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RESUMO 

 

Leveduras pigmentadas destacam-se nos processos biotecnológicos devido aos 

metabólitos produzidos com funções fisiológicas importantes, contribuindo com a 

resposta imune e tratamento de doenças. Assim, com o objetivo de detectar bioprodutos 

dessas leveduras e avaliar o potencial antifúngico foi desenvolvido além de técnicas in 

vitro, um modelo experimental de candidíase vaginal. Leveduras pigmentadas da 

Micoteca URM foram revisadas por critérios taxonômicos clássicos, moleculares e por 

espectrometria de massa. Testes de sensibilidade envolvendo o bioproduto de leveduras 

e antifúngicos comerciais foram realizados frente a isolados clínicos de Candida 

albicans. O isolado com menor concentração inibitória mínima foi selecionado para o 

modelo experimental. Fêmeas Wistar albinas, com peso médio de 230g, foram mantidas 

em temperatura controlada, umidade e fotoperíodo. A pre-disposição à infecção ocorreu 

por antibioticoterapia. A candidiase vaginal foi reproduzida atraves da inoculado de 

suspensão (106 UFC/mL) e C. albicans e após cinco dias foram tratadas com 

subproduto por via intravaginal. As leveduras pigmentadas foram autenticadas como 

Rhodotorula mucilaginosa. Entre outras substâncias, o acido oleico foi produzido com 

destaque pelas leveduras, sobretudo no isolado URM 6683. Apos os testes foi verificado 

a sensibilidade dos isolados de C. albicans tanto in vitro quanto no tratamento de 

candidíase vaginal. A aplicação de especies de Rhodotorula na biotecnologia representa 

uma importante opção na promoção à saúde. 

 

Palavras-chaves: Bioprodutos. Tratamento. Candidíase vaginal experimental. 

Biotecnologia. 



ABSTRACT 

 

Pigment include yeasts in biotechnology processes is due to metabolites produced with 

important physiological functions contributing to the immune response and treatment of 

diseases. Thus, in order to detect and evaluate byproducts of the yeast antifungal 

potential was developed in vitro techniques well as an experimental model of vaginal 

candidiasis. URM Culture Collection of pigmented yeasts were reviewed by classical 

taxonomic criteria, and molecular mass spectrometry. Sensitivity tests involving 

byproduct of yeast and commercial antifungal were performed against clinical isolates 

of Candida albicans. Isolated with lower minimum inhibitory concentration was 

selected for the experimental model. Albino Wistar rats, weighing 230g, were 

maintained under controlled temperature, humidity and photoperiod. The pre-

disposition to the infection resulted from antibiotic therapy. Vaginal candidiasis is 

reproduced through the suspension for inoculation (106 CFU/mL) C. albicans and five 

days later were treated intravaginally byproduct. Pigmented yeasts were certified as 

Rhodotorula mucilaginosa. Among other substances, oleic acid was produced especially 

by yeasts, especially in isolated URM 6683. After testing it was found the sensitivity of 

the isolates of C. albicans both in vitro and in treatment vaginal candidiasis. The 

application of species of Rhodotorula biotechnology is an important option in health 

promotion. 

 

Keywords: Bioproducts. Treatment. Experimental vaginal candidiasis. Biotechnology. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O Brasil abriga uma ampla diversidade de leveduras; as quais são fungos 

unicelulares ainda pouco conhecidos e explorados. O país agrega a maior biodiversidade 

do planeta, sendo a transformação de recursos naturais em bioprodutos algo alcançável 

e que deve ser estimulado. Neste contexto, as leveduras contribuem tanto para a 

estabilidade dos ecossistemas como para geração de insumos biotecnológicos que 

podem ser aplicadas à saúde (Landell; Silva, 2004; Moraes et al., 2005; Ruivo et al., 

2006).  

 O aproveitamento desses fungos deve ser estimulado podendo ser realizado 

através do conhecimento de características fenotípicas, sobretudo de interesse industrial. 

Assim, tem sido impulsionada a utilização destes microrganismos com perspectivas 

para o desenvolvimento comercial. Tendências tecnológicas têm conduzido a aplicação 

dos fungos como potenciais produtores de compostos bioativos, a exemplo de 

pigmentos importantes, como os carotenóides e outros lipídios, constituindo uma das 

mais valiosas classes de compostos para aplicação nas indústrias química, alimentícia e 

farmacêutica (Matsuoka et al., 2003).   

 A produção natural de ácidos graxos pela tecnologia microbiana utilizando 

leveduras pode ser justificada, considerando que os fungos com esta característica 

produzem vários tipos de lipídios, como -caroteno e os ácidos graxos insaturados que 

são fisiologicamente significativos. Dentre estes fungos produtores destacam-se 

espécies de Rhodotorula, as quais pertecem ao grupo das leveduras basidiomicéticas, 

estando assim incluída a R. glutinis (Liang et al., 2009). 

 No Brasil, a exploração biotecnológica ainda encontra-se incipiente. A produção 

biotecnológica de bioprodutos vem ganhando notoriedade devido a determinados 

fatores, como possibilidade de utilização de substratos de baixo custo para a 

bioprodução; surgimemento de substâncias naturais; pequeno espaço para produção, não 

estando sujeita às condições ambientais, e controle das condições de cultivo (Silva, 

2004).  

Muitos microrganismos produzem esses metabolitos, no entanto nem todos são 

industrialmente interessantes, nesse contexto, as leveduras se destacam pelo seu uso 

como fonte de proteínas, capacidade de crescimento em substratos de baixo custo e alto 

teor de açúcar, o bioproduto pode ser controlado e variar de acordo com as condições do 
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meio de cultura, temperatura, pH, luminosidade, dentre outros fatores (Valduga et al., 

2009). 

 Os benefícios desses bioprodutos, a exemplos dos ácidos graxos em relação à 

saúde, vão além de precursores vitamínicos. Estes, apresentam diversas funções 

fisiológicas, incluindo prevenção de determinados tipos de neoplasias, inibição de 

úlceras gástricas, prevenção à fotossensibilização em certas doenças de pele, aumento 

da resposta imunológica a alguns tipos de infecção e até proteção contra doenças 

degenerativas e cardiovasculares (Olson, 1999; Krinsky, 2001; Valduga et al., 2009). 

Apesar da crescente incidência de casos de micoses em pacientes imunocompetentes e 

também imunossuprimidos, estudos aplicados à ação antifúngica destes bioprodutos são 

ainda bastante escassos (Cleff et al., 2011).  

 Desta forma, pesquisas que vislumbrem avaliar o potencial das leveduras em 

produzir bioprodutos e aplicá-los no tratamento da candidíase, micose mundialmente 

mais frequente, devem ser estimuladas. Dentre os casos de candidíase, nas suas mais 

diversas manifestações clínicas, destaca-se a candidíase vulvovaginal, infecção fúngica 

da vulva e vagina, causada pelas várias espécies de Candida, comensais das mucosas 

vaginal e digestiva, que podem se tornar patogênicas, sob determinadas condições que 

alteram o ambiente vaginal (Fidel, 2002). Por outro lado, embora apresente uma 

alteração superficial na mucosa, esta levedurose pode evoluir e acometer outros sítios 

anatômicos, a depender da condição/estado geral do paciente (Macêdo et al., 2010).  

 As reicidivas constantes e até mesmo a resposta terapêutica deficiente denotam a 

necessidade de pesquisas que busquem novas opções terapêuticas para o tratamento da 

candidíase vaginal considerada sexualmente transmissível, e bastante frequente em 

gestantes. Atualmente, a resposta ao tratamento não tem correspondido às expectativas 

necessárias devido à ocorrência de cepas multirresistentes às drogas comercialmente 

disponíveis (Menezes et al., 2009). Assim, a caracterização de isolados de leveduras 

bioprodutoras e a aplicação de uma via microbiológica desse subproduto de interesse 

farmacêutico representam um avanço significativo na busca de tratamentos eficazes e 

menos tóxicos às pacientes acometidas pela candidíase vaginal. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 Obter bioprodutos de leveduras pigmentadas e avaliar o potencial antifúngico in 

vitro e em modelo experimental de candidíase vaginal. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Reativar leveduras de interesse biotecnológico mantidas na Coleção de Culturas 

Micoteca URM;  

 Revisar leveduras de interesse biotecnológico quanto as características taxonômicas 

clássicas e moleculares;  

 Isolar, quantificar e purificar bioprodutos das leveduras reativadas e revisadas;  

 Determinar a concentração inibitória mínima de bioprodutos obtidos de levedura 

pigmentada, anfotericina B, nistatina e fluconazol (drogas-padrão “controle”) frente 

a isolados clínicos de Candida albicans através de teste de sensibilidade antifúngica 

in vitro; 

 Selecionar um isolado clínico de Candida albicans quanto ao padrão de 

sensibilidade ao bioproduto e à droga controle;  

 Avaliar in vivo o potencial antifúngico do bioproduto selecionado através de 

modelo experimental de candidíase vaginal.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. LEVEDURAS 

As leveduras são microrganismos pertencentes ao Reino Eumycota, são seres 

unicelulares e que se reproduzem assexuadamente, de forma rápida, por brotamento ou 

fissão sem produção de esporos. Micromorfologicamente apresentam-se como células 

ovais ou esféricas, alongadas ou cilíndricas com brotamento simples ou múltiplo. Ainda 

podem ser apiculadas, elíticas, elipsóides ou até mesmo filamentosas, formando hifas e 

pseudomicélio, exibem dimorfismo, ou seja, podem se desenvolver tanto na forma de 

levedura quanto na forma de fungo filamentoso (Loguercio-Leite; Esposito, 2004; 

Alexopoulos et al., 1996).  

As leveduras, apresentam uma nutrição quimio-heterotrófica absortiva, 

predominantemente aeróbia, com temperatura ótima de crescimento entre 25 e 30ºC e 

pH de 4 a 7, podendo apresentar-se sob a forma leveduriforme ou filamentosa 

(Alexopoulos et al., 1996). Algumas espécies podem apresentar-se capsuladas. As 

células de levedura, em sua maioria, apresentam um tamanho de 4 a 8µm. Devido às 

condições ambientais, forma e tamanho das células podem variar de acordo com o 

estado fisiológico do microrganismo (Walker et al., 2002).  

Aproximadamente 1500 espécies de leveduras foram descritas, sendo 

classificadas no grande filo Dycariomycota e distribuídos nos dois sub-filos, 

Ascomycotina e Basydiomycotina (Kurtzman e Fell, 2006; Satyanarayana; Kunze, 

2010). Quanto ao seu habitat, esses microrganismos são cosmopolitas e estão 

amplamente distribuídos no meio ambiente, podendo ser obtidos do solo, animais, 

plantas, água, e do ar, bem como a microbiota normal do ser humano.  Os 

Ascomycotina constituem um grupo com o maior numero de espécies de fungos 

descritos. O sub-filo Basydiomycotina é composto, de modo geral, por fungos 

sapróbios, que vivem no habitat terrestre (Costa, 1992). 

A identificação tradicional de leveduras é baseada em métodos que utilizam 

testes morfológicos, bioquímicos e fisiológicos que incluem fermentação de diversos 

carboidratos, assimilação de fontes de carbono e nitrogênio (Kurtzman et al., 2011). 

Ainda, métodos moleculares são rápidos e úteis em análises filogenéticas, estão sendo 

utilizadas, permitindo o aumento do número e o surgimento de novas espécies.  
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No Brasil, a total biodiversidade de leveduras ainda é desconhecida para a 

ciência, no entanto existe um grande interesse industrial e biotecnológico sobre esses 

microrganismos (Ruivo et al., 2006; Moraes et al., 2005; Fuenteria, 2004; Buzzini e 

Martini, 2002; Manfio, 2000; Santos et al., 1996; Rosa et al., 1995).  Estima-se a 

existência de 1,5 milhões de espécies de fungos no planeta, sendo mencionadas como 

conhecidas apenas 5% da diversidade, sendo alguns gêneros ainda representados por 

poucas espécies, a exemplo do grupo Rhodotorula (Hawksworth, 2001). 

 

3.2. CLASSIFICAÇÃO DO GÊNERO Rhodotorula 

O gênero Rhodotorula é um grupo bastante heterogêneo, composto por 38 

espécies e pertence a classe Microbotryomycetes, ordem Sporidiobolales (Kirk, 2008; 

Barnett, 2000). 

Em 1927, Harrison descreveu pela primeira vez o gênero Rhodotorula, o qual é 

facilmente identificado devido à produção de pigmento presente nas colônias. Esta 

pigmentação é característica do resultado da presença de carotenóides produzidos pela 

levedura para bloquear certos comprimentos de onda eletromagnética que seriam 

prejudiciais para a célula. A coloração da colônia pode variar de laranja/avermelhado a 

rosa ou até mesmo amarelo. A partir de 24h a 48h é possível a obtenção de colônias cuja 

temperatura ideal de crescimento está entre 25°C e 37°C de textura da colônia variando 

de lisa e/ou mucosa a rugosa (Almeida, 2005; Fell e Statzell-Tallman, 2000; De Hoog et 

al., 2000; Kwon-Chung e Benett, 1992). 

A capacidade bioquímica e fisiológica das espécies de Rhodotorula apresenta 

baixa atvidade fermentativa, sendo produtor de urease e outras enzimas com potenciais 

aplicações (Fell e Statzell-Tallman, 2000). Algumas características de Rhodotorula sp 

são partilhados com o gênero Cryptococcus, como o crescimento, tamanho, forma da 

célula e habilidade de assimilar uréia. No entanto, difere-se na incapacidade do grupo 

Rhodotorula em assimilar inositol, fermentar açúcares além da pigmentação intensa 

característica (Kwon-Chung e Benett, 1992).  

As espécies de Rhodotorula, apresentam na micromorfologia células ovais, 

esféricas ou alongadas com brotamento polar ou multilateral; presença, ou ausência, de 

hifa ou pseudomicélio (Almeida, 2005; Fell e Statzell-Tallman, 2000). 

Estudos ambientais no Brasil comprovaram a presença de espécies de 

Rhodotorula através de isolamento a partir de frutas tropicais e suco de frutas, laticínios, 
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plantações de cana-de-açúcar, solo da Amazônia, água marítima de praias do Nordeste, 

escovas de dente e até em ambiente hospitalar (Trindade et al., 2002; Warren e Hazen, 

1999; De Azeredo et al., 1998; Kwong-Chung e Bennett, 1992; De Barros et al., 1990; 

Mok at al., 1984). O isolamento destes microrganismos também foi descrito em 

diferentes ecossistemas, como nas profundezas do mar (Ekendahl et al., 2003), na 

Patagônia (Libkind et al., 2004), na Antártica (Pavlova, 2001), e no Mar Morto (Butinar 

et al., 2005). 

Devido às características biotecnológicas das leveduras do gênero Rhodotorula, 

estudos estão sendo desenvolvidos para elucidação dos processos biotecnológicos que 

conduzam a máxima produção de carotenóides, como também a produção de outros 

lipídios a partir de isolados de R. glutinis, R. minuta, R. mucilaginosa e R. aurantiaca 

(Akzu e Eren, 2005; Kaiser et al., 2007). 

Descrita em 1928 por Harrison, R. glutinis é a espécie mais conhecida e 

prevalente nos isolamentos em diversos substratos, tornando-se de ampla distribuição. 

Apresenta colônias de coloração variando de rosa ao vermelho, aspecto mucoide; exibe 

apenas reprodução assexuada por brotamento; sem hifas verdadeiras e formação de 

pseudomicélio (Barnett, 2000).  No entanto, possui a capacidade de assimilar nitrato e 

produzir urease (Barnett, 2000; Freydiere et al., 2001; Warren e Hazen, 1999). Pertence 

a ordem Sporidobolales assim como R. mucilaginosa, portanto, para a autenticação 

taxonômica são necessárias técnicas moleculares, devido a alguns estudos relatarem a 

heterogeneidade genética e fisiológica de R. glutinis (Gadanho e Sampaio, 2002; 

Sampaio et al., 2001; Vancanneyt et al., 1992; Hamamoto et al., 1987; Hamamoto et al., 

1986¹; 1986²; Yamazaki e Komagata, 1981). Na saúde, esta espécie foi também descrita 

como causa de onicomicoses em pacientes imucomprometidos, fungemia em paciente 

com câncer, meningites em pacientes soropositivos e sepse (Shinde et al., 2008;  

Pulvirenti et al., 2010; Diktas et al., 2013; Altun et al., 2014; Menon et al., 2014). 

A descrição de outra espécie R. minuta  por Harrison ainda ocorreu em 1828, 

apresentando distribuição mundial e em vários substratos.  As características das 

colonias em Sabouraud dextrose ágar a 25°C apresentam cor variando de amarela a tons 

vermelhados, textura fluida e mucoide; reprodução unicamente assexuada por 

brotamento; não apresentando hifas (Barnett, 2000).  A microscopia, após 48h de 

incubação a 25ºC no meio de cultura citado, desenvolve células de leveduras globosas e 

hialinas medindo de 3 a 6,5  µm de diâmetro (De Hoog et al., 2000; Kurtzman e Fell, 
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2000). A produção de urease ocorre como nas outras espécies de Rhodotorula. Não 

possui capacidade de assimilar nitrato e de crescer em meios de cultura contendo 

cicloheximida e ainda apresenta crescimento variável a 30°C. Esta espécie tem sido 

citada como capaz de causar endoftalmite, sepse conjunta, e sepse relacionada à catéter 

em paciente HIV positivo (Cutrona et al., 2002; Pinna et al., 2001; Goldani et al., 1995). 

Em 1928 Harrison também descreve R. mucilaginosa a qual chamou 

inicialmente de R. rubra (Barnett, 2000; Benett, 1990). Na verdade, essa espécie possui 

varias sinonímias devido à variabilidade de suas cepas quanto a assimilação de 

carboidratos. Assim, o sequenciamento de nucleotídeos contribui para esclarecer as 

falhas na taxonomia (Fell e Statzell-Tallman, 1998).  As colônias de R. mucilaginosa 

apresentam coloração que variam de creme a alaranjado e até tons de rosa; com textura 

rugosa e brilhante; reprodução unicamente assexuada por brotamento; podem apresentar 

uma simples pseudohifa ou hifa (Barnett, 2000).  Após 72 horas de crescimento a 28ºC, 

as células da levedura são globosas com dimensões variando de 2,5 a 10µm de diâmetro 

(Kurtzman e Fell, 2000). Possui capacidade de produzir urease, como as demais 

espécies do gênero. Contudo, não assimilam nitrato e não apresenta desenvolvimento 

em cicloheximida ou a 40°C. Esta espécie também já foi descrita causando infecção 

humana, sendo então relatada como causa de endocardite aórtica, fungemia e otomicose 

(Vennewald et al., 2010; Maeder et al., 2003; Kurtzman e Fell, 2000). 

Em 1932, Lodder e colaboradores descreveu R. aurantiaca, a qual 

macroscopicamente apresenta colônias amarelas, rosa ao vermelho; de aspecto liso, 

mucoide e brilhante (Barnett, 2000). A melhor temperatura de crescimento é 25°C em 

meio ágar malte.  Com células globosas ou ovóides, podendo ser também alongadas 

medindo entre 3 e 5µm. Assimila nitrato e nitrito e também produz urease (Barnett, 

2000; Kurtzman e Fell, 2000). Nessa espécie é comum a reprodução assexuada por 

brotamento multilateral e pseudohifa (Kurtzman e Fell, 2011; Chang, 2002; Barnett, 

2000; Fell e Statzell-Tallman, 2000). 

 

3.3. PRODUTOS OBTIDOS  

Os fungos, a depender da espécie podem sintetizar lipídios, tendo neste sentido o 

gênero Rhodotorula o acúmulo de aproximadamente 60% de lipídios em sua massa 

celular, assim sendo considerada uma levedura oleaginosa (Dai et al., 2007). A alta 

concentração de lipídios ocorre na ausência de fontes de nitrogênio e no excesso de 
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carbono em meios de cultura, situação que induz o organismo a uma fase estacionária 

então o carbono excessivo é canalizado para os lipídios (Ratledg, 1988). 

Os estudos com leveduras oleaginosas teve maior expressão à partir da década 

de 70. Desde então mais atenção tem sido dada aos estudos com algumas espécies de 

leveduras (Rossi, et al., 2011; Schneider et al., 2013). Espécies de leveduras a exemplo 

de Cryptococcus toruloides, C. curvatus, Lypomices lipofera, L. starkeyi, 

Rhodosporidium toruloides, Trichosporon pululans, T. fermentans, Yarrowia lipolytica 

e Pichia guilliermondii, bem como Rhodotorula glutinis e R. mucilaginosa. Tais 

leveduras têm sido citadas como capazes de acumular mais de 25% de lipídios em seu 

peso seco (Beopoulos et al., 2009; Zhao et al., 2010).  

