes saudaveis (auséncia de infeccdo vaginal), 60 pacientes
com vaginose bacteriana e 60 pacientes com candidiase vulvovaginal. Este documento esta sendo
dirigido as pacientes diagnosticadas com vaginose bacteriana ou candidiase vulvovaginal, que,
durante a primeira consulta com o médico ginecologista, poderdo, caso optem, doar amostras
vaginais que serdo empregadas nos exames de rotina e poderdo nos ajudar na melhora dos
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tratamentos para estas doencas. As mulheres com vaginose bacteriana ou candidiase vulvovaginal
sera indicada a melhor opcdo possivel de remédio (antibidtico ou antifingico) e caso desejem,
também receberdo um produto (probidtico) para auxiliar no tratamento destas infeccdes
(Urex-Cap-5°®) para ser utilizado todos os dias, por via oral (boca), na forma de duas capsulas por dia
(ambas ingeridas no periodo da manha), durante 28 (vinte e oito) dias. Apds este periodo, a paciente
devera (caso queira) retornar ao consultério do ginecologista, para ser consultada novamente, onde
serdo coletadas novas amostras vaginais. Para o controle deste estudo, metade das pacientes
diagnosticadas com vaginose bacteriana ou candidiase vulvovaginal que receberdo o antibiético ou
antifangico, irdo utilizar o placebo. Tanto as mulheres acometidas por estas infec¢des, quanto o
clinico responsavel, ndo saberdo se estardo ingerindo o probidtico ou placebo, e, estes serdo
distribuidos gratuitamente pelo médico e deverdo ser tomados preferencialmente no mesmo horéario
do dia. Desta maneira, as pacientes que estardo ingerindo o antibidtico ou o antifingico estardo
sendo tratadas adequadamente e o probiotico funcionara como um mecanismo adicional na cura e
prevencao contra novas re-infeccfes vaginais.

2. Justificativa e objetivo da pesquisa: O objetivo deste projeto é entender um pouco mais sobre o
papel das espécies de lactobacilos presentes na vagina de mulheres saudaveis e com infeccfes
vaginais, bem como avaliar o efeito do uso de culturas laticas probidticas na prevencao/tratamento
destas infec¢des vaginais.

3. Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos: As pacientes acometidas por infeccdes
vaginais (vaginose bacteriana e candidiase vulvovaginal), serdo selecionadas e caso estejam aptas a
participar do estudo, fornecerdo trés amostras da parede vaginal durante a primeira consulta com o
médico ginecologista, as quais serdo empregadas no exame de rotina da paciente. As amostras
doadas ndo causardo quaisquer danos a saude das pacientes. Sera oferecida a melhor opcao
possivel de remédio (antibidtico ou antifiingico) e caso desejem, também receberdo um produto
(probidtico) para auxiliar no tratamento destas infec¢des (Urex-Cap-5®) para ser utilizado todos os
dias, por via oral (boca), na forma de duas capsulas por dia (ambas ingeridas no periodo da manha),
durante 28 (vinte e oito) dias. ApOs este periodo, a paciente devera (caso queira) retornar ao
consultério do ginecologista, para ser consultada novamente, onde serdo coletadas outras trés
amostras vaginais, que também serdo utilizadas no diagnoéstico da paciente e, mais uma vez,
atentamos ao fato de que ndo causardo quaisquer danos a saude das pacientes. Para o controle
deste estudo, metade das pacientes diagnosticadas com vaginose bacteriana ou candidiase
vulvovaginal que receberdo o antibiético ou antifingico, irdo utlizar o placebo. As mulheres
acometidas por estas infeccdes ndo saberdo se estardo ingerindo o probiético ou placebo, pois estes
serao distribuidos aleatoriamente e de forma gratuita pelo clinico responsavel e deverdo ser tomados
preferencialmente no mesmo horario do dia.

4. Complicagdes e riscos esperados: O produto Urex-Cap-5° é bastante seguro para uso e até hoje
s6 foram descritos raros casos de pacientes que utilizaram o produto e apresentaram dores de
cabeca, facilmente tratadas, e outros que apresentaram aumento de apetite; porém, ndo podemos
descartar a possibilidade de uma reacédo prépria de cada paciente, até entdo, ndo descrita na clinica.
De qualquer maneira, a paciente sera alertada que toda reacdo indesejavel e desconfortavel devera

ser imediatamente notificada a equipe médica responsavel pela pesquisa, que lhe dara toda a
assisténcia necessdria, incluindo a mudanca de tratamento se for necessario.

Todas as informacdes que a paciente desejar saber serdo fornecidas. Se a paciente resolver
desistir de participar como voluntaria deste trabalho, podera fazé-lo a qualquer momento, sem
constrangimento ou puni¢do, ou deixar de ter a assisténcia médica que a mesma tem direito. Nos
pesquisadores estamos nos comprometendo a manter o sigilo profissional dos resultados obtidos
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nesta pesquisa, mesmo quando da publicacdo dos resultados, se positivos ou negativos, e que a
identidade da paciente nunca sera divulgada. As informacdes obtidas serdo estritamente
confidenciais.

5. Beneficios obtidos: A participagdo neste estudo trard como beneficios acompanhamento médico
ginecolégico, realizagBes de exames que irdo colaborar no diagnéstico final da paciente e
monitoramento durante todo o estudo. Ndo havera necessidade de repasse de despesas com
transporte e alimentagéo, visto que, a paciente, voluntaria, estara sendo selecionada no momento de
sua consulta médica ao ginecologista. Quanto aos medicamentos, estes serdo fornecidos
gratuitamente. As pacientes do grupo placebo ou probidtico serdo essenciais para averiguar o papel
protetor de culturas laticas probidticas (Urex-Cap-5®) na prevencao/tratamento de infec¢des vaginais.
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IV. QUESTIONARIO. RESPONDA POR FAVOR:

a) Fui esclarecida sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa € 0
tratamento do paciente?

SIM NAO

b) Fui esclarecida sobre a liberdade de retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que
isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu tratamento ou qualquer outro atendimento médico
neste servigco?

SIM NAO

¢) Fui esclarecida de que ndo havera remuneracéo financeira para a minha inclusao no estudo?

SIM NAO

d) Fui esclarecida de que ndo havera indenizacdo além das previstas pela lei, em reparacdo a dano
imediato aos envolvidos no estudo?

SIM NAO

e) Fui esclarecida sobre a seguranca de que minha identidade sera preservada, mantendo-se todas
as informac8es em carater confidencial?

SIM NAO

f) Estou ciente de que os resultados desta pesquisa sejam eles favoraveis ou ndo, serdo tornados
publicos, sujeitos a publicactes cientificas?

SIM NAO

g) Fui esclarecida quanto aos beneficios e riscos deste tratamento e neste momento estou dando
meu consentimento para participar dele como voluntaria?

SIM NAO

V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apds ter sido devidamente esclarecida sobre o projeto de pesquisa acima e
informada sobre os riscos e beneficios deste estudo, consinto em participar, na qualidade de
paciente, deste Projeto de Pesquisa.

Ribeirdo Preto, .......... de oo (o [T
Assinatura do paciente Assinatura do médico
ou Responsavel Legal que obteve o consentimento