Outra levedura considerada oleaginosa é o Trichosporon capitatum, que chega a 

acumular lipídios com cerca de 80% de ácido oléico e 89% do seu conteúdo total de 

ácidos graxos insaturados em meio liquido com limitação de nitrogênio. Otimização dos 

meios de comunicação resultou em um aumento de 61% no rendimento lipídico de T. 

capitatum após cultivo a 28°C e 160rpm durante 6 dias. Nos processos industriais essa 

levedura pode ser de uma linhagem promissora para a produção de biodiesel de alta 

qualidade (Wu et al. 2011). 

Na biotecnologia, as leveduras ainda têm sido intensamente avaliadas quanto a 

produção de carotenóides, os quais são amplamente utilizados na indústria de alimentos, 

cosméticos, farmacêuticas, entre outras aplicações; porém o aumento da produção de 

carotenóides enfrenta limitações e dificuldades devido à adequação e condições de 

fermentação das cepas (Bhosale e Gadre, 2002; Aksu e Eren, 2005; Yen e Liu, 2014). 

Assim, a extração de carotenóides e sua otimização tem sido alvo de pesquisas 

avaliando vários fatores, estes relacionados à composição de meio de cultura, 

temperatura, aeração, adição de íons minerais e demais nutrientes que favorecem o 

aumento da produção do pigmento por leveduras (Akzu e Eren, 2005; Maldonade, 2008; 

Park et al., 2007).  

As leveduras do gênero Rhodotorula são amplamente utilizadas na fermentação 

devido a sua natureza unicelular e as altas taxas de crescimento, sendo capaz de 

produzir β-caroteno e torularodeno como produtos finais do seu metabolismo (Costa et 

al., 1987; Kaiser et al., 2007).  

Kim et al., (2011) realizaram estudos com isolados de R. aurantiaca visando 

aperfeiçoar a produção de carotenóides. Assim diferentes fatores como pH, temperatura 
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e concentrações de glicose, extrato de levedura, peptona e sulfato de amônio foram 

avaliados a fim de verificar seus efeitos no aumento da produção de biomassa e 

consequentemente de carotenóides. Diferentes condições de cultura foram previstas para 

maximizar as variáveis de resposta, indicando que não existe uma correlação direta 

entre o crescimento celular e produção de carotenóides.  

Os estudos de Easterling et al. (2009) comprovaram que R. glutinis acumula 

cerca de 38% da biomassa em lipídios quando cultivado utilizando o glicerol como 

substrato. Ainda verificando que ácido graxo esteárico mostrou-se presente em maior 

quantidade dos lipídios produzidos. Segundo Saenge et al., (2011), a produção de 

carotenóides e lipídios pode ser melhorada a partir de crescimento em biorreator agitado 

com pH 6,0 e taxa de aeração controlada em 2vvm. 

Li et al. (2010), realizaram um estudo com R. mucilaginosa isolada de peixes 

marinhos, cultivada em meios contendo amido de mandioca. O isolado apresentou 

47,9% de lipídios em suas células, entres os encontrados destacaram-se, os ácidos 

graxos: ácido palmítico e ácido esteárico. 

Nos estudos de Akzu e Eren (2005) foram verificadas que para produção de 

carotenóides as condições ideais a partir de R. mucilaginosa foram pH 7,0 e temperatura 

de 30°C. O rendimento da produção e a concentração dos carotenóides totais foram 

significativamente aumentados com a taxa de areação até 2,4vvm. A adição de sulfato 

de amônio garantiu o máximo de produção de carotenóides. As fontes de carbono 

utilizadas nesse estudo foram glicose, sacarose, lactose. Os autores concluíram que o 

aumento na concentração de açúcar eleva a taxa de crescimento da levedura e a 

produção total de carotenóides. 

Akzu e Eren (2007) estudaram a produção de carotenóides por R. glutinis e 

consideraram que as melhores condições para obtenção foi pH 6,0 e temperatura de 

30ºC. A concentração mais elevada de carotenóides (125mg de carotenóides totais por 

litro de caldo de fermentação) foi obtida quando 20g/L de melaço de sacarose foi usada 

como fonte de carbono. 

Weber et al. (2007) descreveram um método simples de extração de pigmentos 

carotenóides a partir de células de leveduras congeladas e sua análise por HPLC fase-

reversa utilizando uma coluna C18 e uma fase liquida  com solvente de acetona/água   

para a separação de β-caroteno e astaxantina, a identificação foi confirmada por 
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espectrometria de massa APCI (Ionização Química à Pressão Atmosférica) utilizando 

condições cromatográficas similares. 

Kaiser et al. (2007) investigaram um método para quantificação de carotenóides 

produzidos por bactérias e fungos em pequena escala. Os autores utilizaram técnicas 

enzimáticas para a desintegração das células, tratamentos mecânicos como ultra-som, 

congelamento/descongelamento e tratamentos químicos com dimetilsufóxido. No 

processo de extração utilizaram metanol e clorofórmio misturado, em seguida 

hidroxitolueno butilado e alfa-tocoferol. Os compostos foram separados com HPLC de 

fase reversa com C30. Concluíram que esse método é sensível para a determinação de 

carotenóides a partir de bactérias e leveduras. 

Schneider et al. (2013) investigaram a produção de lipídios e carotenóides por R. 

glutinis cultivadas em efluentes residuais de cerveja. Obtiveram um teor de carotenóides 

totais entre 0,6 e 1,2mg/L. Contudo as condições de cultivo foram inadequadas como 

fontes de carbono (maltose), pH, aeração, uma vez que o controle dessas condições 

contribuem no crescimento celular, bem como a formação de lipídios e carotenóides. No 

entanto, efluentes de cervejaria pode ser considerado um bom substrato para a produção 

microbiana de lípideos e simultaneamente de carotenóides e deve ser objeto de uma 

investigação mais aprofundada. 

Marova et al., (2012) estudando o uso de vários substratos para a produção de 

biomassa de R. glutinis e R. mucilaginosa, verificaram os maiores rendimentos em R. 

glutinis cultivadas em meio de soro de leite a partir do qual obteve 45g/L de biomassa 

contendo 46mg/L de β-caroteno. No entanto, R. mucilaginosa crescida em meio de 

batata adicionado 5% de sal produziu 30g/L de biomassa contendo por 56mg/L de β-

caroteno. Segundo os autores, a biomassa seca de leveduras vermelhas enriquecidas em 

carotenóides poderia ser usada diretamente na indústria de alimentação como 

suplemento nutricional. 

Maldonade et al., (2008) estudaram a composição dos carotenóides de leveduras 

isoladas de ecossistema brasileiro. Os isolados foram cultivados em meio de cultura 

contendo extrato de malte e levedura sob agitação de 200rpm a 25ºC durante 5 dias, sem 

iluminação. Em R. glutinis e outras espécies  como R. graminis predominou β-caroteno 

com rendimento, enquanto toruleno foi o principal carotenóide em R. mucilaginosa. R. 

glutinis teve a mais alta produção de carotenóides totais (881µg/L), seguido por R. 
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graminis (594µg/L). R. minuta apresentou 168 µg/L de carotenóides totais, sendo a 

mais baixa concentração nesse estudo. 

Em estudo realizado na China por Zhang et al. (2014) foi avaliada a capacidade 

de produção de lipídios e de carotenóides por R. glutinis sob diferentes condições de 

exposição a luz e temperaturas. Após a obtenção dos dados, os autores concluíram que 

ausência de luminosidade e baixa temperatura poderia aumentar o teor de lipídios, 

enquanto luz/alta temperatura aumentou os rendimentos de biomassa e carotenóides. Na 

primeira  etapa, a biomassa máxima alcançada foi de 28,1g/L sob luz e alta temperatura. 

Em seguida, a condição de incubação foi alterada para baixa temperatura e escuro, onde 

foi obtido 86,2g/L. de biomassa. Os principais carotenóides identificados por HPLC foi 

o β-caroteno (68,4%), torularrodina (21,5%) e toruleno (10,1%). 

Irazusta et al. (2013) estudaram a  produção de carotenóides a partir do estresse 

oxidativo de R. mucilaginosa. A exposição por uma sobrecarga de cobre (Cu) aumenta a 

biossíntese de carotenóides nesta levedura, modificando ao mesmo tempo a proporção 

relativa dos pigmentos produzidos. A exposição a H2O2, um agente de stress oxidativo, 

isolado ou em combinação com cobre (Cu) também alterou o teor de carotenóides, tanto 

qualitativa como quantitativamente. A alteração da proporção relativa dos carotenóides 

torularrodina, toruleno e β-caroteno, bem como a detecção de γ-caroteno na presença de 

H2O2 e Cu permitiu aumentar a hipótese de que os carotenóides produzidos por R. 

mucilaginosa desempenha diferenças na resposta ao estresse oxidativo da levedura. 

Park et al. (2007) estudaram diferentes solventes para a ruptura química de 

células de R. glutinis para o isolamento de pigmentos carotenóides. As leveduras foram 

cultivadas em 100 mL de meio de cultura contendo extrato de levedura e malte, sob 

agitação de 300 rpm a 22 ºC durante 48 h. A partir de células liofilizadas utilizaram 

cinco solventes (dimetilsulfóxido, éter, clorofórmio, hexano e acetona) diferentes e, 

assim, libertar os carotenóides produzidos intracelularmente. A análise cromatográfica 

identificou que três pigmentos carotenóides (β-caroteno, toruleno e torularrodina) 

estiveram presentes no extrato. Os resultados deste estudo mostraram que, quando os 

solventes foram utilizados em conjunto demonstraram um efeito sinérgico na 

recuperação de carotenóides. Os três solventes testados, dimetilsulfóxido, éter de 

petróleo, e acetona, foram significantes para a extração de carotenóides. Os autores 

concluíram que os resultados sugerem estudos adicionais sobre o uso de misturas de 

solventes para isolar pigmentos carotenóides a partir de leveduras.  
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Hernandez-Almanza et al. (2014) sabendo que várias cepas de R. glutinis 

apresentam características importantes como a produção de grandes quantidades de 

carotenoides, fizeram uma revisão sobre temas que discutem a biologia e biotecnologia 

da levedura, sua fisiologia e rotas bioquímicas, bem como sistemas de fermentação para 

a produção industrial de pigmentos comercialmente viáveis. Concluíram que R. glutinis 

apresenta vantagens para sintetizar lipídios, carotenóides, enzimas, entre outros 

compostos, portanto, tem grande importância industrial que deve ser explorada. 

Passos et al. (2007) analisaram comparativamente a eficiência de três métodos 

de extração de carotenóides totais e astaxantina de microalgas (Chlorella vulgaris e 

Haematococcus pluvialis) e da levedura Phaffia rhodozyma. Dentre as biomassas 

estudadas, a microalga H. pluvialis revelou o maior conteúdo de carotenóides totais 

(20,79 mg de carotenóides totais/g célula seca), enquanto a levedura P. rhodozyma, 

apesar de um menor conteúdo de pigmentos totais (0,22 mg/g célula seca), apresentou a 

maior relação entre a concentração de astaxantina livre e o conteúdo de carotenóides 

totais (cerca de 87,5% dos carotenóides presentes como astaxantina livre), quando 

comparada aos outros microrganismos (C. vulgaris, 13,4%; H. pluvialis, 4,7%). A 

utilização de dimetilsulfóxido como solvente revelou ser a melhor estratégia para a 

extração dos carotenóides entre os métodos estudados. 

Zhekisheva et al. (2002) estudaram o acúmulo de ácido oléico em 

Haematococcus pluvialis sob condições de estresse, correlacionando com os ésteres de 

astaxantina. Em qualquer inanição de azoto ou de luz elevada, a produção de 

astaxantina foi acompanhada. Em todos os casos, os ácidos gordos recém-formados, que 

consistem até 34% de ácido oléico. Além disso, o reforço da acumulação de ácido 

oléico foi linearmente correlacionado com a de astaxantina. 

Razavi e Blanchard (2006) investigaram a identificação e separação dos 

carotenóides produzidos por Sporobolomyces ruberrimus H110 através da criação de 

um método analítico baseado em UV-HPLC/ APCI-MS. Nesse experimento houve a 

identificação de astaxantina, cantaxantina, torularrodina e β-caroteno. Sendo que a 

produção essencial de torularrodina é abundantemente por esta cepa. 

Yen e Liu (2014) estudaram a aplicação de um biorreator para o de R. glutinis 

com diferenças de aeração. Neste estudo, o funcionamento de um fermentador “airlift” 

foi examinado para o cultivo de R. glutinis. A concentração máxima de biomassa de 

25,40g/L foi observada no lote com uma taxa de aeração de 2,0vvm, sendo confirmando 
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que o uso de uma alta taxa de aeração melhora o crescimento celular. Nessa pesquisa foi 

demonstrado que o uso do biorreator tem como vantagem uma operação simples e de 

baixo consumo de energia. 

Libkind e Broock (2006) objetivaram a produção de carotenoide por leveduras 

nativas da Patagônia a partir da biomassa. Foram utilizados como fonte de nitrogênio, 

em meio semi-sintético, sulfato de amônia e uréia e subprodutos agroindustriais (melaço 

de cana, xarope de milho, extrato de malte) como fontes de carbono. Foram isoladas 15 

cepas e a produção máxima de carotenóides totais foi por R. mucilaginosa CRUB 0195 

que chegou a atingir 153µg/g em meio extrato de malte, seguido por meio xarope de 

milho com 156µg/g e meio de melaço de cana com 68µg/g. Entretanto,  culturas obtidas 

de Cryptococcus produziram menos quantidade de carotenóides totais (35µg/g) nos três 

meios testados.  β-caroteno, toruleno e torularrodina foram os principais carotenóides 

identificados nesse trabalho. 

Os estudos de Yang et al. (2011) sobre a produção de astaxantina por P. 

rhodozyma tendo resíduos da mandioca como substrato identificou os efeitos da fonte 

de carbono, o pH inicial e o conteúdo de azoto para o rendimento de astaxantina com 

intuito de otimizar as condições de fermentação para produção. As condições ótimas 

foram teor de açúcar de 40g/L, um pH inicial em torno de 4,0 e um teor de nitrogênio de 

8g/L. Assim, esse estudo mostra que o resíduo de mandioca é um bom substrato para a 

produção da astaxantina por P. rhodozyma.  O rendimento de astaxantina sob a 

condição ideal foi de até 2,98mg/L. 

Ungureanu et al., (2013) apresentaram um método de extração por partição 

centrífuga na recuperação direta de metabólitos de R. rubra a partir de caldo de cultura. 

Torularrodina foi extraída a partir de células de R. rubra ICCF 209 por extração por 

partição centrífuga. Nesse estudo, a recuperação da torularrodina atingiu 74µg/g de 

biomassa, equivalente a 294µg/L de meio de cultura. Os resultados mostraram o 

potencial desta técnica de extração de carotenóides. A cultura em caldo foi utilizada 

como a fase de transporte, com o consumo de solvente moderado e curto tempo de 

extração. 

Chociai et al. (2002) estudando a produção de astaxantina pela levedura Phaffia 

rhodozyma, observaram que a produção pode ser eficiente quando cultivada em meio de 

cultura de baixo custo, à base de caldo de cana diluído 1:10 e uréia a 1g/L. No entanto, a 

produção de biomassa e a formação do carotenoide sofrem a inibição pelo substrato, 
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limitando desta forma a utilização do caldo de cana com concentrações da fonte de 

carbono superior a 20g/L, importante consideração na produção industrial de 

astaxantina. Nesse estudo foi possível aumentar a produtividade do processo em 84%, 

comparando ao cultivo controle. 

Malisorn e Suntornsuk (2008) buscando aperfeiçoar a produção de β-caroteno 

pelo isolado DM28 R. glutinis utilizaram fermentado, rico em lipases, de rabanete e 

salmoura em um reator sob agitação com 30 g/L de sólidos solúveis de fermentado 

rabanete salmoura como único substrato. As condições ideais para a produção de β-

caroteno foi a 30 ºC, pH 6 e 80% de oxigênio dissolvido. Nessas condições, R. glutinis 

produziu 2,7 g/L de biomassa e 20 1µg/L após 24 h de fermentação o máximo de β-

caroteno. Malisorn e Suntornsuk, em 2009, estudaram a produção de β-caroteno por 

DM28 R. glutinis através de cultivo contínuo. Foi realizada uma cinética de fermentação 

e crescimento de DM28 R. glutinis usando fermentado de resíduos gerados pela 

indústria. A concentração adequada do resíduo para a produção de β-caroteno foi de 

30g/L. Os autores observaram que a taxa de crescimento da produtividade de β-caroteno 

por esse isolado em fermentado rabanete salmoura é melhor obtido por cultivo contínuo. 

Saenge et al., (2011) visando conhecer o potencial da levedura TISTR 5159 

Rhodotorula glutinis, estudaram a bioconversão de lipídios e carotenóides. A adição de 

sulfato de amónio como fonte de nitrogênio e Tween 20 como tensioativo aumentou o 

acúmulo de lipídios e carotenóides. Entre os fatores investigados, a relação 

Carbono/Nitrogênio contribui com um efeito significativo sobre a biomassa, teor de 

lipídios e produção de carotenóides. Nesse estudo, a produção de lipídios e carotenóides 

foram melhoradas em um biorreator agitado com pH controlado em 6,0 e taxa de 

aeração de 2vvm. Em fermentação, a maior produção de lipídios foi de 6,05g/L com um 

teor lipídico celular de 60,7% e produção de carotenóides de 135,25mg/L. 

Andersen et al. (2003) verificaram que R. mucilaginosa produz o ácido 

rhodotorulico, quando cultivada em condições limitadas de ferro. A levedura foi 

cultivada em biorreatores com restrição de ferro e fonte de carbono. A sacarose foi a 

melhor fonte de carbono para a produção do ácido rhodotorulico [287 ±11µmol (g 

biomassa)] e a produção poderia ser aumentada, completando o meio com os 

precursores acetato [460 ±13µmol (g biomassa)], ornitina [376 ±6 µmol (g de 

biomassa)], ou ambos [539 ±15µmol (g de biomassa)]. O ácido rhodotorulico foi 

produzido de modo dependente num pH ótimo de 6,5. 
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Maldonade et al., (2007) selecionaram e caracterizaram leveduras produtoras de 

carotenóides na região de Campinas, Brasil. Obtidas em diversos substratos, foram 

identificadas quatro linhagens como R. mucilaginosa e uma R. graminis. Neste trabalho, 

β-caroteno predominou em R. graminis, enquanto toruleno foi o principal carotenóide 

em R. mucilaginosa. Os carotenóides extraídos foram identificados através de análise 

por HPLC.  

Lim et al. (2002) estudaram a separação de astaxantina produzida por Phaffia 

rhodozyma por extração com dióxido de carbono supercrítico. Efeitos da pressão de 

extração, temperatura, taxa de fluxo de CO2 e o uso de álcool etílico na eficiência de 

extração foram determinados. O rendimento mais elevado de astaxantina e carotenóides 

com quantidades iguais de CO2 (50g) foi de 84 e 90%, respectivamente, em 40ºC e 

500bar. Os resultados indicam a importância do processo alternativo para extração com 

solventes orgânicos. 

Tinoi et al. (2005) otimizaram a produção de carotenóides por Rhodotorula 

glutinis utilisando farinha de resíduos de feijão mungo hidrolisada como substrato e 

extrato de batata-doce como fonte de carbono. Os estudos foram utilizados seis 

parâmetros experimentais: concentração de farinha de resíduos de feijão mungo, 

concentração de extrato de batata doce, pH, temperatura, velocidade de agitação e 

tempo de cultivo. Sob condições otimizadas do peso seco da célula foi de 10,35 

±0,13g/L e total de carotenóides foi 3,48 ±0,02mg/L usando 23,63g/L de H2SO4-

hidrolizada farinha de resíduos de feijão mung, 51,76g/L de extrato batata doce, pH 

5,91, 30,3ºC, velocidade de agitação de 258 rpm e tempo de incubação de 94.78h. Os 

resultados demonstraram eficácia do uso de produto agro-industrial amplamente 

disponíveis como substrato e a eficiência do método de otimização simples sequencial a 

obtenção de rendimentos elevados. 

 

3.4. CAROTENÓIDES 

A denominação carotenoide teve origem em 1831 por Wackenroder que 

reconheceu a cenoura, Daucus carota, como a primeira fonte de caroteno, então devido 

ao seu nome científico tem sido aceito como designação (Goodwin, 1952). Estes são um 

dos mais importantes grupos de pigmentos naturais, devido à ampla distribuição, 

diversidade estrutural e funcional. Possuem importância biológica devido as suas 

propriedades fotoquímicas, bioquímicas e antioxidantes. São responsáveis pelas cores 
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laranja, amarela, vermelha de frutas, hortaliças, flores, algas, bactérias, fungos, tecidos 

verdes de plantas e animais (Ribeiro e Seravalli, 2004; Botella-Pavía e Rodrigues-

Concepción, 2006; Maldonade et al., 2007).  