(carimbo ou nome legivel com CRM)
Telefone de contato: 3633-2331, ramal 227
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NOME COMPLETO DA PACIENTE: .....viitititeeeteeeeetee et tns ettt st enseaneaes
DATA DA CONSULTA: ....... [ ... [ ... —CONSULTAN°( )Y10U ( )2
DIA DO CICLO MENSTRUAL: ................
MENSTRUACAO REGULAR: ( )SIM ( )NAO
INFECCAO RECORRENTE (4 OU MAIS CASOS/ANO): ( )SIM ( )NAO
QUEIMACAO: ( )SIM ( )NAO
COCEIRA:( )SIM ( )NAO
DORAOURINAR:(  )SIM ( )NAO
DOR DURANTE ATO SEXUAL: () ( )NAO
MAUODOR:( ) ( )NAO
USO DE METODO ANTICONCEPCIONAL: () SIM .ooovceeeeececeeee e (  )NAO
DIABETES MELLITUS:(  )SIM ( )NAO
BANHO DE ASSENTO COM SECATIVO: ( )SIM () NAO
BANHO DE ASSENTO COM VINAGRE: ( )SIM  NAO( )
USO DE ANTIBIOTICO OU ANTIFUNGICO NOS ULTIMOS 15DIAS: ( )SIM () NAO
PERIODO EM QUE UTILIZOU APENAS O PROBIOTICO:
() ALIVIO DOS SINTOMAS; ( )ENJOO; () VOMITO; ( ) DORDE CABECA;( )
OUTROS: ..o

DETERMINACOES A SEREM REALIZADAS PELO CLINICO RESPONSAVEL:

TESTE DE “WHIFF”: () POSITIVO () NEGATIVO
PH VAGINAL: () INFERIOR OU IGUALA 4,5 ( )SUPERIORA4,5
CONTEUDO VAGINAL:
COLORAGAQ: .....coeeveveerennes ( )HOMOGENEO ( )HETEROGENEO ( )
“BOLHAS” ( )AUSENTE
SINAIS DE COLPITE (VAGINITE): ( )SIM ( )NAO
OUTROS: ..ot

DETERMINACOES LABORATORIAIS:
COLORACAO DE GRAM:
( )NORMAL ( )INTERMEDIARIO ( )VAGINOSE BACTERIANA ( )LEVEDURAS
PRESENGCA DE LEVEDURAS EM PREPARACAO DE KOH A 10%: ( )SIM () NAO
“CLUE CELLS” EM PREPARACAO SALINA: ( )SIM ( )NAO

DIAGNOSTICO:
AMSEL: ( )POSITIVO ( )NEGATIVO
NUGENT: () POSITIVO ( ) NEGATIVO
INFECCAO FUNGICA: ( )SIM ( )NAO
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ACORDO DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL

Efetivado em 7 de Abril de 2005 (o “Dia Efetivo™), Dr. Gregor Reid em conjunto com UREX
BIOTECH INC. (UREX) e Dra. Elaine Cristina Pereira De Martinis, Professora da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiriio Preto - Universidade de Sdo Paulo, localizada a Avenida do Café,
s/n — 14040-903 — Monte Alegre — Ribeirfio Preto — SP — Brasil (Receptor), aqui representada por sua
Reitora, Profa. Dra. Suely Vilela e por seu Diretor, Prof. Dr. Augusto César Cropanese Spadaro,
concordaram mutuamente com as seguintes clausulas e condigbes:

Uma vez que UREX possui e controla a propriedade intelectual ¢ outros direitos (Invengdo) em
relagiio a Lactobacillus rhamnosus GR-1 ¢ L. reuteri RC-14 (Material);, e

Uma vez que o Material tenha sido utilizado de maneira segura por mulheres e parece conferir alguns
efeitos benéficos 4 saide, como descrito em diversos trabalhos cientificos publicados; e

Uma vez que o Receptor tenha requerido acesso a este Material com finalidade de uso em pesquisa
experimental;

s seguintes termos ¢ condigdes devem ser aplicados:

1. UREX deve fornecer ao Receptor amostras do Material. UREX concorda com a utilizagio
deste material pelo Receptor, exclusivamente com o propésito de pesquisa: um estudo clinico
para determinar o efeito destas duas linhagens fornecidas por Chr Hansen A/S, Dinamarca, na
forma de capsulas, contra vaginose bacteriana e candidiase, e estudos in vifre para examinar
os mecanismos de agdio, de acordo com UREX e Receptor (Uso Permitido). O Appéndice |
fornecido pela professora Dra. Elaine Cristina Pereira De Martinis, refere-se ao projeto final
aprovado pelo Comité de Etica local e o niimero de capsulas contendo lactobacilos e placebo
necessirios para a realizagio do estudo.