Os carotenóides fazem parte de um grupo amplo de moléculas que podem ser 

encontrados em diferentes formas de vida e com diversas funções, que vão desde o seu 

papel original evolutivo como a fotossíntese, como pigmentos antioxidantes até 

precursores da vitamina A (Frengova; Beshkova, 2009). São micronutrientes bastante 

difundidos na natureza, que apresentam poder antioxidante contra muitas doenças. A 

abundância de carotenóides na natureza é, provavelmente, devido à sua via 

biossintética, que tem sido demonstrada principalmente em vegetais superiores, algas 

microscópicas e em alguns gêneros de bactérias e fungos (Kaiser et al., 2007).  

Estruturalmente, os pigmentos carotenóides são caracterizados por uma cadeia 

alifática, constituída por um sistema de duplas ligações conjugadas com grupamentos 

metila. São compostos químicos da classe dos hidrocarbonetos; e de seus derivados 

oxigenados. Estes dois grupos principais podem ser estruturalmente subdivididos em 

sete grupos: hidrocarbonetos; álcoois; cetonas; epóxidos; éteres; ácidos e ésteres 

(Villela, 1976; Goodwin, 1965). 

A variação de cor dos carotenóides ocorre devido a pequenas modificações da 

cadeia principal. A estrutura básica reflete no modo de biossíntese e consiste de oito 

unidades isoprenóides unidas, conferindo-lhes alta reatividade química, podendo ser 

facilmente isomerizados e oxidados (Davies, 1976; Villela, 1976). As propriedades de 

absorção da luz dos carotenóides derivam do constituído grupo cromóforo, a cadeia 

poliênica. Nesse contexto, um cromóforo de sete ou mais duplas ligações conjugadas 

confere a capacidade de absorver a luz na região visível, atribuindo-lhes colorações do 

amarelo ao vermelho (Britton et al., 1995). A cadeia poliênica também confere à 

molécula alta susceptibilidade à degradação oxidativa e à isomerização geométrica 

causada pela luz, calor ou ácidos (Davies, 1976; Britton et al., 1995).  

De acordo com estudos realizados, cerca de 800 carotenóides foram isolados e 

mais de 600 tiveram as estruturas elucidadas, sendo esses, derivados do mesmo 

esqueleto isoprenóide C40, este esqueleto básico pode ser modificado por diferentes 

rotas, tais como hidrogenação, desidrogenação, ciclização, migração de dupla ligação, 

encurtamento ou extensão da cadeia, substituição, eliminação, adição e rearranjo 

(Villela et al., 1966; ; Rodriguez-Amaya, 1993b; Ribeiro e Seravalli, 2004).  
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Diversas aplicações específicas competem aos carotenóides, como corantes, 

suplementos alimentares, medicamentos, cosméticos e outros fins biotecnológicos. 

Dentre os carotenóides, o β-caroteno é o mais conhecido e de possível ação protetora 

contra o câncer, geralmente atribuída ao seu caráter antioxidante em reduzir danos 

celulares ou teciduais, mas efeitos na regulação de genes também podem estar 

envolvidos (Choudhari et al., 2008; Bhosale; Bernstein, 2004). Este contém dois anéis 

β-ionona, sendo o único capaz de formar duas moléculas de vitamina A (Três et al., 

2007). Outro carotenoide amplamente distribuído é a astaxantina, principal pigmento 

encontrado em crustáceos e saimonídeos e em vários pássaros incluindo certos 

flamingos e íbis, algas verdes, como Neochloris wimmeri e Chlamydomonas nivalis, 

bactérias incluindo Mycobacterium lacticola e Brevibacterium sp, bem como a levedura 

Phaffia rhodozyma e outros fungos do gênero Peniophora (Johnson; An, 1991; Vazquez 

et al. 1997; Bonfim, 1999; Akiba et al. 2000; 2001). 

Astaxantina apresenta forte ação sob os radicais livres, proteção contra 

peroxidação dos lipídios e danos da oxidação do colesterol LDL, membranas celulares, 

células e tecidos. Além disso, tem como funções biológicas, proteção contra oxidação 

dos ácidos graxos poli-insaturados essenciais, aos efeitos da luz UV e aumento da 

resposta imunológica (Zhong-Ce et al. 2006; Zheng et al. 2006).  

Dentre os lipídios produzidos por leveduras, um destaque é o ácido oléico, tanto 

na produção como na utilização. O ácido oléico é um ácido graxo o qual participa do 

nosso metabolismo, desempenhando um papel fundamental na síntese de hormônios. 

Apresenta cadeia longa com 18 carbonos na sua estrutura, e é considerado um ácido 

graxo insaturado (Silva; Gioielli 2006).  

 

3.5 ÁCIDO OLÉICO 

O Ácido Oléico ou Ácido (9Z)-9-octadecenóico (IUPAC) é um ácido 

carboxílico com fórmula molecular C18H34O2 (Figura 1) de cadeia longa, insaturado, 

insolúvel em água e solúvel em solventes orgânicos, é um ácido graxo da família 

ômega. Participa da construção da membrana celular, síntese de hormônios, é bastante 

utilizado como emoliente em cosméticos, apresenta um efeito benéfico na redução da 

oxidação do colesterol LDL (De Angelis, 2001). Por não se tratar de um ácido graxo 

essencial o ácido oléico pode ser sintetizado “de novo” pelo organismo. A sua ingestão 
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é elevada em diversas populações sendo o segundo ácido graxo mais consumido no 

mundo (Us Derpartament Of Agriculture, 2008).  

Os lipídios podem ser sintetizados por diversos microrganismos, entre eles estão 

os fungos filamentosos, leveduras e algas (Silva e Gioielli 2006; Lima et al. 2001). As 

espécies de Rhodotorula acumulam cerca de 60% do peso seco em lipídios, sendo 

considerada uma SCO – single cell oil por apresentar mais de 20% do seu peso seco 

composto por lipídios (Dai et al. 2007). Toda a composição lipídica depende de 

variáveis do cultivo, como composição do meio, tempo de incubação, aeração e 

iluminação (Easterling et al. 2009). O ácido oléico é um dos ácidos graxos encontrado 

na fração éster da astaxantina, a presença desses ésteres sugere uma predominância de 

formas esterificadas. Contudo a avaliação desses ésteres não é uma evidência que a 

produção de astaxantina é realizada pelo microrganismo (Yuan e Chen 1999; Stewart et 

al. 2008). 

Figura 1: Fórmula estrutural do ácido oléico - C18H34O2 

 

Fonte: Anvisa 

Bhuiyan et al. (2014) analisaram perfis de ácidos graxos de Rhodotorula 

mucilaginosa e outras leveduras isoladas da Antártida e não-Antártida. As leveduras 

foram cultivadas em meios de cultura YEP complementado com 0,3% sulfato de 

amônio e 0,3% de potássio ortofosfato di-hidrogenado sob agitação de 150rpm em 5ºC e 

15ºC para as da Antártida e 15ºC e 25ºC para as não-Antártida. A extração foi feita com 

os solventes clorofórmio e metanol. Foi feita análise por CG-MS onde foi constatado 

que R. mucilaginosa isolada da Antártida produziu 44% e 45% de ácido oléico no 

cultivo de 5ºC e 15ºC, respectivamente. Já o isolado não-Antártida de R. mucilaginosa a 

25ºC produziu  77% de ácido oléico, e 72% quando cultivada a 15ºC, nesse ultimo 

cultivo havendo pouca mudança. 

Yen e Chang 2014, estudaram a produção de lipídios totais por R. glutinis a 

partir do cultivo em matéria-prima de baixo custo como a palha de arroz hidrolisada 

como fonte de carbono em biorreator airlift, onde alcançou o maior crescimento de 

massa celular em comparação com o tanque de agitação. O teor de lípidos foi de 34,3 

±0,6% foi obtido em um lote de transporte aéreo com 60g de açúcares/L a uma taxa de 
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aeração de 2 vvm. Obtiveram nos resultados uma alta concentração de ácido oléico e 

ácido linoléico, sendo estes os ácidos graxos predominantes.  

Singh et al. (2013) estudaram e caracterizaram dez cepas de leveduras isoladas 

de núcleos de gelo do Ártico. Dentre elas estava R. mucilaginosa e foi observada uma 

concentração de ácidos gordos insaturados a partir do crescimento em diferentes 

temperaturas (1, 4, 15 e 20ºC). Foi observada uma produção de 74.44%, 89.38%, 

70.88% e 69,90% respectivamente. Também foi analisada a porcentagem de ácido 

oléico deste isolado a partir do crescimento nas diferentes temperaturas, onde este R. 

mucilaginosa apresentou 16.5%, 19.5%, 33.8% e 32.8% de ácido oléico 

respectivamente. Dessa forma, concluem que a diminuição da temperatura aumenta a 

concentração de ácidos gordos insaturados totais. E que estes ácidos graxos, 

eventualmente, ajudam as cepas a sobreviver no frio glacial. 

Cardoso et al. (2004) avaliaram a influencia da administração tópica de ácidos 

graxos essenciais (linoléico e linolênico) e não-essencial (ácido oléico) na cicatrização 

de feridas cutânea em ratos, afirmaram através de uma análise macroscópica que o 

menor tempo de cicatrização foi no grupo tratado com ácido oléico, em seguida de 

ácido linoléico. Até os dias atuais, na prática, se faz uso de óleo de girassol no 

tratamento de feridas, porém se faz necessário aguardar por novas evidências em seres 

humanos. 

O ácido oléico pode ser utilizado com diversas finalidades na saúde, apresenta 

propriedades benéficas, como a diminuição da oxidação de colesterol LDL. Atua como 

prevenção de doenças cardiovasculares e diabetes (Giugliano; Esposito 2008). A 

principal fonte de ácido oléico é a alimentação, podendo estar presente em óleos 

vegetais, sementes e frutos. Há uma controversa a respeito do efeito na função imune, 

alguns estudos relatam ausência de atividade imunomoduladora (Yaqoob et al.1998), 

outro estudo já relatou uma resposta supressora do ácido oléico (Cunha, 2001). A 

presença do ácido oléico está relacionada com o aumento da produção e a indução de 

algumas substâncias semelhantes a hormônios, como a prostaglandina, aumentando a 

permeabilidade vascular no processo inflamatório (Jones 2002). 

 Dessa forma, devido a sua utilização em processos biotecnológicos e também na 

saúde, o ácido oléico merece destaque na sua produção e nos estudos relacionados ao 

seu mecanismo de ação. 
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3.6 O GÊNERO Candida E CANDIDÍASE 

 O gênero Candida apresenta aproximadamente 200 espécies de leveduras na sua 

forma assexuada, comumente se reproduzindo por brotamento. Contudo, algumas 

dessas espécies podem apresentam sua forma teleomórfica. Algumas espécies de 

Candida chegam a apresentar um estágio micelial com produção de micélio verdadeiro 

e/ou pseudomicélio, sendo esta característica importante na patogenicidade do fungo. 

As espécies de Candida foram classificadas como uma levedura gram positiva, 

dimórfica, sapróbio e de virulência limitada (Sobel et al, 1998; Spinillo et al, 1992). Em 

determinadas condições fisiológicas algumas espécies, como C. albicans, por exemplo, 

chegam a produzir clamidosporos, os quais são estruturas de resistência (Pappas, 2006; 

Lacaz et al., 2002; Murray et al., 2000; Levinson; Jawetz, 1998).  

As espécies de Candida podem ser encontradas em diversos substratos 

orgânicos, geralmente estão presentes em saprobiose, fazendo parte da microbiota 

humana. As espécies de Candida vêm sendo utilizadas em diversos segmentos, a 

exemplo da C. lipolytica nos processos industriais. Já outras espécies, cerca de 10%, 

causam infecções/doenças em humanos, a exemplo de C. albicans, C. glabrata, C. 

parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis entre outras (Brasil, 2010; Pappas, 2006; Sidrim; 

Rocha, 2004; Levinson; Jawetz, 1998). 

Historicamente, C. albicans é a espécie mais frequente como agente etiológico, é 

uma levedura caracterizada, pela natureza, dimórfica, assim apresenta hifa, pseudo-hifa 

ou pseudomicélio. Essa mudança de fase na morfologia, o qual ocorre tanto in vivo 

quanto in vitro, é uma característica significante com implicações na patogênese e no 

diagnóstico das infecções causadas por essa levedura. Em condições in vitro, pode ser 

obtida a partir de seu crescimento em meios de cultura sólido ou líquido e a obtenção na 

forma micelial ou pseudomicélio, bem como clamidósporo são influenciadas por vários 

fatores ambientais, tais como, condições de crescimento e alterações na composição de 

meios (Pappas, 2006; Lacaz et al., 2002). 

Em 1839, Langenbeck observou pela primeira vez a mais descrita e estudada 

levedura patogênica a espécie humana, atualmente conhecida por C. albicans. Esta 

espécie foi detectada em pacientes com aftas bucais, apesar de não ter sido considerado 

o agente etiológico da doença. Em seguida, em 1842, David Gruby estabeleceu a 

candidíase oral e classificou esse mesmo microrganismo no gênero Sporotrichum. 

Posteriormente, em 1846, Berg iniciou um estudo detalhado da levedura, afirmando sua 
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relação com a lesão. Em 1853, Charles Robin denominou de Oidium albicans, porém 

em 1890 ele foi renomeado por Zopf como Monilia albicans. E finalmente, em 1923, 

Berkhout incluiu no gênero Candida e denominou a espécie como Candida albicans 

(Sidrim e Rocha, 2004). 

Desde então, o termo candidíase é utilizado genericamente para determinar as 

infecções fúngicas ocasionadas por espécies de Candida. Este gênero de leveduras faz 

parte da microbiota normal do ser humano, sendo encontrado comumente na pele, trato 

gastrointestinal, mucosa oral e particularmente na mucosa vagina das mulheres. 

Entretanto, alguns fatores podem predispor as leveduras do gênero Candida de 

sapróbias se tornarem patógenas, causando então variados quadros de candidíase que ao 

ocorrer na genitália feminina indica vulvovaginite (Pfaller e Diekema, 2007; Prado et 

al., 2009). 

No geral, as infecções por Candida são de origem endógena, sendo decorrentes 

da proliferação ou da mudança do sítio corpóreo da levedura induzidos por algum fator 

predisponente. Contudo, há a possibilidade de infecções exógenas a exemplo da 

veiculação através das mãos, aparelhos de ventilação, sondas e cateteres no ambiente 

hospitalar (Perlroth et al., 2007).  

 

3.7 CANDIDÍASE VULVOVAGINAL 

Aproximadamente 75% das mulheres adultas apresentam pelo menos um 

episódio de candidíase vaginal em sua vida. As infecções por cepas de Candida não 

albicans têm aumentado nos últimos anos. Clinicamente, essas infecções, não são 

diferenciadas, pois causam os mesmos sintomas (Sobel, 2007). 

O corrimento vaginal é um dos inúmeros motivos pelo qual as mulheres buscam 

atendimento médico. Sendo as vulvovaginites o principal diagnóstico, constituindo um 

dos problemas ginecológicos mais comuns (Pedroso, 2009). A Candida, presente 

naturalmente na mucosa, diante de alguns fatores importantes como gravidez, 

antibioticoterapia, tratamento hormonal dentre outros, desencadeia alterações locais 

caracterizando assim uma vaginite. Esta condição clinica pode vir associada, ou não, a 

corrimento e processos inflamatórios secundários do trato urinário (Sidrim; Rocha, 

2004; Tozzo e Grazziotin, 2012).  

A candidíase vulvovaginal (CVV) é a segunda causa entre as vulvovaginites, 

podendo ser ainda mais frequente durante a gravidez (Bombardelli et al., 2007; Sobel, 
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2010; Konaté et al., 2013). Estima-se que cerca 75% das mulheres adultas apresentem 

pelo menos um episódio, sendo 5% de caráter recorrente (CVVR), ou seja, apresenta 

três ou mais episódios no período de um ano (Sheary et al., 2005; Konaté et al., 2013).  

A microbiota normal da vagina é rica em bactérias produtoras de peróxido, os 

quais formam ácido lático a partir do glicogênio, cuja produção e secreção são 

estimuladas pelo hormônio feminino, estrogênio. Esse mecanismo desenvolve um 

ambiente vaginal ácido, com pH em torno de 4,5, favorecendo a colonização de 

Candida e  dificultando a proliferação da maioria dos patógenos (Val; Almeida-Filho, 

2001; Daniel & Robinson, 2005).  A CVV pode ser causada por diversas espécies de 

Candida, em destaque C. albicans, a qual é responsável por 85 a 90% dos casos, 

seguida pelas espécies C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilopsis. Ademais, 

o mecanismo de transformação da colonização em infecção é multifatorial 

(Feuerschuette et al., 2010). 

  Os fatores que contribuem para a defesa vaginal natural vão desde o equilíbrio 

microbiológico da microbiota presente na vagina até a presença das imunoglobulinas da 

classe IgA e IgG, dos polimorfonucleares e monócitos (Giraldo et al., 2006). Entretanto, 

existem situações que predispõem ao aparecimento da candidíase, entre esses fatores a 

gravidez ainda é apontado como a mais frequente (Almeida Filho et al., 1995; Nardin et 

al., 2000; Mardh et al., 2002; Llovera Suarez, 2004; Xu; Sobel, 2004).  

Os usos de anticoncepcionais orais com altas doses de estrogênio e o diabetes 

mellitus, propiciam o aumento na concentração de glicogênio vaginal e 

consequentemente uma maior proliferação fúngica. Somado a isso, o uso de dispositivos 

intra-uterinos, obesidade, antibioticoterapia, corticoterapia e drogas imunossupressoras, 

aumentam o risco de infecção causada por Candida (Fernande; Machado, 1996; Nardin 

et al., 2000; Garcia & Svidzinski, 2002; Daniel & Robinson, 2005; Konaté et al., 2013). 

Em função da baixa dosagem de estradiol, o uso de anticoncepcionais e/ou a 

reposição hormonal vem sendo discutido. Os anticoncepcionais foram descritos como 

importantes fatores de risco para candidíase, entretanto, com os estudos, sua relevância 

é discutível, havendo controversas na literatura, devido à administração desses 

medicamentos em pequenas doses. Dessa forma, haverá uma menor interferência, 

deixando as mulheres menos vulneráveis (Bauters et al., 2002; Grigoriou et al., 2006; 

Holanda et al., 2007; Konaté et al., 2013). 
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Konaté et al (2013) realizaram um estudo a fim de obter dados referentes a CVV 

ocorridas em 400 mulheres com suspeitas clinicas de vulvovaginites, oriundas do estado 

de Abijan, Cote d’ Ivore. Destas, 172 (42%) apresentaram diagnóstico conclusivo para 

CVV. Sendo C. albicans (82,5%), seguido de C. gablatra (10,5%) as espécies mais 

frequentes. 

No Brasil, Ferrazza et al (2005)  estudaram mulheres imunocompetentes de dois 

estados da região sul, Santa Catarina e Paraná, onde constataram que C. albicans foi a 

espécie prevalente com 77,4% e 50,0% respectivamente.  

Estudo realizado na Índia objetivou determinar a frequência de espécies de 

Candida em mulheres de diferentes faixas etárias. Foram coletadas amostras de 

secreção vaginal de 1.050 mulheres com sintomas de vulvovaginites. Onde 215 

(20,47%) foram positivas para espécies de Candida. Candida albicans foi responsável 

por 46,9% dos casos, seguido de C. glabrata (36,7%), Candida parapsilosis (10,2%), C. 

tropicalis (2,8%), C. krusei (1,4%), e C. kiefer (1,9%). Os sinais e sintomas mais 

comuns entre as 215 mulheres com culturas positivas foram prurido com ou sem 

secreção vaginal e eritema vaginal (Ahmad e Khan 2009). 

Rad et al 2011, estudaram as espécies de Candida associadas à candidíase 

vulvovaginal em uma amostra da população iraniana. Foram coletadas amostras de 

secreção vaginal de 200 pacientes com quadro clínico sugestivo da candidíase 

vulvovaginal. Um total de 191 isolados foram obtidos a partir de 175 amostras vaginais. 

Foi atribuído C. albicans como responsável por 67% dos casos, ocorrendo infecções 

simples e mistas.  As outras espécies identificadas foram C. glabrata (18,3%), C. 

tropicalis (6,8%), C. krusei (5,8%), C. parapsilosis (1,6%) e C. guilliermondii (0,5%). 

Nesse estudo foram vista infecções mistas em 10,3% dos pacientes e a combinação mais 

comum foi C. albicans associada a C. glabrata.  

Sharma et al., (2013) pesquisando a frequência de CVV em um hospital terciário 

de Nova Deli, Índia, isolaram C. nivariensis como agente etiológico. Foram 

identificados 100 isolados de C. glabrata a parir da secreção vaginal de pacientes com 

CVV, tendo a identificação do agente realizada por métodos fenotípicos. Desses, quatro 

foram identificadas por meio de reação em cadeia da polimerase (PCR) como C. 

nivariensis e confirmadas por sequenciamento. Quanto a susceptibilidade antifúngica, 

um isolado de C. nivariensis apresentou CIM de 16µg/mL frente à fluconazol, os 

demais isolados foram susceptíveis ao voriconazol, itraconazol, posaconazol, 
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isavuconazole, anfotericina B, e equinocandinas. Fenotipicamente C. nivariensis é uma 

espécie semelhante a C. glabrata, sendo necessária a identificação por métodos 

moleculares.  