Em relacio ao recebimento do material pelo Recepror, este deve:

(a) Utilizar o Material exclusivamente para o Uso Permitide e de maneira
alguma para uso comercial ou outros estudos em humanos, a menos que o
protocolo tenha sido aprovado pela UREX;

{b) Limitar o acesso do Material exclusivamente para aqueles que o requerem
para o Uso Permitido, e, para aqueles que estio cientes de, ou ligados a
este Acordo;
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Durante a vigéncia do Termo de Acordo, manter o Dr. Reid informado de
achados, incluindo qualquer problema com os microrganismos, inclusive
contaminacio;

(d) O Receptor representa, garante e concorda gque ndo deve, sem o

(e)

(0

(2)

(h)

(i)

()

consentimento prévio escrito do Dr. Reid, transferir o uso do Material ou
qualquer material biologico ligado ou relacionado com o Material, para
qualquer outro local ou que seja controlado por outras pessoas, E
permitido ao Recepior publicar os dados dos resultados provenientes do
Use Permivido do Marericd, embora deva fornecer a UREX, com trinta
dias de antecedéncia, para revisa-los e oferecer revisdes para a
publicagiio, e, caso o Dr. Reid seja indicado como co-autor, poderi retirar
seu nome da publicagio. A dltima versfo do manuscrito deverd estar de
acordo com ambas as partes. Se houver alguma publicagio em portugués,
o Recepror devera fornecé-la ao Dr. Reid, traduzindo-a para o inglés.

Receptor tera total responsabilidade no manuseio do Marerial e por
qualguer cobertura associada com seu uso em humanos,

A propriedade industrial sobre o Material pertence & UREX BIOTECH
INC. e nio & permitido ao Recepior gqualguer desenvolvimento
tecnologico sobre o mesmo.

UREX BIOTECH INC. tera todo direito, titule e interesse sobre toda e
qualquer invengdio feita exclusivamente por seus funciondrios ou
designados da UREX BIOTECH INC.

A USP terd todo direito, titulo ¢ interesse sobre toda e qualquer invengio
feita pelos funciondrios da USP, exceto caso a invenglo utilize o Material
e o Lso Permitido.

UREX BIOTECH INC terd direito, titulo e interesse sobre invengdes
criadas em conjunto pelos funciondrios de UREX BIOTECH INC. e USP
utilizando o Material. UREX BIOTECH INC. ¢ USP concordam em
cooperar ¢ determinar o melhor procedimento de aclio para proteger
qualquer invengiio que surja do Use Permitido, e UREX BIOTECH INC
concorda em dividir com a USP qualquer renda gerada de tal invengio.

Este Acordo nio deve, por implicagio ou de outra maneira, ser construido
como uma concessio de licenga ou qualguer outro direito além daqueles
expressamente colocados agui. UREX BIOTECH INC. e USP tomardo a
lideranga em assegurar protegdo das patentes. As “Invengbes em
Conjunto™ deveriio ser definidas através de contrato especifico para esta
finalidade, de acordo com regras nacionais ¢ internacionais.

Apds o término do periodo do Uso Permitido, que nfio deve exceder dois anos, a partir da data
de assinatura, o Receptor destruird o material remanescente, a menos que um termo de
exiensdo sgja realizado de acordo com a UREX, de forma escrita,
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3. Este Acordo ndo deve ser realizado para garantir ao Receptor qualquer opgdo expressa ou
implicita, licenga ou outros direitos, titulo ou interesse sobre a Inven¢do. Nada contido neste
Acordo deve ser construido pra obrigar a UREX a fornecer o Material ou realizar um acordo
similar com terceiros.