Li at al. (2014), na China, isolaram C. nivariensis e C. bracarensis a partir de 

pacientes com CVV. Essas espécies foram encontradas entre os isolados de C. glabrata, 

os quais foram identificados por meio do sistema API 20 C AUX para Candida. A 

identificação desses isolados foi confirmada, através da detecção da região ITS1 do 

RNA ribossomal. Foram 301 isolados identificados como C. glabrata, 293 (97,34%) 

foram confirmados como C. glabrata, sete isolados foram identificados como C. 

nivariensis (2,33%) e um isolado foi identificado como C. bracarensis (0,33%). Os 

isolados de C. nivariensis e C. bracarensis foram confirmados por sequenciamento.  

Nesse estudo, todos os isolados C. nivariensis foram sensíveis à nistatina e sensível 

dose-dependente ao fluconazol, itraconazol, miconazol, e clotrimazol. O isolado de C. 

bracarensis foi sensível a nistatina e os azólicos testados. 

Shan et al. (2014) na China, conseguiu autenticar C. africana a partir de isolados 

de pacientes com CVV. Os isolados foram inicialmente identificados como C. albicans 

por meio do uso do sistema API de Candida. De isolados vaginais identificados 

anteriormente como C. albicans, 1014 foram retrospectivamente reexaminado. E através 

da detecção do gene HWP1, constatado que 15 destes isolados eram C. africana, os 

quais foram susceptíveis a nistatina, fluconazol, itraconazol, miconazol e clotrimazol. 

Gamarra et al. (2014) estudaram 121 leveduras isoladas de 118 pacientes com 

candidíase vulvovaginal. As espécies isoladas foram C. albicans (85,2%), seguido por 

C. glabrata (5%), Saccharomyces cerevisiae (3,3%), e C. dubliniensis (2,5%). Testes de 

susceptibilidade antifúngica foram realizados, sendo observados para fluconazol e 

itraconazol uma susceptibilidade reduzida nas cepas de C. albicans. Todos os isolados 

de C. glabrata apresentaram baixas CIMs ao fluconazol. O clotrimazol apresentou 

excelente atividade contra todos. Todas as cepas foram sensíveis a nistatina.  

Zhu et al. (2014) estudaram as características clínicas e suscetibilidades in vitro 

de C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis isolados de pacientes 

com CVV. Analisaram 63 amostras de C. parapsilosis obtidas de CVV. Seguidas de 

análises moleculares, os isolados foram caracterizados como C. parapsilosis stricto 

sensu (77,8%), C. orthopsilosis (7,9%) e C. metapsilosis (14,3%). Os sinais e sintomas 

da CVV causadas por lato sensu C. parapsilosis, incluindo prurido e eritema, eram mais 
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leves do que as causadas por C. albicans. Nenhum dos isolados de C. parapsilosis lato 

sensu foram resistentes ao fluconazol, miconazol e itraconazol. Tanto C. parapsilosis 

lato sensu e C. albicans foram sensíveis à nistatina. Concluíram que C. parapsilosis 

stricto sensu e C. orthopsilosis estão intimamente relacionados e as espécies de C. 

metapsilosis estavam presentes em associação nas amostras de pacientes com CVV. Os 

sintomas e sinais de CVV causadas por C. parapsilosis são mais leves do que as 

causadas por C. albicans. A susceptibilidade antifúngica e eficácia terapêutica em 

pacientes colonizados por C. parapsilosis lato sensu foram semelhantes às observadas 

em pacientes colonizados por C. albicans. 

De Cremer et al. (2014) estudaram 1600 compostos em combinação com uma 

concentração sub-inibitória de miconazol. A sinergia entre os potenciadores e 

miconazol melhor identificados foi caracterizada. Entre os que apresentaram ação 

sinérgica associada ao miconazol estão o hexaclorofeno, pamoato pyrvinium e 

artesunato. Esses agiram sinergicamente em biofilmes formados por C. albicans. Foi 

constatado que não há nenhum efeito sinérgico entre artesunato e fluconazol, 

caspofungina ou anfotericina B. Sendo assim, os dados revelaram um aumento da 

atividade antibiofilme de miconazol por artesunato, apontando para o potencial na 

terapia de combinação entre miconazol e artesunato para tratamento de infecções 

relacionadas com formação de biofilme por C. albicans. 

Paiva et al. (2012) realizaram uma avaliação in vitro da formação de biofilme 

por diferentes espécies de Candida isoladas de CVV, onde todas as leveduras 

demonstraram a capacidade de produzir biofilme em até 48h após a conclusão do 

ensaio. Mesmo sendo apenas um isolado a partir de cada espécie de Candida, os 

resultados apresentaram uma alta formação de biofilme.  Esses resultados contribuíram 

com a teoria de que o potencial de virulência é multifatorial podendo estar envolvidos 

na fisiopatogenia da CVV. 

Kovachev et al. (2014) realizaram um estudo com intuito de determinar a 

eficácia clínica da terapêutica para o tratamento da infecção vaginal por C. albicans.  

Testaram azólicos isolados e em combinação com probiótico local. Foram estudadas 

436 mulheres com candidíase vaginal onde foram submetidas atratamento com 

fluconazol e fenticonazol vaginal, no mesmo dia; no entanto, aplicações de um 

probiótico vaginal contendo Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, Streptococcus 

thermophilus e L. delbrueckii subsp. bulgaricus também foram administradas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kovachev%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25362524
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começando no quinto dia após tratamento “azol”. Concluíram que a aplicação 

combinadas local de probióticos após a administração de azóis para o tratamento de 

infecções vaginais por C. albicans aumentam a eficácia da terapêutica em mais de 90% 

e podendo prevenir recaídas. 

Ogouyèmi-Hountoa et al. (2014) estudaram 131 mulheres com sinais clínicos de 

CVV num período de quatro meses no Benim, África. Observaram que os principais 

sintomas foram corrimento vaginal (74,8%), seguido por prurido vulvar (51,9%) e 

dispareunia (36,6%). Obtiveram 51 (38,9%) casos positivos com isolamento em meio de 

cultura. Isolou-se Candida albicans em 96,1% dos casos, seguido de C. glabrata em 

3,9%. Os fatores de risco envolvidos foram: gravidez, antibioticoterapia, uso de 

vestimentas inadequadas como roupas íntimas sintéticas e calças apertadas. Além de 

Candida, Gardnerella vaginalis foi encontrada em 36,6% das amostras com uma 

associação com C. albicans em 28,2% dos casos. 

Choukri et al. (2014) tiveram como objetivo determinar o perfil de 

suscetibilidade antifúngica in vitro de um grande número de isolados clínicos de 

Candida spp.. Caracterizaram 200 isolados, sendo 113 C. albicans, 54 C. glabrata, 11 

C. krusei, 11 C. tropicalis e 11 C. parapsilosis. Os “azóis” (clotrimazol, miconazol e 

econazol) determinaram CIM de 0,06mg/L para Candida albicans, já a nistatina exibiu 

uma CIM de 4mg/L. Para as espécies não-albicans, as concentrações inibitórias 

mínimas variaram de 0,5 a 8mg/L, de 1 a 4mg/L e 0,12 a 4 mg/L, para o econazol, 

miconazol, clotrimazol, respectivamente. Nistatina manteve a CIM de 4mg/L para todas 

as espécies não- albicans testadas. Esses dados confirmam a susceptibilidade de C. 

albicans para os antifúngicos tópicos mais utilizados, apoiando a utilização de 

terapêuticas alternativas, tais como nistatina, para o tratamento de candidíase vaginal 

causada por espécies de não-albicans. 

Liu et al. (2014), num período de 2003 a 2012,  na China, estudaram isolados de 

Candida a partir de pacientes com CVV afim de determinar a susceptibilidade 

antifúngica das espécies. Obtiveram 3181 isolados de leveduras obtidas a partir de 3141 

pacientes com CVV. Duas espécies de Candida foram isolados a partir de cada um dos 

40 pacientes (1,3%, 40/3141). C. albicans foi a espécie de Candida predominante (2705 

cepas, 85%) em CVV, seguido por C. glabrata (337 cepas, 10,6%), C. parapsilosis (49 

cepas, 1,5%), C. tropicalis (31 cepas, 1%), Saccharomyces cerevisiae (23 cepas, 0,7%), 

C. krusei (15 cepas, 0,5%), C. famata (11 cepas, 0,4%), Rhodotorula sp. (6 cepas, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1156523314000043
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1156523314000043
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1156523314001553
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0,2%), e C. lusitaniae (2 cepas, 0,1%). Foi realizado a susceptibilidade antifúngica em 

1942 isolados de pacientes com CVV. Todos os isolados de C. albicans obtidos foram 

sensíveis à nistatina. A taxa de C. albicans resistente ao fluconazol, itraconazol, 

miconazol, clotrimazol foi de 1,1% (18/1612), 2,2% (36/1612), 4,2% (68/1612), e 0,9% 

(14/1612). A taxa de resistência não-albicans para fluconazol, itraconazol, miconazol, 

clotrimazol e foi de 11,8% (39/329), 2,5% (8/329), 1,8% (6/329), e 4,3% (14/329). Com 

esse estudo concluíram que há predominância de C. albicans em isolamentos desse 

substrato e a pouca resistência aos antifúngicos padrão. 

Lattif (2011) estudou a tipagem molecular de espécies de Candida, isoladas de 

mulheres diabéticas com CVV na Índia, junto à susceptibilidade in vitro ao fluconazol.  

Identificaram 57 espécies de Candida, sendo elas C. albicans e C. glabrata. A 

genotipagem mostrou que todos os isolados de C. albicans foram geneticamente 

heterogêneos, porém geneticamente relacionados. Já a análise do padrão de bandas de 

DNA obtidos após a PCR das cepas de C. glabrata mostrou que se assemelhavam ao 

genótipo "A". Nos testes de suscetibilidade dos isolados mostrou que mais de 93% dos 

isolados de Candida foram susceptíveis ao fluconazol, com concentrações inibitórias 

mínimas que variaram de 0,5µg/mL a 8µg/mL.  

Carrara et al. (2009) realizaram um estudo do efeito do diabetes experimental 

sobre o desenvolvimento e manutenção da candidíase vulvovaginal em ratas. Visaram 

verificar sua influência sobre a CVV. Os resultados apontaram diferentes glicemias 

entre os grupos controle e experimentais. E concluíram que Diabetes mellitus favorece à 

colonização vaginal e infecção por C. albicans. 

Zhang et al., (2014) com intuito de novas perspectivas para o tratamento, 

estudaram mulheres com e sem HIV e investigaram a susceptibilidade de Candida spp. 

ao fluconazol. Nesse estudo havia 59 mulheres com HIV e 24 mulheres sem HIV. 

Foram recuperadas 280 cepas de Candida a partir de esfregaços orais e vaginais de 

mulheres com e sem infecção pelo HIV. Houve colonização por C. albicans e espécies 

não-albicans nos dois locais. Nos testes de susceptibilidade, isolados de Candida 

glabrata foram caracterizadas como dose dependente e outros resistentes ao fluconazol.  

Cerca de 5% das mulheres apresentam quadro de candidíase vulvovaginal 

recorrente (CVVR). Rosentul et al (2014), apresentaram  um estudo com 119 pacientes 

com CVVR, onde demonstraram a associação de susceptibilidade a CVVR com 

variação genética em TLR2, que pode melhorar significativamente, modulando os 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S168411821100034X
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mecanismos de defesa do hospedeiro contra Candida. Contudo estudos adicionais são 

necessários para avaliar o papel da variação genética. 

Usluogullari et al. (2014) na Turquia, realizaram o primeiro estudo com intuito 

de investigar a correlação do  polimorfismo do gene humano Dectina-1 Y238X com a 

patogênese de CVVR. O resultado deste estudo sugeriu que não existe uma correlação 

entre este polimorfismo e CVVR. 

 

3.8 CANDIDÍASE VULVOVAGINAL EM MODELO EXPERIMENTAL 

 Os modelos experimentais são realizados com culturas de C. albicans inoculadas 

em animais imunossuprimidos, simulando os mais comumentes fatores predisponentes a 

candidíases vulvovaginal ou para verificar o efeito de drogas antifúngicas (Black et al. 

1998; Martines et al. 2001; Zhao et al. 2002). 

 Segal e Josef-Lev (1995) estudaram a indução e prevenções de candidíase vaginal 

em ratas que foram induzidas a diabetes por injeção intraperitonial com 160mg/Kg de 

estreptozotocina (SZ), a qual induziu diabetes estáveis e não letal detectada entre 2–7 

dias pós-injeção de SZ. Ratas diabéticas e controle não-diabéticas foram inoculados 

intravaginalmente com 107 e 1010 células da suspensão de C. albicans. A infecção foi 

avaliada pelo número de ratas infectadas após 3 dias da inoculação e a taxa de  infecção 

durante  35 dias seguidos. Todas as concentrações de C. albicans investigadas 

induziram a infecção vaginal em ratas diabéticas, enquanto nos controle não-diabética 

apenas 40% das ratas inoculadas com  dose mais baixa (107 UFC) desenvolveram a 

infecção. Candidíase vaginal foi 10 vezes mais severa com período de infecção 

prolongado em ratas diabéticas em relação ao controle não-diabéticas. 

 Amostras de C. albicans foram comparadas com relação à habilidade de causar 

infecção vaginal em modelo experimental com ratas, bem como os potenciais 

vaginopáticos dos isolados correlacionados com a expressão de dois genes de 

proteinases aspartil (SAP1 e SAP2) e a aderência in vivo ao epitélio vaginal. A reação 

Dot blot e análise Northen blot com extração de RNA do fluído vaginal de ratas 

infectadas com amostras altamente vaginopáticas H12 e 10261 demonstraram a 

expressão de ambos SAP1 e SAP2 durante a primeira semana de infecção. 

Contrariamente, nenhum gene foi expresso durante a infecção por uma amostra não-

vaginopática. A amostra moderadamente vaginopática também expressou ambos os 

genes, mas o nível de SAP1 no RNAm  aparentemente diminuiu em relação a SAP2. 

http://link.springer.com/search?facet-author=%22Betul+Usluogullari%22
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Nenhum gene foi expresso até mesmo por uma amostra altamente vaginopática, após a 

primeira semana de infecção, concomitante com o decréscimo no número de 

organismos na vagina. A análise da aderência in vivo mostrou que amostras não-

vaginopática aderiram às células do epitélio vaginal menos rapidamente do que 

amostras altamente e moderadamente vaginopática. Desta forma adicional à inabilidade 

para expressar SAP1 e SAP2 in vivo, amostras não-vaginopática não colonizam as 

células hospedeiras na mesma extensão como as outras amostras testadas. Logo, os 

resultados demonstram que expressão in vivo de dois genes de proteinase aspartil 

durante candidíase vaginal sugere associação com o estabelecimento de infecção 

vaginal (De-Bernardis  et al. 1995). 

Stringaro et al. (1997) observaram a detecção e localização ultraestrutural de 

SAP+ em C. albicans em modelo experimental com ratas infectadas vaginalmente. Duas 

amostras de SAP+ e um SAP- de amostra de fungo, que desenvolveram 

experimentalmente alto e baixo potencial vaginopático, respectivamente. Ambas as 

amostras SAP+ consistentemente produziram nível de SAP na vagina de rata, enquanto 

a outra amostra SAP- não produziu nenhuma medida de SAP. A microscopia eletrônica 

de secção finas de esfregaço vaginal fixado quimicamente, mostrou evidência clara de 

hifa nas amostras proteolíticas de C. albicans as quais invadem camadas superiores do 

epitélio queratenizado da vagina. A célula fúngica exibiu uma camada fibrilar sobre a 

parede celular marcada na intermistura de fungo e material vaginal, principalmente 

evidenciada na extremidade da hifa. A técnica immunogold com o uso de apoliclonal 

especificamente gerou anticorpos monoclonal mostrou que SAP está essencialmente 

localizada na parede celular de C. albicans inicialmente durante a infecção.  

A imunidade sistêmica mediada por célula (IMC) é um importante mecanismo 

de defesa do hospedeiro contra infecções por Candida na vagina, recentemente em 

modelo experimental de candidíase vaginal dependente de estrógeno, mostrou que IMC 

de Candida-específica tipo Th1 induzida por imunização com antígeno filtrado de 

cultura de Candida, não tem efeito nos níveis de população de Candida na vagina, 

durante o curso de uma infecção vaginal. O estudo demonstrou que ratas que teve uma 

segunda inoculação vaginal na presença de IMC de Candida-específica tipo Th1, 

induziu uma prévia infecção vaginal. A resposta de hipersensibilidade tipo tardio, 

concomitante com o nível significativo menos células de Candida na vagina do que em 

ratas primariamente infectadas. Em adição, ratas infectadas secundariamente, foram 
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fragmentadas e a penetração superficial dentro do epitélio foi reduzida. Experimentos 

adicionais mostraram que ratas vaginalmente imunizadas não estão protegidas de 

candidíase sistêmica ou gastrointestinal, em contraste com ratas com infecção vaginal 

secundária. Os resultados sugerem que um nível moderado de proteção local contra 

infecção de Candida vaginal pode ser alcançado através de imunização vaginal, o papel 

protetor de Candida-específica periférica tipo Th1 que reativa a mucosa vaginal parece 

ser limitado (Fidel Júnior  et al. 1995). 

A imunização é uma proteção significativa contra candidíase vaginal, assim ratas 

BALB/C foram experimentalmente imunizados por via subcutânea com extrato de C. 

albicans, ao passo que ratas C578L/6 (B6) não foram previamente imunizados. A 

proteção a candidíase vaginal foi transferida as ratas BALB/C por uma população de 

células do baço ou fígado. A remoção de CD3 ou CD4, mas não a célula CD8 antes da 

transferência, revogou completamente a resistência de candidíase vaginal. As amostras 

de recombinante inato (RI) das ratas BALB/C também apresentaram imunoproteção, 

pois os loci presentes nos cromossomos 3, 7, 8 e 18 que são responsáveis pela regulação 

à proteção vaginal estão presentes nos RI. Estes resultados podem contribuir para a 

compreensão dos fatores genéticos que controlam a resposta imune às infecções 

vaginais (Mulero et al. 1998). 

Fidel Júnior et al. (1999b) estudaram em modelo experimental o efeito de 

estrógeno sobre candidíase vaginal e sugere que o local da IMC é mais importante que a 

IMC sistêmica para proteção contra vaginite. O estudo demonstrou que comparando rata 

não infectada, pouca ou  nenhuma mudança na porcentagem ou tipo de células T 

vaginal ocorreu durante a infecção primária ou infecção secundária na vagina, onde a 

proteção parcial foi observada. Os resultados indicam perdas de efeitos demonstrados 

por IMC sistêmico e sugerem que o local das células T são importantes, e estão 

funcionando sem apresentarem aumentos de números significativos na mucosa vaginal 

durante a infecção. 

 Anticorpo humoral (Ab) e resposta imune celular específica a Candida vaginal 

em ratas pseudoestrus foram investigadas durante três infecções sucessivas por C. 

albicans.  Após a primeira infecção protetora, Abs contra antígenos de aspartil 

proteinase e manana estão presentes no fluído vaginal, e o título claramente aumentado 

durante as duas subseqüentes infecções curativas. Em todos os animais, 

aproximadamente 65% e 10% de linfócito vaginal (LV) era CD3 (célula T) e CD3–
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CD5+ (células B), respectivamente. Dois terços de células T CD3+ expressaram 

alfa/beta e um terço expressou gama/delta. Esta proporção flutuou ligeiramente durante 

três infecções por C. albicans, mas nenhuma diferença significativa entre ratas 

infectadas e não infectadas foi encontrada. Mais importante foi a variação na proporção 

entre as células T CD4+/CD8+, particularmente nas células CD25 que são os receptores 

alfa da interleucina-2 (De-Bernardis  et al. 2000). 

Nohmi et al. (1995) examinaram seis hormônios esteróides e verificaram os 

efeitos sobre o crescimento micelial de C. albicans, bem como a atividade inibitória de 

caseína em um modelo experimental contra o crescimento micelial de C. albicans foi 

examinada in vitro usando o método de violeta cristal ou o método de incorporação de 

glicose. Quatro hormônios esteróides, danazol, estradiol, estriol e testosterona não 

obtiveram nenhum efeito sobre o crescimento micelial de C. albicans, porém 

progesterona aparentemente converteu a forma de crescimento de C. albicans de 

levedura para hifa. O danazol (104 M) suprimiu  atividade antí–Candida de  neutrófílos 

em ratos não tratados,  enquanto que a testosterona, estradiol e estriol não tiveram. A 

atividade anti–Candida de neutrófílos de ratos pré–tratados com estradiol foi claramente 

suprimida pela progesterona até 106 M, a qual corresponde a sua concentração no 

plasma em mulheres grávidas no terceiro trimestre. A significância fisiológica deste 

efeito supressivo de progesterona foi discutida em relação à vulnerabilidade de 

mulheres grávidas a candidíase vaginal. 

Fidel Júnior et al. (2000) demonstraram que modelos experimentais dependentes 

de estrógeno e infecção vaginal por C. albicans são amplamente estudados, contudo o 

papel dos hormônios reprodutivos e/ou seus limites na aquisição de candidíase vaginal 

contínua pouco esclarecido. Este estudo examinou os efeitos de estrógeno e 

progesterona sobre vários aspectos em uma infecção experimental juntamente com a 

resposta imune mediada por célula. Os resultados mostraram, que enquanto a 

concentração de estrógeno diminui a infecção vaginal induzida por C. albicans aumenta 

a taxa de infecção vaginal em animais inoculados. A infecção experimental não foi 

observada em ratos tratados com várias concentrações de apenas progesterona. Além 

disso, progesterona não tem efeito na indução e persistência da infecção na presença de 

estrógeno. Finalmente, estrógeno foi associado a reduzir habilidades as células do 

epitélio vaginal para inibir o crescimento de C. albicans. Os resultados sugerem que 
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estrógeno, mas não progesterona, é um fator importante na suscetibilidade para vaginite 

por C. albicans. 

De-Bernardis et al. (2002) com o objetivo de verificar a eficácia de imunização, 

tratou ratas com estrógeno e imunizou por via intravaginal ou intranasal com extrato de 

manoproteina (MP) ou SAP de C. albicans.  Ambos os modos de imunização foram 

igualmente efetivas, induzindo anticorpos vaginais anti-MP e anti-SAP e conferindo um 

alto grau de proteção contra infecção vaginal pelo fungo. Os dados sugerem que 

antígenos de fungo podem ser usados para proteger contra vaginite por Candida.   

Ratas Pseudoestrus tratadas com estrógeno foram inoculadas intravaginalmente 

com 5x104 blastoconídios na fase estacionária de C. albicans e lavado de fluído vaginal, 

e tecidos vaginais foram obtidos no 2º, 4º, 7º, 14º e 21º dias após inoculação. Os 

resultados mostraram que ratas não tratadas com estrógeno apresentaram alta carga de 

Candida na cultura do lavado do fluído vaginal no segundo dia para o vigésimo 

primeiro dia após inoculação. Tecido vaginal de ratas inoculadas com C. albicans 

continha uma grande quantidade de hifa na superfície da mucosa, fornecendo meios 

para estudar a patogênese de infecções de mucosa (Zhao et al. 2002). 

Ghelardi et al. (1998) com o objetivo de melhorar significativamente o beneficio 

terapêutico de econazol no tratamento tópico de candidíase vaginal, propor uma nova 

formulação utilizando o econazol como mucoadesivo em ratos, contudo não se 

constatou nenhuma diferença na atividade do econazol com o econazol mucoadesivo.  

 Sorensen et al. (1998) com o objetivo de observar o efeito de Siringomicina E 

(SR-E) um novo antifúngico produzido pela bactéria Pseudomonas syringae, avaliou a 

eficácia em um modelo experimental de candidìase vaginal. As ratas receberam 

tratamento intravaginal durante 4 dias com SR-E a 2%  em  polietilenoglicol (PGE), 

PGE– 400 ou PGE pomada, ou com clotrimazol a 1%  como controle positivo. Culturas 

fúngicas obtidas da secreção vaginal foram às mesmas anteriormente obtidas ao 

tratamento com 1º, 5º, 6º e 7º dias. Ambas formulações mostraram uma redução da 

colonização de levedura na vagina no 5º dia (P. Itoreq 0,06 e P. Itoreq 0,03 para SR-

E/PEG-400 e SR-E/PEG-pomada, respectivamente) e SR-E/PEG-Pomada reduziu a 

colonização no 7º dia (P Itoreq 0,06), quando comparada com controles tratados. No 

segundo estudo, SR-E foi formulado em três concentrações mais elevadas do SR-E 3%, 

6% ou 12% (W/V) e mostrou eficácia de dose dependente. A concentração de 3% não 

mostrou nenhum efeito, enquanto as doses de 6% e 12% reduziram o número de 
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leveduras. A dose de 12% mostrou uma redução significativa nos dias 5 (P Itoreq 0,01), 

6 (P Itoreq 0,06) e 7 (P Itoreq 0,03), quando comparada com o controle da droga, e no 

5° dia foi mais eficaz do que clotrimazol (Itoreq 0,03 de P). Clotrimazol não reduziu 

significativamente as leveduras na vagina no 6º dia (P Itoreq 0,01) e no 7º dia (P Itoreq 

0,01) quando comparado com a droga controle. Nenhuma resposta inflamatória vaginal 

foi evidenciada pelo exame histológico  no animal  não infectado e tratado com SR-E  e 

a mesma não foi  detectada no plasma, rim ou fígado). 

 Taylor et al. (2000) compararam a virulência de isolados de C. albicans da 

mucosa em pessoas infectadas por HIV, com e sem infecção refratária a fluconazol, em 

um modelo experimental de candidíases sistêmica e vaginal.  Ratas foram inoculadas 

por via intravenosa com 2 isolados virulentos com taxa de mortalidade 

aproximadamente de 70%. Não houve nenhuma diferença in vitro nas taxas de 

crescimento de qualquer isolado, e não se verificou nenhuma associação entre redução 

de mortalidade e a falha clínica a fluconazol na susceptibilidade antifúngica in vitro. Os 

resultados sugerem que a virulência de C. albicans é específica ao tecido e não a um 

fator no desenvolvimento de infecções refratárias a fluconazol em doenças avançadas 

por HIV. 

Martines et al (2001) sordarinas constituem uma nova classe de agentes 

antifúngicos com um novo mecanismo de ação envolvendo inibição seletiva da síntese 

de proteínas fúngicas. A eficácia terapêutica de dois novos azasordarinas, GW471552 e 

GW471558, foram estudados em modelos experimentais de candidíase vulvovaginal em 

ratas imunossuprimidas com dexametasona diluída em água. Candidíase vulvovaginal 

foi estabelecida em ratas estrus ovariectomizados e estrus por inoculação intravaginal 

com 107 UFC de C. albicans 4711E em 0,1 mL de salina, GW471552 e GW471558 foi 

administrado a 1,5 e 10mg/kg de peso do corpo por via subcutânea, 1º dia após 

tratamento. A atividade antifúngica de azasordarina foi avaliada através da contagem de 

colônia e exame histológico. Contra infecção vulvovaginal, ambas comparações 

mostraram eficácia terapêutica significativa. GW471552 foi capaz de eliminar a carga 

de fungo vaginal na dose de 10mg/kg e reduziu significativamente o número de UFC de 

C. albicans na vagina de ratas tratadas com a dose de 5mg/kg (P<0,05). GW471552 

mostrou maior eficácia, eliminando a carga do fungo em 100% de ratas infectadas na 

dose de 5mg/kg e reduzindo significativamente (P<0,05) a contagem regular de C. 

albicans na vagina até a dose de 1mg/kg, os achados histológicos confirmam os 
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resultados microbiológicos. O estudo demonstrou que as azasordarinas testadas são 

efetivas contra candidíase vulvovaginal em ratas imunossuprimidas e podem ser agentes 

antifúngicos promissores para uso humano. 

 

3.9 TRATAMENTO DE CANDIDÍASE VULVOVAGINAL  

As drogas antifúngicas podem ser divididas em duas categorias: drogas que 

afetam a membrana celular e drogas que atuam intracelularmente, interrompendo 

processos celulares vitais, como a síntese de ácido desoxirribonucléico, ácido 

ribonucléico ou proteínas (Sobel, 1990; Trabulsi, 1999). 

O tratamento para combater candidíase vulvovaginal é feito à base de 

antimicóticos, mas deve-se tentar tratar as causas de candidíase para evitar as reincidiva. 

O tratamento de candidíase vaginal é feito com medicamentos eficazes, tomado por via 

oral em dose única ou de uso tópico local. Os objetivos da terapia das infecções vaginais 

fúngicas são o alívio dos sintomas e a erradicação da infecção, ou seja, a cura do 

paciente e o restabelecimento da microbiota vaginal normal. Contudo, uma pequena 

porcentagem de pacientes pode experimentar infecções recorrentes e persistentes, o que 

irá requerer uma terapia mais prolongada ou doses mais altas de medicação (Shimp, 

2002). 

Moraes (1996a) em seus estudos sobre imunoterapia como tratamento de 

candidíase vaginal de repetição têm sido utilizados em pacientes, encaminhados pelo 

ginecologista depois de esgotados os recursos terapêuticos habituais. Estudo prospectivo 

de 3 anos e meio foi realizado com 42 pacientes, as quais se propôs um tempo de 24 

meses de tratamento, o qual mostrou eficácia de 64,3%, com redução significativa no 

número de episódios de candidíase por ano. Mostrou também que pelo menos 40% 

dessa pacientes aderiram aos dois anos de imunoterapia, que a maioria cumpriu apenas a 

metade do tempo previsto inicialmente. Essa modalidade terapêutica é um recurso a ser 

bem considerado em pacientes refratárias aos tratamentos convencionais, especialmente 

naquelas com história pessoal e familiar de atopia. 

Uma variedade de agentes antifúngicos estão disponíveis para o tratamento de 

candidíase vulvovaginal, incluindo fluconazol, cetoconazol e itraconazol. Entretanto, 

algumas preocupações existem a respeito da segurança  do uso de cetoconazol associado 

a longo prazo e questões emergem da resistência de Candida a fluconazol, os quais 
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foram relatadas em alguns sub grupos de pacientes. O itraconazol tem provado eficácia 

no tratamento das infecções de mucosa por Candida (Del-Rosso et al. 1998).  

Para comparar três regimes de tratamento de candidíase vaginal, foram 

selecionados um total de 150 mulheres com evidência clínica e micológica de 

candidíase vaginal, destas 50 receberam aleatoriamente uma dose de 200mg de 

itraconazol durante 3 dias, 50  dose única de 15mg de fluconazol oral  e 50 dose diária 

de 100mg de clotrimidazol intravaginal por 6 dias.  Os resultados foram avaliados 

previamente entre 5 e 15 dias e posteriormente após 30–60 dias. Na avaliação em curto 

ou longo prazo, as espécies de Candida foram completamente erradicada da vagina em 

74% do grupo tratado com itraconazol oralmente durante 3 dias, 70% no grupo com 

fluconazol  com dose única oral  e 60% no grupo de clotrimazol intravaginal, 

respectivamente. A taxa de eficácia clínica foi de 88% nos grupos tratados com 

itraconazol, 76% no grupo com fluconazol e 58% no grupo tratado com clotrimazol 

intravaginal. Nenhum grupo apresentou efeitos colaterais relacionados ao tratamento. 

Assim confirma-se a eficácia terapêutica de candidíase vaginal com itraconazol ou 

fluconazol oral (Mikamo et al. 1998). 

Candido et al. (1999) afirmam que candidíase vaginal continua sendo uma causa 

comum nas mulheres com corrimento vaginal, prurido e com outras queixas. Embora os 

numerosos agentes antimicóticos que estão disponíveis para tratamento das vaginites 

provocadas por leveduras, existem poucos dados comparativos com a atividade in vitro 

dessas drogas. O objetivo deste estudo foi isolar e identificar espécies de Candida na 

vagina e no ânus de pacientes tratadas em uma clínica de ginecologia, bem como 

determinar a susceptibilidade a compostos azólicos avaliados pelo método do E-teste. 

Os esfregaços vaginais e retais foram coletados de 80 pacientes não grávidas com idade 

entre 18-59 anos, com atividade sexual, com e sem vaginite. Foram utilizados os 

métodos tradicionais para a detecção de leveduras patogênicas. A susceptibilidade dos 

isolados ao fluconazol, cetoconazol e ao itraconazol, foi medida pelo método de difusão 

em ágar (E-teste), usando o meio de RPMI 1640 com 2% de glicose e tampão fosfato. 

Foram isoladas 33 espécies de Candida de 17 pacientes, em proporções similares de 

ambos locais anatômicos. Das 17 pacientes, em 12 foram identificadas 24 amostras de 

C. albicans no trato vaginal e retal.  A susceptibilidade dos isolados ao fluconazol, 

cetoconazol e itraconazol, mostrou que 21% das amostras de C. albicans foram 

resistentes ao cetoconazol, 54% foram resistentes e itraconazol e nenhuma foi resistente 
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ao fluconazol. A sensibilidade dos isolados foi similar, independendo do sítio 

anatômico, indicando que estas amostras são do mesmo fenótipo. 

Edelman e Grant (1999) estudaram a redução de custos com terapia, esta tem 

sido desenvolvida para os principais agentes antifúngicos utilizados no tratamento de 

candidíase vaginal, incluindo clotrimazol, econazol, isoconazol, miconazol, terconazol e 

fluconazol. Uma busca na literatura médica identificou 14 estudos que compararam 

terapias de dose única para candidíase vaginal em mulheres não grávidas. Esses estudos, 

realizados com metodologias semelhantes, forneceram informações suficientes para 

avaliação clínica e para a taxa de cura micológica. Houve poucas diferenças 

significativas entre dados clínicos ou a taxa de cura micológica na terapia de dose única, 

e nenhuma terapia foi consistentemente melhor que qualquer outra, assim até que novas 

informações estejam disponíveis, a escolha da terapia continuará sendo baseada na 

preferência clínica individual. 

C. albicans é uma realidade clínica, mais ou menos evidente em pessoas 

saudáveis, devido a várias razões, diminuição de proteções imunológicas, assim esta 

espécie pode torna-se patológica em diferentes localizações do corpo: boca, áreas da 

pele ou região vulvovaginal. Foram selecionadas 135 pacientes, tratadas por uma droga 

antimicótica original (Tratamento P) ou alternativamente com base em uma lista 

aleatória de antimicóticos comumente usado no mercado (tratamento M). Ambos 

tratamentos foram em forma de ducha vaginal e o tempo de tratamento foi planejado 

durante o período de 8 dias, e em qualquer caso até a cura  dos sintomas. A análise 

estatística dos dados coletados mostrou os seguintes resultados: nas duas subamostras 

de tratamentos P e M as drogas antimicóticas demonstraram uma eficácia sobre vários 

sintomas durante o período terapêutico, com boa tolerabilidade, contudo o tratamento P 

mostrou um desempenho ligeiramente melhor em alguns parâmetros selecionados, 

sendo este sugerido como um novo agente antimicótico (P) (Scupilliti et al. 1999). 

Estudo comparativo usando um modelo duplo-cego aleatório foi utilizado para 

avaliar a eficácia de clotrimazol contra flutrimazol, para o tratamento de candidíase 

vulvovaginal aguda. Ambas as drogas foram administradas em dose única de 

comprimido vaginal contendo 500mg da droga e creme tópico diariamente duas vezes 

por 7 dias. Todas as pacientes com mais de 18 anos tinham candidíase vaginal ou 

vulvovaginal aguda, evidenciado pelo exame clínico e confirmado com exames direto e 

de cultura. Todas as pacientes foram examinadas antes do tratamento, de 9 a 10 e  25 a 
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31  dias no começo e após o tratamento. Das 107 pacientes inclusa no início da 

pesquisa, 101 completaram o tratamento corretamente, 53 no grupo tratado com 

clotrimazol, 48 no grupo com flutrimazol nos primeiros 9 a 10 dias. A taxa de cura 

micológica foi de 78,9% no grupo tratado com clotrimazol e 87,5% no grupo com 

flutrimazol. No segundo momento (25 a 31 dias), a taxa de cura foi de 86,8% no grupo 

tratado com clotrimazol e 95,8% no grupo com flutrimazol. As diferenças entre os 

grupos em relação a taxa de cura  não foi estatisticamente significante. Na maioria dos 

casos a cura micológica foi associada com o desaparecimento dos sintomas. Foram 

observados efeitos adversos nas pacientes em uma porcentagem muito pequena, e em 

todos os casos foram mínimos. Concluindo que comprimido vaginal de dose única de 

clotrimazol e flutrimazol mostram alta eficácia, similaridade na resposta terapêutica, 

assim como tolerabilidade de pacientes no tratamento de candidíase vulvovaginal aguda 

(Amrouni et al. 2000). 

Czaika et al. (2000) reincidiva crônica de candidíase vulvovaginal é uma 

problemática diagnóstica na enfermaria ginecológica e dermatológica. Prognóstico e 

terapia são primariamente determinados pelo microrganismo causal e pela interação da 

espécie fúngica com o agente antifúngico atualmente disponível.  

Moraes et al. (2000) avaliaram a eficácia de imunoterapia em alérgeno de C. 

albicans em mulheres com teste de pele positivo para este fungo. Sendo conduzido um 

estudo prospectivo pela técnica Cohort em 34 mulheres, com idade média de 33,5 anos, 

variando 18 a 57, com reincidiva de candidíase vaginal referido por ginecologista a um 

alergologista. Todas as pacientes tinham cultura vaginal positiva para C. albicans e 

foram indiferentes a outro modo de tratamento. A estas mulheres foram oferecidas à 

opção de imunoterapia alergena com C. albicans durante um período de 24 meses. A 

eficácia da terapia foi avaliada por 33 meses, as quais foram tratadas com injeções 

semanais de extrato alérgeno de C. albicans no período de 17,4 ± 7,2 meses (4 a 24 

meses). Vinte e duas mulheres tiveram melhora nos sintomas, em nove pacientes (26%) 

ausência de episódios agudos durante 2 anos, 13 pacientes (38%) respostas parciais, 

como diminuição no número e intensidade dos episódios. No geral, 64% das pacientes 

melhoram, onze pacientes não mostraram nenhuma melhora e pioraram. Os efeitos 

foram evidentes após 2 a 12 meses de terapia (média 3,5 meses). A incidência média de 

episódios de vaginite por ano diminuiu de 8,5 ± 2,6 a 3,6 ± 4,3 (p=0,000). O estudo 

também mostrou que a maioria das pacientes são atópicas (70%), tinham rinite alérgica 
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(67%) e história familiar de alergia (70%). Os resultados sugerem que em um subgrupo 

de pacientes com reincidiva de candidíase vaginal, a imunoterapia alergena com C. 

albicans diminuiu o número e intensidade de episódios. 

Pacientes que se autodiagnósticam de infecção por levedura, arriscam perder 

outras etiologias concorrentes, envolvendo dois ou mais organismos que requerem 

diferentes tratamentos, pois algumas patologias têm sintomas similares a Candida. 

Cuidado deve ser tomado então para assegurar que o prurido não seja devido ao herpes 

simples, alergias, dermatite de contato ou psoríase. É importante assegurar que o 

corrimento vaginal não seja devido à tricomoníase, vaginose bacteriana, Clamidia ou 

infecção gonocócica. Além disso, o profissional médico não espera encontrar bolhas 

genitais, dores abdominais, febre, sangramento irregular ou queixas de dor em um 

paciente com candidíase vulvovaginal  (Ringdahl, 2000). 

Bauters et al. (2002) estudaram com propósito de determinar a prevalência de 

colonização vaginal por Candida utilizando um método de detecção rápido, para 

examinar as determinantes de candidíase vaginal e avaliar a susceptibilidade ao 

fluconazol. Swab vaginal foram coletados de mulheres selecionadas da clínica do 

Departamento de Ginecologia e Obstetrícia. Foi feita uma diferenciação entre pacientes 

com exame de KOH negativo e positivo. Os resultados foram realizados com 612 

mulheres, 39 (6,3%) com diagnóstico de candidíase clínica. A taxa global de 

colonização de levedura foi de 20,1% e C. albicans foi a mais frequentemente isolada 

(68,3%). Susceptibilidade ao fluconazol in vitro foi testada com o método padronizado 

pelo Comitê Nacional para Laboratório com 21,1% dos isolados resistentes. 

Ocorrência ampla de infecção de mucosa causada por Candida, em particular 

candidíase vulvovaginal recorrente entre mulheres de idades férteis, tratadas com 

fungicidas, tem aumentado o número de investigações com relação a imunoterapia de 

vaginite por Candida. Esta pesquisa discute três diferentes abordagens experimentais 

demonstrando ser potencialmente transferido para doença humana: o uso de anticorpos 

contra enzimas ou adesinas bem definida na superfície celular; a geração de toxina 

“Killer” Candida e a geração de vacinas terapêutica e imunomodulatória (Magliani et 

al. 2002a). 

Novas estratégias para tratamento de candidíase vaginal têm sido recentemente 

exploradas, devido à ocorrência generalizada desta doença, em particular como 

infecções reincidivantes, limitações seguras e eficácia antifúngica, bem como a falta de 
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abordagem preventiva. Foram discutidas novas estratégias com quimioterápicos e 

imunoterapicos, baseado no entendimento de imunopatogênese na prevalência da 

infecção humana. O papel dos anticorpos assassinos ou seus derivados moleculares, 

como por exemplo, anticorpos que mostram atividades antibióticas na parte interna da 

levedura da toxina assassina, caracterizada por um amplo espectro de atividade 

microbiana, e o receptor da parede celular específica da levedura, como novos agentes 

terapêuticos e vacinas preventivas ou terapêuticas (Magliani et al. 2002b). 

A incidência comparativa de candidíase vaginal sintomática tratada com 

pivimecilina e norfloxacina em mulheres sintomática aguda foi determinada 

aleatoriamente em ensaio clínico duplo-cego. Presença de vaginite por Candida foi 

baseada na presença de sintomas específicos, tais como prurido genital e/ou a prescrição 

de terapia específica anti-Candida foram as seguintes: Estudo 1 pivimecilina 200mg 

oferecida durante 7 dias 13 (4,6%), pivimecilina 200mg durante 7 dias 7 (2,4%), 

pivimecilina 400mg  durante 3 dias 6 (2,1%) e placebo 6 (2,1%)  P=0,19. Estudo 2 

pivimecilina 400mg durante 3 dias 7 (1,5%), norfloxacina 400mg durante 3 dias 20 

(3%)  P=0,016. A incidência de vaginite por Candida em mulheres sintomáticas aguda 

após 3 dias de tratamento com pivimecilina 400mg é similar àquela com placebo e 

significativamente menor do que a incidência com norfloxacina 400mg  durante 3 dias 

(Menday,  2002). 

Segundo Passos et al. (2002) corrimento vaginal é uma queixa frequente nos 

serviços de ginecologia. Dessas queixas, as infecções por vaginose bacteriana, 

candidíase e tricomoníase são as mais prevalentes. Vários microbicidas estão sendo 

testados e os a base de cloro possuem história e ação potente. O objetivo foi isolar os 

principais microrganismos envolvidos em infecções vaginais, testar a eficácia terapeuta 

de solução com hipoclorito de sódio em aplicação vagina, comparando os resultados 

com grupo placebo. 

Estudo ao acaso comparou a eficácia e tolerabilidade de dois anti-sépticos 

vaginal em 180 pacientes com infecções vaginais de etiologia variada (vaginose 

bacteriana, candidíase vulvovaginal e tricomoníase), as quais foram aleatoriamente 

distribuídas em dois  grupos tratadas com  10mg cloreto de dequalinium (CAS 522-51-

0, fluomicina N (R)) e 200mg iodo de povidona (CAS 25655-41-8) uma vez por dia 

durante 6 dias. Exames de controle aconteceram no 5º e 7º dias após o fim do 

tratamento, e 3 a 4 semanas após o primeiro exame controle. A quantidade de sintomas 
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totais é sumarizada pela quantidade de sintomas clínicos, corrimento, queimor, prurido, 

vermelhidão da vulva/vagina, definidos como parâmetros eficazes primários. Ambos os 

tratamentos melhoraram fortemente os sintomas de infecção vaginal a curto e em longo 

prazo. Análise descritiva dos paramentos secundários, pH vaginal, grau de pureza da 

microbiota vaginal e número de lactobacilos confirma a eficácia com ambas terapias 

para restabelecer a microbiota vaginal. Os resultados da análise de eficácia da avaliação 

dos antifúngicos foram muito bons em 70%-90% dos casos, com boa tolerabilidade de 

ambas preparações indicadas  pelo  baixo número de efeitos adversos (Petersen et al.  

2002). 

Yano et al., (2014) objetivaram determinar a influencia de alarmin S100A8 na 

resposta de neutrófilos polimorfonucleares (PMN) in vitro, avaliando os receptores de 

reconhecimento padrões (PRRs). Os resultados revelaram que, de acordo com dados 

relatados anteriormente in vitro, derivados eucarióticos S100A8 induz quimiotaxia 

PMN significativamente in vivo. Por outro lado, a falta de alarmin S100A8 

biologicamente ativa não teve nenhum efeito na resposta de PMN, in vivo. As análises 

de PRR, Toll-like receptor 4 (TLR4) e SIGNR1 em células epiteliais vaginais mostrou 

uma redução dramática por C. albicans na indução S100A8/S100A9 RNAm in vitro. 

Concluíram que estes resultados sugerem que alarmin S100A8 é suficiente, mas não 

necessário, para induzir a migração de PMN durante a CVV e que a resposta vaginal 

PMN para C. albicans envolve PRRs além de SIGNR1 e TLR4, ou outras vias de 

indução. 

 Elizondo-Zertuche et al., (2014) estudaram a eficácia de ravuconazol em um 

modelo murino de vaginite por Candida albicans. Eles objetivaram comparar a eficácia 

de ravuconazol e fluconazol no tratamento de vaginite por C. albicans. Foi realizado 

testes de suscetibilidade in vitro de 40 isolados, uma cepa resistente a fluconazol (CIM 

de > 64μg / ml) foi selecionada para o estudo in vivo. Para o tratamento utilizaram os 

regimes de 1, 5, 10, e 20mg/Kg uma vez aor dia de ravuconazol; 20mg/Kg duas vezes ao 

dia de ravuconazol; 20mg/Kg uma vez ao dia de fluconazol; e 20mg/Kg duas vezes ao 

dia de fluconazol.  Regimes de fluconazol ou ravuconazol na dose de 20mg/Kg duas 

vezes ao dia eram mais eficazes para reduzir a carga de C. albicans resistente ao 

fluconazol do que a administração de dose única. Os autores comcluem que a 

erradicação de C. albicans a partir da vagina não foi observada com o tratamento no 

modelo animal, embora o tratamento de ravuconazol mostrou uma concentração inferior 
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de fungos 14 dias após a administração da droga. 

 Nos estudos de Zhang et al., (2013) verificaram a gravidade da infecção de CVV 

em ratos por medida qualitativa, na contagem de colônias e pontuação histopatológica. 

No procedimento experimental utilizaram ratos BALB/c com idades entre 8 a 10 

semanas. Os três grupos experimentais foram separados de forma aleatória, e receberam 

doses hormonal, por 3 dias antes da inoculação vaginal. A infecção se deu por via 

intravaginal com 10µl (5×104) de suspensão de Candida albicans, os animais controles, 

foram inoculados 10µl de solução salina. O exame direto, a contagem de colônias e o 

histopatológico, foram realizados 3, 7 e 14 dias após a inoculação. Identificaram que o 

tratamento com estrogênio aumentou a carga fúngica vaginal e extensão da infecção e 

inflamação em comparação com o grupo controle. Contagem de colônia atingiu o pico 

no terceiro dia e diminuiu após 7 dias. Já a pontuação de infecção aumentou 

gradualmente durante os primeiros 7 dias e diminuiu no décimo quarto dia, enquanto a 

extensão da inflamação aumentou progressivamente ao longo de 14 dias. Concluíram 

que esse estudo demonstra que o sistema de pontuação histológico pode ser mais viável 

do que a contagem de colônias para avaliação da infecciosidade e da mudança dinâmica 

na candidíase vaginal experimental. 

 A capacidade de tolerar a Candida albicans implica que os mecanismos de defesa 

do hospedeiro e a tolerância de resistência cooperam para limitar a carga fúngica e 

inflamação. Estudaram a ação de IL-22 e IDO1 com a imunidade e tolerância candidíase 

vaginal em modelo murino. Onde foram avaliadas a resistência e a tolerância ao fungo 

em candidíase experimental e também humana, bem como em CVVR. Os mecanismos 

de resistência e tolerância foram ativados em CVV murino, envolvendo IL-22 e as 

células T reguladoras IL-produzindo-10, respectivamente, com uma grande contribuição 

pela indoleamine enzima 2,3-dioxigenase 1 (IDO1). IDO1 era responsável pela produção 

de kynurenines tolerogénicos, de tal modo que a terapia de substituição com kynurenines 

restaurados imunoproteção para CVV.  Em humanos, duas variantes genéticas 

funcionais em IL22 e IDO1 foram identificados e associados com resistência aumentada 

a CRVV, e correlacionados com aumento da expressão local de IL-22, e IDO1 

kynurenines. Concluíram que IL-22 e IDO1 são cruciais para equilibrar resistência com 

tolerância à Candida, suas deficiências são fatores de risco para CRVV, e visando 

tolerância via kynurenines terapêuticas podem beneficiar pacientes com CVVR (De 

Luca et al., 2013). 
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 Mosci et al., (2013) estudaram as cepas-dependentes na sensibilidade de estrogênio 

durante a candidíase vaginal em ratos. Nesse caso, os modelos animais disponíveis para 

estudar a resposta imune à infecção do trato genital requerem indução de um estado 

pseudo-estro, geralmente obtidos através da administração de estradiol. Assim foram 

utilizados diferentes linhagens de camundongos. Na fase precoce da infecção em CD1, 

C57BL/6, BALB/c albinos foram colonizados para níveis semelhantes, enquanto que na 

fase tardia de infecção, o BALB/c, que são considerados geneticamente resistentes a 

infecção por C. albicans, apresentaram maior suscetibilidade à candidíase vaginal do 

que CD1 e C57BL/6. Isso aconteceu porque estradiol induzido deixa os úteros cheios de 

líquido, mais relatado em camundongos infectados e mais evidente em BALB/c e 

camundongos C57BL/6 do que em CD1. Ao contrário de CD1, BALB/c e C57BL/6 

mostraram uma alta colonização fúngica do útero. A presença de C. albicans na vagina e 

no útero foi acompanhada por uma carga bacteriana. Essas observações levaram os 

autores a realizar uma análise cuidadosa dos efeitos do estradiol em um modelo de 

infecção vaginal animal. 

Rossi et al. (2012) estudaram a utilização terapêutica de um péptido 

antimicrobiano obtido da aranha Acanthoscurria gomesiana no controlo de candidíase 

vaginal experimental. Os animais foram infectados com C. albicans e tratados com 

“gomesina”. Candida albicans teve seu crescimento reduzido nos rins, baço, fígado e na 

vagina de camundongos infectados. Marcadores com Technetium-99 m mostraram que 

o péptido é capturado nos rins, baço e fígado; aumentando a produção de TNF-α, IFN-γ 

e IL-6 detectada em animais infectados e tratados com a gomesina, sugerindo uma 

actividade imunomoduladora. Além disso, os ratos imunossuprimidos e os infectados 

por C. albicans mostraram um aumento na sobrevida após o tratamento em associalçao 

de gomesina e fluconazol. Com base neste trabalho, os autores concluem que Gomesina 

provou ser eficaz contra a infecção de C. albicans. E que pode ser usado como uma 

terapia alternativa para a candidíase quer seja isoladamente ou em combinação com 

fluconazol. Contudo o mecanismo de ação ainda não é totalmente compreendido. 

Portanto, os dados apresentados neste estudo reforça o potencial de gomesina como um 

agente antifúngico na terapêutica de CVV. 

Rahman et al. (2012) realizaram um modelo murino de colonização oral e 

vaginal por Candida albicans concomitante. Foi determinada como ideal a 

administração semanal de estrogênio de forma intramuscular (5mg) e subcutânea (5mg) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rahman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22328401
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onde foi constatado um aumento da colonização oral e vaginal. A colonização persistiu 

por até 6 semanas em ambos os locais em duas linhagens de camundongos (BALB/c e 

C57BL/6). Concluem que este modelo integrado de colonização da mucosa reduz o 

número de animais experimental pela metade, e abre novos caminhos de pesquisa para 

estudar as interações patógeno-hospedeiro durante o estado mais natural de C. albicans. 

Consideram a criação de um modelo murino de baixo estrogênio do concorrente oral e 

vaginal um grande avanço.  

Pietrella et al. (2011) avaliaram a atividade antifúngica do óleo essencial de 

Mentha suaveolens em uma infecção experimental da candidíase vaginal. A atividade in 

vitro foi avaliada segundo o padrão e métodos do CLSI, e a análise in vivo foi realizada 

por exploração de um novo modelo não invasivo da candidiase vaginal nos aimais com 

base numa técnica de imagiologia in vivo. Tiveram como resultados que o óleo 

apresentou potente ação e atividade em um sistema in vitro experimental; somado a um 

grau de proteção contra a candidíase vaginal em um sistema experimental in vivo. 

Concluíram que pela primeira vez um óleo essencial de Mentha suaveolens teve ação 

“candidastatica” e “candidacida”. Sendo esses resultados motivo para novas 

investigações dos componentes ativos desse extrato na busca de novas terapêuticas no 

tratamento de candidíase vaginal.  

Diante do grande número de mulheres procurando diagnóstico e tratamento para 

as infecções vaginais e aprovação dos compostos antifúngicos vaginais para o uso sem 

prescrição médica, é imperativo que os farmacêuticos entendam o gerenciamento 

terapêutico destas infecções vaginais (SHIMP, 2002). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 REATIVAÇÃO E AUTENTICAÇÃO DAS CULTURAS DE LEVEDURAS 

ESTOCADAS NA MICOTECA URM 

 Foram obtidas culturas de leveduras pigmentadas de interesse biotecnológico 

depositadas na Coleção de Culturas Micoteca URM da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). As culturas foram reativadas e a autenticadas de acordo com os 

critérios clássicos de identificação (Kurtzman; Fell, 1998; Barnnet et al., 2000; Hoog et 

al. 2000), moleculares (Goes-Neto et al. 2005) e espectrometria de massa (Putignani et al. 

2011; Veen et al. 2010). 

 

Reativação - Fragmentos das culturas preservadas sob óleo mineral foram transferidos 

para caldo glicosado e mantidos a 28°C ± 2°C. Após 72h foram semeadas na superfície 

do meio Sabouraud Dextrose Ágar (Difco) para verificação da viabilidade, avaliada 

através do crescimento em cultura até o quinto dia do semeio; pureza, analisada em 

laminas contendo fragmentos da cultura corados com azul de Aman; e autenticação 

taxonômica baseado nas características diferenciais das culturas. 

 

Morfologia das células vegetativas crescidas em meio líquido e sólido - as formas das 

células vegetativas foram verificadas através de lâminas contendo fragmentos da cultura 

(crescidas em meio ágar Sabouraud) e sobre estes foram depositados 40µl de azul de 

Aman (lactofenol blue), sendo observadas ao microscópio quanto aos aspectos 

morfológicos (células esferoidais, subglobulosa, elipsoidal, ovóide, cilíndrica, 

botuliforme, alongada, apiculada, ogival ou lunata). Para visualização das características 

das células vegetativas, material de cultura jovem foi inoculado em 30mL de extrato de 

malte e após 2-3 dias de incubação a 25±3 ºC, a cultura foi examinada. O comprimento e 

a largura das células foram medidas e os valores obtidos da medição de pelo menos 20 

células foram determinados.  

 

Formação de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporo - para verificação da 

possível formação de pseudomicélio, micélio verdadeiro e clamidosporos pelas leveduras, 

microcultivos, foram realizados através da preparação de lâminas depositando 3 mL de 

ágar CornMeal mantida em um suporte de vidro (em forma de U) no interior de uma 
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placa de Petri.  Após solidificação do meio, foram semeados fragmentos das culturas em 

duas estrias paralelas, as quais foram recobertas com lamínula esterilizada. E 

posteriormente foram mantidas em câmara úmida acrescentando-se 2 mL de água 

destilada esterilizada na placa durante o período de incubação do teste. A visualização das 

estruturas através de microscopia foi feita após 24h, 48h e 72h ao termino dos 

procedimentos. 

 

Assimilação de fontes de carbono (Auxonograma) - para o teste, foram realizadas 

suspensões de cada espécie de levedura em água com extrato de levedura e a 

concentração foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de MacFarland. Em seguida, foi 

realizado pour plate em meio isento de carboidratos e após solidificação, foram 

adicionadas fontes de carbono. O meio foi incubado a 25ºC por três dias, sendo realizada 

leitura a cada 24 horas para verificar se havia formação de halo ao redor das diferentes 

fontes de carbono testadas. Isto é, crescimento da levedura, indicando a assimilação. 

 

Hidrolise da Uréia - as amostras com até 48h de crescimento foram semeadas em meio 

Caldo Uréia R/ DIFCO e incubadas a 30ºC. Os tubos foram examinados a cada meia hora 

por até quatro horas a fim de verificar se havia a mudança de cor do meio de amarelo para 

vermelho, indicando produção de urease. 

 

Autenticação genotípica - a biomassa das leveduras foi obtida a partir de culturas 

cultivadas em Sabouraud Dextrose Ágar contido em tubos de ensaio, mantidos a 28°C 

por 120 horas. A massa celular foi retirada do tubo de ensaio com o auxílio de uma alça 

de platina, sendo o material transferido para microtubos de 2 ml com tampa de rosca, 

acrescidos de 0,5g de contas de vidro (glass beads) com dois diâmetros diferentes na 

proporção de 1:1 (acid-washed, 150-212µm and 425-600µm; Sigma, U.S. sieve), em 

seguida, o  material foi triturado por agitação em alta velocidade em um FastPrep. 

A extração do DNA genômico foi realizada, com o material previamente triturado, 

conforme Góes-Neto et al., (2005), que incluiu uma lavagem com clorofórmio:álcool 

isoamílico (24:1) e posterior homogeneização do material em tampão CTAB 2%, além 

de precipitação em isopropanol, lavagem em etanol 70% e ressuspensão em 50 μL de 

água ultrapura.  
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Para amplificação da região ITS foram utilizados os primers ITS1 e ITS4 (White 

et al., 1990). Os parâmetros para amplificação e as concentrações dos reagentes 

(dNTPs, cloreto de magnésio, Taq DNA polimerase e tampão de reação) foram os 

mesmos descritos por Kaliyaperumal & Kalaichelvan (2008). Controles negativos, 

contendo todos os componentes exceto DNA, foram utilizados em cada procedimento 

para detectar possíveis contaminações.  

Os produtos das extrações de DNA e das reações de PCR (5μL) foram 

visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1% corados com GelRed, e 

visualizado sob luz ultra violeta - UV. Os produtos de amplificação foram purificados 

utilizando o PureLink PCR Purification Kit (Invitrogen) e encaminhados para 

sequenciamento. 

 

Identificação proteômica por MALDI-TOF MS - os isolados foram submetidos à 

análise direta por espectrometria de massa (MALDI-TOF; MALDI Autoflex, 

BrukerDaltonics, Bremen, Germany). 

O cultivo e manutenção dos isolados de Rhodotorula sp. foram em meio 

Dextrose Peptona Extrato de Levedura (YEPD). Células de Escherichia coli, utilizadas 

como calibrante, foram cultivadas e mantidas em meio ágar Luria-Bertani (LB). Nas 

análises Trichophyton rubrum foi incorporado como um controle externo sendo 

cultivado em YEPD. Incubações foram padronizadas em 20h e as linhagens se 

desenvolveram aerobicamente a 37°C. Todas as culturas foram analisadas antes do uso 

quanto à pureza e foram novamente repicadas antes da análise pelo MALDI TOF MS.  

Fragmento de células (cerca de 50µg) foi diretamente transferido do meio de 

cultura para os anéis da placa. Imediatamente, foi adicionado sobre todas as amostras de 

leveduras 0,5µL de ácido fórmico a 25% e misturado levemente com o material 

biológico. Após a total evaporação do meio líquido, foi adicionado 0,5 µL da solução 

matrix (75mg/mL de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA) em 

etanol/água/acetonitrila [1:1:1] com 0,03% de ácido trifluoroacético (TFA) e levemente 

misturado. Para E. coli a adição da solução matriz foi realizada sem tratamento prévio 

com ácido fórmico. Todas as amostras foram cristalizadas em temperatura ambiente (20 

±2°C). Cada amostra foi transferida em duplicata para testar a reprodutibilidade. 

Durante as análises todas as soluções foram preparadas e estocadas a +5°C (Putignani et 

al., 2011; Veen et al., 2010). 
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Os espectros para determinação do perfil protéico dos isolados foram obtidos 

através de um laser de nitrogênio (337 nm), onde a intensidade do laser foi ajustada 

ligeiramente acima do limiar para a produção de íons. E. coli DH5α com conhecido 

valores de massa das proteínas ribossomais foi usada para calibração. A variação de 

massa entre 2.000 a 20.000 Da foi registrado usando modo linear com pulso de 104 ns 

em uma voltagem de +20 kV. Espectros finais foram gerados através da soma de 20 

tiros de laser acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por amostra, levando a um 

total de 10.800 disparos de laser somados por espectro. A lista de picos obtidos foi 

exportada ao software Biotyper™ (Biotyper system, versão 3.0) onde as identificações 

finais foram alcançadas. A identificação através do software Biotyper™ é baseada 

apenas na presença ou ausência de cada pico no espectro. 

 

4.2 OBTENÇÃO DOS PRODUTOS DAS LEVEDURAS PIGMENTADAS 

 

Condições de cultivo e obtenção de biomassa - os isolados das leveduras pigmentadas 

foram cultivados previamente em tubos inclinados contendo meio de cultura à base de 

dextrose, peptona, extrato de levedura e extrato de malte com pH 5,0. Após 72 horas foi 

realizado a padronização do inóculo em tubos contendo 1mL de água destilada 

esterilizada, onde foram adicionadas pequenas porções da cultura, para obtenção da 

densidade ótica em espectrofotômetro 0,007 de absorbância a 650nm. Em seguida foi 

adicionado 100µL no meio de cultura, para a obtenção da biomassa. A biomassa foi 

obtida através do crescimento fúngico em meio líquido contendo sacarose, extrato de 

levedura, sulfato monobásico de potássio, sulfato de magnésio, mantido sob agitação a 

120rpm e temperatura controlada a 22ºC durante 120 horas seguindo os protocolos 

adaptados de Weber et al., (2007), Schneider et al (2013) e Sedmak et al (1990). Foram 

utilizados erlenmeyers esterilizados contendo 100mL de meio de cultura líquido. O 

experimento foi realizado em triplicata para cada espécie de levedura. 

 

Extração - as células foram colhidas e lavadas com agua destilada esterilizada através 

do processo de centrifugação, o meio de cultura após turvação foi centrifugado em tubos 

Falcon de 45mL a 4000rpm até a retirada de todo o meio de cultura. As células foram 

liofilizadas para à partir da biomassa seca ser iniciado o processo de extração dos 

metabólitos. 
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Com o intuito de romper a parede celular das leveduras, foi empregada a 

metodologia descrita por Sedmak et al. (1990), com modificações.  Assim, foi utilizado 

DMSO, 2,5mL para cada 50mg de levedura liofilizada, mantida em agitador magnético 

a 50°C por 5 minutos para potencializar o efeito do solvente sobre a parede celular. Em 

seguida, toda a amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos para a separação 

de fases. Após a centrifugação, foi descartado o sobrenadante e adicionado mais 100mL 

de acetato de etila, sendo esse processo repetido até uma extração exaustiva. Para 

descarte da parte inorgânica, o material foi transferido para um funil de separação e 

adicionada água destilada para separação das fases. O extrato resultante de todo o 

processo de separação foi colocado em balão e levado para rotaevaporador (T<35°C) 

para total evaporação do solvente, seguido de completa evaporação do solvente sob 

fluxo de nitrogênio até formação de um filme de cor alaranjada ao redor do balão. Para 

a limpeza e retirada do extrato do balão, o mesmo foi lavado com pequenas quantidades 

de acetato de etila até total retirada do filme e transferido para tubos em fluxo contínuo 

para total evaporação do solvente. 

 

Identificação por espectrometria de massa (CG-MS) das substancias das leveduras 

pigmentadas -  os extratos foram analisados por cromatografia gasosa e espectrometria 

de massas (Barbosa et al. 2005; Peres, 2002), utilizando-se um aparelho da marca 

Shimadzu, modelo GC-MS QP5050A, com coluna capilar BPX5 (30m; 0,25mm de 

diâmetro interno) e nitrogênio como gás de arraste. A temperatura do injetor foi de 

280°C. Para a coluna a temperatura inicial foi de 40°C por 4 minutos, aumentando até 

280°C, com taxa de 4°C/minutos e permanecendo nesta temperatura durante 40 

minutos. A temperatura na interface do sistema CG-MS foi de 280°C. O detector de 

massas operou com ionização por impacto de elétrons entre o intervalo de 30 a 600 Da. 

A identificação dos compostos foi realizada de acordo com o tempo de retenção e 

através de comparação dos espectros de massas onde foram caracterizados por índice de 

similaridade (SI) com aqueles existentes no banco de dados, foram considerados apenas 

SI acima de 90%. 

 

4.3 TESTES DE SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA IN VITRO 

 Os testes de sensibilidade antifúngica in vitro foram realizados de acordo com o 

método da microdiluição em caldo, seguindo o documento M27-A3 do Clinical 
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Laboratory Standard Institute. Nos ensaios foi incluído Candida tropicalis ATCC 750 

como cepa controle com as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) previamente 

conhecidas para anfotericina B e fluconazol (CLSI, 2008). 

 

Antifúngicos, bioproduto e meio de cultivo - inicialmente, foram preparadas as 

soluções-estoque dos polienos anfotericina B (Bristol-Meyer Squib) e nistatina (Bristol-

Meyer Squib), bem como do bioproduto utilizando-se dimetilsulfóxido (DMSO). Para o 

triazol fluconazol (Pfizer) a diluição ocorreu em água e a concentração final foi de 

5.000g/mL.  

 O meio de cultura utilizado foi Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

(Sigma-Aldrish, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sódio adquirido na forma 

de pó, pH 7,0 ±0,1. O preparo ocorreu em água deionizada, esterilizada na concentração 

de 46,5g/L e ainda, tamponado com ácido Morfolino Propano Sulfônico (MOPS 0,165 

mol/L; Sigma-Aldrish). A esterilização foi realizada em filtro biológico (Nalgene 

Company, Rochester, New York) sendo utilizada membrana de 0,22m (Milipore, 

Darmstadt, Alemanha). O meio foi mantido a 4C e com uso por até três semanas do 

preparo. 

 

Preparação do inóculo das cepas teste de Candida albicans - as leveduras foram 

crescidas em meio Sabouraud Dextrose Agar (Difco) mantido a 35C durante 48 horas. 

Posteriormente, foram preparadas suspensões dos inóculos em água deionizada, em 

seguida procedeu-se a esterilização e a densidade foi ajustada de acordo com a escala 

0,5 de McFarland (Otto Bier, 1970) em 90% de transmitância em comprimento de onda 

de 530nm em espectrofotômetro para obtenção do volume do inóculo ajustado para 5,0 

mL de solução salina diluído no meio RPMI 1640 para concentração final de 2-5x103 

céls/mL.  

 

Ensaio de microdiluição em caldo - a microdiluição foi feita em placas de fundo chato 

(TPP; Trasadingen, Suiça) com 96 poços e oito séries distribuídos de A a H (vertical), 

cada qual com 12 poços (horizontal). A partir da solução-estoque das drogas 

antifúngicas e do bioproduto obtido da cepa da levedura pigmentada, foram preparadas 

soluções dez vezes a concentração final desejada. Assim, para anfotericina B e nistatina 

as concentrações utilizadas nos testes foram de 0,03 - 16g/mL; fluconazol de 0,125 - 
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64g/mL e para o bioproduto 2 - 1024g/mL, em seguida nas placas de microtitulação, 

foram dispensadas 100L de cada concentração. Em seguida, estas foram mantidas a -

20C até o momento do teste, não ultrapassando o período de 30 dias. Nos dias de 

experimento, as placas foram utilizadas após permanecerem por 30 minutos a 25C. 

Nas diferentes concentrações dos antifúngicos e do bioproduto contidos nos 

poços das placas, foram colocados o volume de 100L de suspensões das cepas de C. 

albicans a serem testadas. Os testes foram conduzidos com um controle positivo, 

contendo nos poços da coluna 12 apenas diluento do antifúngico e solução meio-inóculo 

e o controle negativo contendo no poço da coluna 11 apenas o meio RPMI 1640. As 

placas foram mantidas em estufa a 35C por 48 horas. E após esse período realizada a 

observação das placas-teste e posterior interpretação. 

 

Interpretação dos Testes -  nas leituras, o crescimento no poço controle positivo 

(poços-colunas 12) foi comparado visualmente quanto a menor concentração capaz de 

inibir o crescimento em relação as diferentes concentrações testadas (poços de número 1 

a 10). Seguindo o protocolo, foram definidas como as CIMs para anfotericina B e 

nistatina, a inibição de 100% do crescimento, para fluconazol e o bioproduto foi 

considerado 50% de inibição.  

 Os critérios para definição de sensibilidade ou resistência foi de acordo com o 

preconizado no protocolo do documento M27-A3, sendo considerado sensível para 

anfotericina B e nistatina as cepas com valores de CIM  1g/mL, para fluconazol foi 

aceito como sensível CIM  8g/mL e nos casos em as CIMs foram 16 e 32g/mL, 

estes foram considerados dose dependente. Os valores de CIM acima dos números 

citados foram indicados resistentes. 

 O bioproduto foi avaliado com valores arbitrários devido a falta de padrão para 

este. Assim, a determinação foi baseada apenas com a menor concentração que 

apresentasse menos crescimento visível (turbidez).           

 

4.4 MODELO EXPERIMETAL  

 

Animais - foram utilizadas 30 fêmeas Wistar albinas (Rattus novergicus), com um peso 

médio de 230g, mantidas em temperatura controlada, umidade e fotoperíodo. As dietas 
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foram fornecidas de acordo com o peso e água ad-libitum. A pré-disposição à 

candidíase vaginal experimental foi induzido com administração subcutânea de 

Enrofloxacina® (Fabiani Saude Animal) na dose de 2,5mg/Kg diariamente por dez dias. 

Após esse período, foi administrado 500mg/mL de Tetramed® (Medquímica) local por 

mais dez dias.  

 

Inóculo fúngico - após o quinto dia de admnistração de cada antibiótico, 

concomitatemente, foi inoculado C. albicans crescida em meio SDA por 24h a 30°C e 

suspensa em tampão fosfato salino (PBS) homogeneizada e ajustada para uma 

concentração final de 106 UFC/mL durante cinco dias. Antes da inoculação, espécimes 

da cavidade vaginal foram coletados para verificar a presença ou ausência de leveduras. 

 

Desafio experimental e avaliação clínica - uma vez concluído o período de adaptação 

e pré-disposição dos animais, foi realizada a inoculação por via intravaginal 50 µL de 

inóculo da suspensão utilizando pipeta automática. A presença de C. albicans no fluido 

vaginal foi avaliada para diagnóstico de candidíase vaginal.  

 

Grupos experimentais - tratamentos - as fêmeas foram aleatoriamente designadas em 

cinco grupos experimentais: G1 (n=06), animais apenas predispostos com antibiótico, 

como controle negativo; o G2 (n=06) é um grupo predisposto, infectado e tratado com 

0,2 ml de solução salina como controle positivo. O G3 (n=06) é um grupo predisposto, 

infectado e tratado com o bioproduto; o G4 (n=06) é um grupo predisposto e infectado, 

tratado com anfotericina B e o G5 (n=06) é um grupo predisposto e infectado, tratado 

com DMSO. 
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5. RESUTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERÍSTICAS DAS CULTURAS DE Rhodotorula 

 

Culturas de Rhodotorula quanto à viabilidade 

 Os isolados de Rhodotorula preservados sob óleo mineral na Coleção de Culturas 

Micoteca URM apresentam-se viáveis. A viabilidade foi verificada através do 

crescimento a 28ºC ±2ºC das culturas em meio Sabouraud Dextrose Ágar contido em 

placa (Figura 2).  A preservação sob óleo mineral mostrou-se adequada para manutenção 

dos três isolados de Rhodotorula, uma vez que possibilitou manter os isolados viáveis 

por um período de dois anos. Canhos et al. (2004) e Costa et al. (2009) afirmaram que 

esta técnica proporciona uma maior longevidade às cepas quando comparada à 

repicagem periódica, sendo considerado eficiente para manutenção a médio prazo. 

 

Figura 2: Macroscopia de Rhodotorula sp. URM 6687; 

Rhodotorula sp. URM 7040 e Rhodotorula sp. URM 6683 com 

72h de crescimento a 28ºC em meio Sabouraud Dextrose ágar. 

 

Fonte: NUNES SILVA, 2015. 

 

Taxonomia Clássica 

As características fenotípicas espécie-específicas foram mantidas em todos os 

isolados avaliados e diferentes aspectos taxonômicos puderam ser constatados. O 

isolado URM 6687 de Rhodotorula em meio de cultura Sabouraud Dextrose Ágar 

apresentou colônias em tons de rosa ao vermelho, mucóides, reprodução assexuada por 

URM 6687 URM 7040 

URM 6683 
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brotamento, não apresentou filamento, nem pseudohifa. Nos testes bioquímicos não 

apresentou a capacidade de fermentar carboidratos, não produziu amido, não produziu 

ácido acético, hidrólise da uréia positiva e reação DBB positiva. Os componentes 

celulares incluem glicose, galactose, maltose, lactose, rafinose, glicosamina, dentre 

outros (Tabela 1). Apresentaram crescimento a temperaturas entre 25°C a 35°C, e em 

meio contendo 0,1% de cicloheximida ocorreu crescimento.  

O isolado de Rhodotorula URM 6683 apresentou colônias avermelhadas, 

mucóides, reprodução por brotamento, não apresentou filamentos. Bioquimicamente, 

não produziu amido nem ácido acético, hidrólise da uréia e reação DBB positiva. Ótimo 

crescimento a 25°C, mas também pode crescer na faixa de variação de 30 a 37°C, tendo 

o crescimento inibido a 40°C.  

Macroscopicamente, o isolado de Rhodotorula URM 7040 apresentou colônias 

rosadas e mucoides, reprodução unicamente por brotamento, apresentou pseudohifas. 

Hidrólise da uréia e reação DBB positiva. Quanto ao crescimento em diferentes 

temperaturas, as espécie do grupo Rhodotorula apresentaram crescimento semelhantes 

com exceção do isolado URM 6687 que não foi capaz de crescer a 37ºC (Tabela 2). 

 

Figura 3: Microscopia da cultura de URM 6687 (A), URM 6683 (B) e URM 7040 (C); com 72 horas 

de crescimento em meio Sabouraud Dextrose Ágar, coradas com lactofenol azul de algodão. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Isolado URM 6683 de Rhodotorula: (A) Assimilação de fontes de carbono (G-

galactose, D-dextrose, R-rafinose, M-maltose, L- lactose, S-sacarose, T-trealose); (B) 

nitrogênio (S-sulfato de amônio, N-nitrato de potássio) e (C) hidrólise de ureia positiva. 

 

C 

A B C 
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Tabela 1: Testes de identificação por meio de assimilação de fontes de carbono e nitrogênio das espécies 

de Rhodotorula. 

Fontes de Carbono e 

Nitrogênio 
URM 6687 URM 6683 URM 7040 

Arabinose + + + 

Cellobiose + + + 

Galactose + + + 

Glucose + + + 

Glucosamina + - - 

Hidrólise de Ureia + + + 

Inositol - - - 

Inulina - - - 

Lactose + - - 

Maltose - + + 

Manitol + + + 

Melibiose - - - 

Metil-α-D-glucose + + + 

Nitrato + - + 

Nitrito + + + 

Rafinose + - + 

Sacarose + + + 

Trealose + + + 

Xylose + + + 

(+) Positivo, (-) Negativo 

 

Tabela 2. Crescimento de espécies de Rhodotorula em diferentes temperaturas 

Leveduras pigmentadas Temperaturas de crescimento (0C) 

 250C 300C 350C 370C 400C 420C 450C 

URM 6687 + + + - - - - 

URM 6683 + + + + - - - 

URM 7040 + + + + - - - 

 (+) Positivo, (-) Negativo  
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Identificação molecular  

As culturas de Rhodotorula foram avaliadas através do sequenciamento das 

regiões ITS1, 5.8s e ITS2 do DNA ribossomal dos isolados URM 6687, URM 6683 e 

URM 7040, e realizada busca por máxima identidade no programa Blastn do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information). Todas as sequencias geradas 

mostraram similaridade de 99% com Rhodotorula mucilaginosa CBS 316 

(NR_073296), sequência proveniente do material tipo da espécie. Assim, com base nos 

resultados, todos os isolados estudados pertencem à espécie R. mucilaginosa. 

 Técnicas de amplificação e sequenciamento de regiões do rDNA são 

consideradas específicas e sensíveis na discriminação das espécies. Segundo Biswas et 

al. (2001) a aplicação de técnicas moleculares para identificação de espécies de 

leveduras contribuiu significativamente para a ciência. Estudo realizado por Fell et al. 

(2000) descreveram sete novas espécies para o gênero Rhodotorula, através da 

identificação molecular utilizando sequencias da região D1/D2 do rDNA.  

Biswas et al. (2001) estudaram filogenia molecular de Rhodotorula e afirmam 

que a diferenciação das espécies do gênero com base em características morfológicas, 

fisiológicas e bioquímicas requer, além de uma considerável experiência, tempo e alto 

custo. Fell et al. (2000) têm apostado na identificação com base em dados moleculares, 

considerando um método eficaz e de visão integrada do gênero.  

 

Identificação proteômica por MALDI TOF MS 

Os resultados da identificação por MALDI-TOF MS das três amostras estudadas 

estão apresentadas na Tabela 3. Neste trabalho, para as três amostras de Rhodotorula foi 

possível observar os perfis de proteínas através dos espectros (Figuras 5, 6 e 7), as quais 

caracterizaram os três isolados como R. mucilaginosa e este resultado foi confirmado 

através de testes moleculares como o sequenciamento da região ITS do rDNA. 

O método clássico de identificação é demorado, no entanto, atualmente existem 

novos métodos mais rápidos, onde em poucos minutos após obter um material 

enriquecido é possível identificá-lo (Pasternak, 2012). Lima-Neto et al. (2014) 

apresentam o MALDI-TOF MS como uma ferramenta rápida e eficiente nas 

identificações microbiológicas, sobretudo de leveduras.  

O MALDI-TOF MS é uma técnica de ionização utilizada em espectrometria de 

massa, permitindo a análise de biomoléculas e grandes moléculas orgânicas, que tendem 
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a ser frágeis e se fragmentam quando são ionizadas (Cunha et al. 2006). Atualmente a 

espectrometria de massa é considerada uma metodologia simples, rápida e de baixo 

custo aplicada na identificação microbiológica. Possui uma alta sensibilidade e 

habilidade para pesquisar proteínas em um banco de dados, caracterizando uma grande 

variedade proteica e organismos bioquímicos. Utilizando esta técnica, conseguimos 

obter espectros protéicos e identificar de maneira rápida e confiável os isolados de 

Rhodotorula. 

A identificação convencional de leveduras pigmentadas está apoiada em 

características morfológicas, bioquímicas e fisiológicas. Contudo, Pavlovic et al. (2014), 

afirmaram que alguns resultados obtidos durante o processo podem ser ambíguos, 

devido à variabilidade intraespecífica. Lima-Neto et al. (2014) afirmam que abordagens 

fenotípicas clássicas são técnicas importantes na identificação microbiológica. Contudo, 

os autores destacam os elevados erros de identificação em nível de espécie, apoiados em 

Lockhart et al. (2008); Marklein et al. (2009); Putignani et al. (2011). A técnica de 

MALDI-TOF MS foi adequada para identificações de espécies de Rhodotorula, 

exibindo alta reprodutibilidade de resultados.  

 

Tabela 3: Resultados fornecidos pelo programa computacional Bruker Daltonik Biotyper. 
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Figura 5: Picos espectrais obtidos de R. mucilaginosa URM 6683 (espectros MALDI-TOF MS na faixa 

de 2.000 a 20.000 Da). 
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Figura 6: Picos espectrais obtidos de R. mucilaginosa URM 6687 (espectros MALDI-TOF MS na faixa 

de 2.000 a 20.000 Da). 

6008.900

3913.714

3002.864

7828.362

7277.236

4640.152

4931.333

5213.053

8542.651

9860.332

11348.489

13923.673

6687.1 0:B11 MS Raw

0

1000

2000

3000

4000

5000

In
te

n
s
. 

[a
.u

.]

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
m/z 

Fonte: MALDI Biotyper 
 



73 

 

Figura 7: Picos espectrais obtidos de R. mucilaginosa URM 7040 (espectros MALDI-TOF MS na faixa 

de 2.000 a 20.000 Da). 
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5.2 BIOMASSA E EXTRAÇÃO 

O crescimento das espécies de Rhodotorula ocorreu em meio de cultura líquido 

sob agitação de 120rpm e temperatura controlada a 25°C durante 120 horas, sendo 

obtida a massa celular. A biomassa foi recuperada para posterior liofilização e os 

extratos obtidos a partir da biomassa seca de cada espécie de levedura (Tabela 4).  

 

Tabela 4: Peso seco de cada espécie de Rhodotorula; 

Isolado Espécie Peso seco (g) 

6687 Rhodotorula aurantiaca 0,676g 

7040 R.mucilaginosa 0,856g 

6683 R. glutinis 1,557g 

 

A quantidade de biomassa é justificada devido ao método de cultivo em 

laboratórios através de agitadores horizontais. Porém, para cultivos em grandes 

proporções se faz necessário o uso de biorreatores como proposto por Yen e Liu (2014), 

onde indicam ser o mais adequado para leveduras oleaginosas e produção de 

bioprodutos. 
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O rompimento da parede celular da levedura foi possível a partir do uso de 

DMSO, sendo posteriormente liberado as substancias contidas nas células (Figura 8). O 

extrato orgânico foi transferido ao balão de separação, para retirada dos resíduos do 

solvente (Figura 9).  

 

Figura 8: Biomassa das espécies de Rhodotorula adicionadas de dimetilsulfóxido em 

agitador magnético a 50°C. A) URM 6687, B) URM 6683 e C) URM 7040. 

 

 Fonte: NUNES SILVA, 2015. 
 

 

Figura 9: Separação da fase 

aquosa da extração dos 

componentes orgânicos das células 

de Rhodotorula sp. 

 

Fonte: NUNES SILVA, 2015. 
 

Os resultados obtidos utilizando os solventes hexano e acetato de etila 

mostraram bons resultados na extração de subprodutos a partir de leveduras. Estes 

solventes têm ponto de ebulição menor, o que torna mais rápido o processo de 

evaporação e são relativamente pouco voláteis quando comparado ao uso do DMSO.  
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Os padrões para uma melhor produção de biomassa são as condições de cultivo, 

como temperatura, pH e principalmente a fonte de carbono. Varias fontes de carbono já 

foram testadas por diversos pesquisadores, sendo a glicose a principal, esta proveniente 

de resíduos orgânicos ou não. A capacidade que Rhodotorula sp. tem de poder ser 

cultivada em diversas fontes de carbono é uma grande vantagem para os largos 

processos industriais (Marova et al., 2012; Easterling et al., 2009; Akzu e Eren 2007). A 

exemplo dos resíduos de cerveja que é um adequado substrato de fermentação para a 

produção de lipídios e de carotenóides por R. glutinis, esses efluentes apresentam uma 

grande quantidade de maltose, fonte de carbono que favorece seu crescimento. Além 

disso, o controle das condições de cultura como o pH e aeração é um potencializador no 

crescimento celular (Schneider et al., 2013). 

O melhor solvente para extração de bioprodutos de leveduras pigmentadas é o 

DMSO. Além disso, outros solventes orgânicos, como acetato de etila, hexano, acetona, 

potencializam o processo de extração. Comumente para a identificação e separação 

desses lipídios vem sendo utilizado técnicas de HPLC com coluna C18, indicada como 

ideal, devido a grande variedade de fases móveis. Acoplado a APCI-MS, o método 

permite a identificação rápida e confiável de pigmentos para a qual os padrões de 

referência não podem ser facilmente disponíveis, como é o caso para pigmentos de 

origem fúngica (Weber et al., 2007). Nem sempre uma extração exaustiva é eficaz e 

completa, contudo devendo ser testados diversos solventes. Nas mais diversas pesquisas 

o solvente mais bem empregado ainda é o DMSO, muitas vezes associados a outros 

solventes ou técnicas mecânicas como métodos de agitação por sonicação, facilitando a 

ruptura das células (Kaiser et al., 2007).  

O método de extração de pigmentos através de solventes orgânicos têm 

resultados positivos. O DMSO, que por sua vez, corrobora no rompimento das 

macromoléculas associadas e presentes na parede celular fúngica, favorece o processo 

de extração. O uso associado a outros solventes apolares como éter e acetato de etila 

ainda revela um bom desempenho na obtenção de lipídios (Park et al. 2007; Passos et 

al., 2007; Ravazi et al., 2006).  

 

Análise Cromatográfica CG-MS 

Para a identificação das substâncias presentes nas amostras de leveduras foi 

realizada análise por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (CG-
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MS).  A técnica de CG-MS, é baseada na partição de componentes entre a fase móvel 

gasosa e a fase estacionária líquida ou sólida, que propiciam a separação da mistura por 

meio de processos físicos e químicos (Peres, 2002). A análise cromatográfica foi 

realizada com os parâmetros apresentados na Figura 10, onde possibilitou a obtenção 

dos picos dos compostos orgânicos presentes nos isolados de Rhodotorula URM 6687, 

URM 6683 e URM 7040. 

A espectrometria de massas de armadilha iônica acoplada à cromatografia a gás 

(GC/MS) tem sido amplamente utilizada na detecção de diversas substâncias, não só 

para confirmação dos resultados de outras técnicas, mas também como um método 

independente, sobretudo por sua seletividade e caracterização inequívoca e simultânea 

dos ativos a serem analisados. Evidenciando a comparação com métodos puramente 

cromatográficos, visto que estes frequentemente dependem da comparação com padrões 

via tempos de retenção. Ao contrário, a espectrometria de massas determina os 

fragmentos iônicos originados da molécula de interesse e os compara com o pico 

molecular expressado junto a um banco de dados (Sassine, 2002). 

 

Figura 10: Condições cromatográficas utilizadas para análise de lipídios e ácidos graxos. 
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URM 6687 

Utilizando-se dos parâmetros estabelecidos foi injetado 5µL do extrato obtido do 

isolado URM 6687, onde foi observada uma maior concentração de ácido decanóico 

representado pelo pico 2 no espectro de massa, em seguida o pico 4 representando o 

ácido oléico (Figura 11). A produção de ácido decanóico conhecido como ácido cáprico 

foi de 60,01%, onde este tipo de ácido graxo na levedura ainda não foi descrito na 

literatura neste percentual ligado diretamente a espécie. 

 Para que haja produção de qualquer bioproduto o microrganismo deve ser 

submetido a testes com mudanças na composição do meio de cultura, condições de 

cultivos, aeração, iluminação, tempo de incubação entre outros fatores que podem 

intervir nos resultados, estudos realizados anteriormente comprovam que vários fatores 

podem interferir na síntese de lipídios em leveduras a depender das condições de cultivo 

(Schneider et al., 2013; Easterling et al., 2009; Akzu e Eren 2007). Granger (1993) 

afirma que vários fatores podem interferir na produção de lipídios, entre estes a 

proporção carbono:nitrogênio e o stress sofrido pelo microrganismo. 

 

Figura 11: Pico espectral identificando ácido decanóico, em isolado de Rhodotorula URM 6687. 
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URM 6683 

Este isolado foi o que melhor se desenvolveu durante, ou seja, as condições de 

cultivo favoreceram seu crescimento sendo obtida maior quantidade de biomassa. 

Através da análise do extrato obtido dessa levedura, podemos levar em consideração a 

presença de substâncias como o ácido oléico e seu éster o oleato de etila formado pela 

condensação do ácido oléico com etanol. Foi identificado uma alta concentração de 

ácido oléico representado pelo pico 2 do espectro, contendo 20,44% do total (Figura 

12).  

De acordo com resultados encontrados por Ratledge (1996), leveduras que 

apresentam 20% de lipídios é considerada promissora para fins industriais. Contudo 

vários ajustes podem interferir na quantidade e tipo de lipídio produzido pela levedura 

já que ela canaliza os elementos do meio de cultura para produção de diversas 

substâncias. Amaretti et al., (2011) utilizando meio rico em Glicerol encontrou 

resultados confirmatórios que a espécie de R. glutinis apresenta grande capacidade de 

armazenar lipídios, corroborando assim com os resultados encontrados nesse estudo. 

Neste estudo, as condições de crescimento como pH em torno de 6 e temperatura 

de 28ºC ±2ºC, proporcionou um melhor rendimento na produção de lipídios de maneira 

geral, sendo estes resultados apoiados por Saenge et al., (2011); Aksu e Eren (2005; 

2007). Esses resultados estão apoiados nos resultados de Maldonade et al., (2008) que 

afirmam que Rhodotorula é uma levedura rica em bioprodutos, entre eles o β-caroteno. 

Nossos resultados são semelhantes com os de Zhang et al. (2014), onde foi possível 

obter uma alta concentração de ácido oléico a partir de bioprodutos extraídos de 

Rhodotorula, entretanto em condições diferentes de cultivo.  

Aksu e Eren (2007) tiveram resultados semelhantes, entretanto com o meio de 

cultura enriquecido com fontes de carbono naturais, tais como melaço de beterraba e 

soro de leite. As diferenças na produção e concentração de células ocorreu devido a 

composição dos açúcares, aminoácidos, vitaminas e outros nutrientes que apoiaram o 

desenvolvimento fúngico. 
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Figura 12: Espectro referente ao ácido oléico obtido de Rhodotorula URM 6683. 

 

 

 

URM 7040 

Ao analisarmos os produtos gerados pelo isolado URM 7040, foi verificado em 

destaque a presença do ácido oléico e do oleato de etila. Representados pelos picos 5 e 2 

respectivamente no espectro de massa (Figura 13). O oleato de etila com o tempo de 

retenção corresponde a 36,38%, já o ácido oléico apresenta 7,14% dos produtos 

encontrados e limitados por CG-MS, dentre outros produtos podemos citar a presença 

de alcanos e esteroides, que não foram claramente identificados.  

A presença do oleato de etila também pode estar relacionada com a produção de 

carotenóides que conferem a cor alaranjadas a avermelhadas como descritas por 

Johnson & Schroeder (1995) em algumas espécies de leveduras incluindo as do gênero 

Rhodotorula. A presença desses ésteres sugere a presença de formas esterificadas de 

carotenóides. Estudos realizados com outros microrganismos comprovam essa via 

alternativa para produção de astaxantina, como os resultados encontrados por Sarada et 

al. (2002), que estudaram a via biossintética de lipídios e ésteres produzidos por 

Haematococcus pluvialis. Como nem toda a biossíntese é conhecida sabe-se que vários 

outros subprodutos fazem parte dessas reações até chegar ao seu produto final (Sarada 

et al. 2002).  



80 

 

Figura 13: Espectrometria de massa evidenciando o pico 2 relativo oleato de etila, do isolado de 

Rhodotorula URM 7040. 

 

 

 

Os nossos resultados são similares aos de Akzu e Eren (2005) quando referem 

que pH 7.0, temperatura de ±30ºC e taxa de aeração de 2,4 vvm são condições de 

crescimento para uma boa obtenção de bioprodutos por Rhodotorula. A capacidade de 

desse gênero para o cultivo em diferentes fontes de carbono, como glicose, sacarose e 

lactose é uma notável vantagem, quando comparado com os resultados obtido com 

outras leveduras pigmentadas na literatura. Dessa forma, o isolado URM 7040 é uma 

levedura promissora para a obtenção de bioprodutos devido ao crescimento em fontes 

de carbono de baixo custo. 

 

5.3 TESTES DE SENSIBILIDADE ANTIFÚNGICA IN VITRO E EXPERIMENTAL 

IN VIVO  

As cepas clínicas de C. albicans, quanto aos padrões de susceptibilidade com os 

antifúngicos comerciais anfotericina B, nistatina, fluconazol e o ácido óleico, através do 

método de microdiluição em caldo (CLSI, 2008), apresentam sensibilidade a 

anfotericina B e fluconazol com CIM 0,5–1,0μg/ml e CIM 0,125–1,0μg/ml, 

respectivamente como ilustrado na Figura 14. No que se refere ao perfil de 

susceptibilidade, tanto o antifúngico azólico quanto poliênico tiveram atividade contra 
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cepas de C. albicans. Os valores de CIM para nistatina e o ácido oléico foram 

respectivamente CIM 2–8μg/ml e CIM 256–1024μg/ml. Estes valores não puderam 

definir sensibilidade ou resistência uma vez que ainda não há padrão no documento do 

CLSI. 

A cepa controle utilizada nos testes foi C. tropicalis ATCC 750, que teve para 

anfotericina B CIM 0,5μg/ml e para fluconazol 1,0μg/ml. Estas concentrações estão 

descritas no documento, o que corrobora como os nossos resultados. No entanto as CIM 

2μg/ml de nistatina e CIM 256μg/ml de ácido oléico não podem ser comparadas por não 

constar padrão no CLSI (Tabela 5).  

Nossos resultados, contudo, estão de acordo com os estudos de Gamarra et al. 

(2014), onde isolados de C. albicans foram sensíveis quando testadas frente ao 

fluconazol e nistatina. Quando comparamos os testes desenvolvidos por Choukri et al. 

(2014) com nistatina verificamos que o CIM foi ainda menor que aquelas encontradas 

no nosso trabalho. Contudo para avaliar a atividade antifúngica de nistatina, se fez 

necessário adaptar a metodologia proposta pelo CLSI, com base em anfotericina B por 

se tratar de outro poliênico.  Todos os isolados de C. albicans estudados por Liu et al. 

(2014) foram também sensíveis a nistatina, entretanto cerca de 1% dos isolados 

apresentaram resistência a fluconazol. Nossos resultados, também, estão apoiados nos 

de Lattif (2011) onde mais de 90% dos isolados foram sensíveis ao fluconazol onde as 

CIM variaram de 0,5 a 8µg/mL. Esses dados confirmam a sensibilidade de C. albicans 

aos antifúngicos padrão utilizados no tratamento de candidíase vaginal. 

Novas propostas de antifúngicos vêm sendo exploradas e um novo recurso e 

promissor são os com menores efeitos colaterais e melhor eficácia terapêutica. Diversos 

trabalhos têm apresentado ação antimicrobiana de óleos essenciais. Contudo pouco se 

explora da utilização de lipídios com ação antifúngica. Menezes et al. (2009) 

verificaram sensibilidade do extrato das folhas de Eleutherine plicata, Psidium guajava 

e Syzygium aromaticum, que foram capazes de inibir o crescimento de C. albicans com 

um MIC de 250mg/mL, 125mg/mL e de 62,5mg/mL, respectivamente. Os nossos 

resultados expressaram uma CIM de 256μg/ml e 1024µg/mL de ácido oléico frente os 

isolados de C. albicans. Os resultados aqui obtidos não mostraram cepa totalmente 

resistente, sendo considerada uma opção terapêutica futura. Contudo, novos estudos 

devem ser realizados quanto à toxicidade e efeitos indesejáveis. Dessa forma, os dados 
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obtidos neste trabalho se mostram promissores e podem servir na perspectiva de uma 

possível aplicação terapêutica desse bioproduto. 

 

Tabela 5. Perfil de susceptibilidade antifúngica de isolados de Candida albicans a anfotericina B, 

fluconazol, nistatina e ácido oléico. *CIM / **CIF. 

 

Isolado 
Susceptibilidade antifúngica (CIM) 

ANF FLZ NYS ÁOL 

URM 0743 1.0 µg/mL 1.0 µg/mL 4 µg/mL 1024 µg/mL* 

URM 4977 0.5 µg/mL 0.25 µg/mL 8 µg/mL 1024 µg/mL** 

URM 4986 1.0 µg/mL 0.25 µg/mL 8 µg/mL 1024 µg/mL* 

URM 4987 1.0 µg/mL 0.5 µg/mL 8 µg/mL 1024 µg/mL** 

URM 4990 0.5 µg/mL 0.125 µg/mL 8 µg/mL 1024 µg/mL* 

URM 5900 1.0 µg/mL 0.5 µg/mL 8 µg/mL 1024 µg/mL* 

URM 5974 1.0 µg/mL 0.25 µg/mL 8 µg/mL 1024 µg/mL* 

ATCC 750 0.5 µg/mL 1.0 µg/mL 2 µg/mL 256 µg/mL* 

 

 

Figura 14: Placa de microtitulação 96 poços utilizada no teste de susceptibilidade 

antifúngica de ácido oléico (1024-2µg/mL) frente a isolados clínicos de Candida albicans. 

 

Fonte: NUNES SILVA, 2015 
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 Os isolados que apresentaram sensibilidade ao ácido oléico foram semeados em 

placas de Petri contendo meio de cultura composto de ágar Sabouraud com 50mg/L de 

cloranfenicol e incubadas a 28°C por até quinze dias para confirmação da atividade. 

Com o retrocultivo foi constatado que a concentração de 1024µg/mL teve ação 

fungicida nos isolados URM 4977, URM 4987. A ação fungicida para o ATCC 750 

esteve presente no poço com concentração de 512µg/mL. Nos demais isolados testados 

o ácido oléico teve ação fungistática a 1024µg/mL, com exceção do ATCC 750 que 

apresentou CIM em 256µg/mL (Figura 15). 

 

Figura 15: Retrocultivo (SDA 28ºC/72h) dos isolados clínicos de C. 

albicans visivelmente sensíveis ao ácido oléico (1024-2 µg/mL). 

 

 

 

Experimental in vivo - visto que o enriquecimento ambiental aumenta o bem estar dos 

animais levando-os a uma redução no estresse, ansiedade e frustração (Sorensen et al. 

2004; Wurbel et al. 1998). Segundo Newberry (1995) qualquer modificação do 

ambiente resulta na melhoria do funcionamento biológico desses animais. Sirois (2008) 

afirma que, gaiolas que estimulem a atividade com rodas para correr e até tubos simples 

nos quais os animais possam se esconder são os principais materiais usados para 

enriquecimento ambiental.  
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Figura 16: Gaiolas com enriquecimento ambiental: tubos simples de papelão. 

 

 
  

A administração dos antibióticos resultou numa pré-disposição dos animais, e depois de 

inoculado via intravaginal 50µl da suspenção fúngica a candidíase vaginal foi 

constatada (Figura 17 e 18). Dessa forma, foi desnecessário protocolos de 

imunossupressão uma vez que foi simulado o mais comum fator predisponente à 

candidíase vaginal, desconsiderando o que afirma Martines et al. (2001) e Zhao et al. 

(2002) quando se referem a imunossupressão para modelos experimentais de candidíase 

vaginal.  

 Os resultados mostraram que ratas em antibioticoterapia e infectadas com uma 

concentração de 106 células/mL foi ideal para estabelecer candidíase vaginal. Segal e 

Josef-Lev (1995) e Martines et al. (2001) constataram que para indução de candidíase 

vaginal por C. albicans via intravaginal, é necessária inoculação de suspensão numa 

concentração de 107 células/mL. Contudo, neste trabalho a infecção foi alcançada com 

uma carga fúngica menor. Os parâmetros avaliados nos animais durante o processo de 

infecção estão apresentados na Tabela 6.  

 

Tabela 6. Parâmetros monitorados após inoculação fúngica. 

 

Infecção 
Lesões na 

pele 

Perda de 

pelo 
Piloereção 

Alterações na 

mucosa 

Presença de 

secreção 
Morte 

1ºdia + - + - - - 

2ºdia + + + - - - 

3ºdia + + + + + - 

4ºdia + + - + + - 

5ºdia + + - + + - 

 

Ao exame direto foi confirmada a infecção através do quantitativo de células de 

leveduras ovais e hialinas identificadas através de lâminas clarificadas com solução 
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aquosa de KOK 10%, vista ao microscópio óptico (400x). E, em cultura, foram obtidas 

colônias de leveduras cremosas de coloração branca a bege, como apresentam as figuras 

abaixo. 

 

Figura 17: A: Células de leveduras ovais e hialinas aderidas às células epiteliais da mucosa vaginal. B: 

numerosas células de leveduras ovais e hialinas agrupadas em cachos. C: numerosas células de leveduras 

ovais e hialinas agrupadas com formação de hifas.  

 

 

 

Figura 18: Colônias de leveduras obtidas do semeio do fluido 

vaginal em meio de cultura composto de Sabouraud Dextrose ágar 

com 50mg/L de cloranfenicol, incubadas a 28°C por até sete dias. 

 

 

 

 Um animal com candidíase vaginal foi eutanasiado para realização de análises 

histopatológicas. Além disso, foi realizado exame direto dos fragmentos de tecidos, que 

confirmaram mais uma vez a infecção (Figura 19) e inoculados em meio de cultura 

Sabouraud Dextrose Ágar onde foi obtido o agente etiológico da doença (Figura 20).  

 Após confirmação da infecção, os animais foram tratados com ácido oléico por 

sete dias. Onde no quinto dia de tratamento foi realizada coleta de material biológico da 

cavidade vaginal para confirmação de cura. Ao exame direto apenas raras células foram 

visualizadas, contudo não mais havia hifas o que não caracteriza doença, uma vez que 

A B 

C 
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pode ser considerada microbiota do animal (Figura 21). Durante o processo de infecção 

foi visto algumas alterações na mucosa vaginal externa, a exemplo de um prolapso 

vaginal. Contudo, após o tratamento foi notado uma significante recuperação das lesões 

deixadas na mucosa externa da vagina do animal (Figura 22). 

 

Figura 19: A e B: Exame direto dos fragmentos de tecidos da mucosa vaginal com várias células de 

leveduras ovais e hialinas aderidas ao tecido. C: células de leveduras desenvolvendo filamentos, típicos 

de C. albicans. 

 

Figura 20: Macroscopia de Candida sp. em sete pontos equidistantes, obtidas a partir de fragmentos de 

tecidos da mucosa vaginal. Colônias com bordas lisas; e coloração creme. 
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Figura 21: A e B: escamas epiteliais da mucosa vaginal livre de aderências e parasitismo. C: raras 

células de leveduras ovais e hialinas aderidas à escama epitelial caracterizando microbiota. 

 

Figura 22: A: Prolapso vaginal em animal com candidíase vaginal. B: Animal tratado com ácido 

oléico, e mucosa vaginal restabelecida. 

 

 
 Pietrella et al. (2011) avaliaram a atividade antifúngica do óleo essencial de 

Mentha sp. e assim como nosso trabalho, bioprodutos tiveram uma boa ação in vitro 

e in vivo, onde apresentaram ação fungistática e fungicida. Menezes et al. (2009) 

relataram que bioprodutos