4. Este Acordo deve ser construido e realizado de acordo com as leis da United Nations
Commission on International Trade Law (UNCITRAL). Se qualquer item deste acordo for
considerado invalido, ilegal, inaplicavel, entdo, a validade, legalidade e aplicabilidade dos
itens remanescentes ndo devem, de forma alguma, serem prejudicados.

5. Este Acordo deve ser valido para o abaixo-assinado, seus sucessores e ndo deve ser assinado
por qualquer uma das partes, a ndo ser em sua totalidade e somente com o comprometimento
total de ambas as partes.

6. UREX, abaixo-assinado, e Inventor(es) podem ser irreparavelmente prejudicados caso o
Material seja transferido para terceiros. Da mesma forma, UREX, pode utilizar medidas
equivalentes, incluindo injungdo e medidas especificas.

7. UREX nio € responsével pela condigdo do Material no momento da recepgéo pelo Receptor
ou viabilidade dos microrganismos. Embora sera certificado pela Christian Hansen com boas
condicdes de manufatura (validade, pureza) do Material, antes que seja entregue ao Receptor.

Em testemunho do presente, as partes concordam plenamente em assinar este Acordo, na(s) data(s)
indicada(s) abaixo, para efetivar o Dia Efetivo.

Sao Paulo, /71

: -
4:\( 4\% \;(9? Lw

Profa. Dra. Suely Vilela 0 o SC 5®Pr0f Dr’Augusto Cesar C ropanese Spadaro
Reitora da Univergidade de Sa%@% O Q> v Diretor da Faculdade de Ciéncias
5 @\V Q\é\'@\ Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
? -~ -

Cay=ere Ve

London, ON, Canada, '& / &1z

Dr. Gregor Reid
UREX BIOTECH INC.
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FACULDADE DE MEDICINA DE { f"""“'k, Rua Tenszina, 690 - CEP: 14055-380

RIBEIRAC PRETO : Ribeirdo Preto - 5P
UNIVERSIDADE DE SAO CSE
PAULO B o
| Novosf Tebefone PABX (0°416) 633-2331/4480
CENTRO DE SAUDE S FAX (D**16) 6312331
ESCOLA

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Saiide Escola da Faculdade de Medicina de
Ribeirio Preto da Universidade de Sdo Paulo

OF. N° 224/05/CO0ORD.CEP/CSE-FMRP-USP. 20/4:2005.
Senhora Professora,

Vimos na presente oportunidade comunicar que o Comité de Etica em Pesquisa do

Centro de Saude Escola da Faculdade de Medicina de Ribeiriio Preto da Universidade de Sao
Paulo, em sua 38 reunidio ordindria, realizada em 19 de abril de 2005, analisou e apreciou o
parecer do Senhor Relator, referente a0 Projeto de Pesquisa: “Efeito da utilizaciio de culturas
liticas probiéticas na microbiota vaginal de pacientes acometidas por infeccdes
bacterianas e fungicas”, protocolo:0146/CEP/CSE-FMRP-USP, que sera conduzido por V.S*
e pelo orientando Rafael Chacon Ruiz Martinez, foi aprovade. Porém, solicitamos que as
alteracdes, referentes as solicitagdes feitas, sejam incorporadas a uma nova versio e
encaminhada a este CEP.

Lembramos que em atendimento a Resolugio 196/96, devera ser encaminhado a este
CEP o relatorio final da pesquisa e a publicagio de seus resultados.

Sendo o que tinhamos para 0 momento, despedimo-nos.

Atenciosamente,

PO~

Prof®.Dr. Laércio Joel Franco
Coordenador do CEP/CSE-FMRP-USP

Ilma. Sra.
Prof. Dra. Elaine Cristina Pereira de Martinis
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP





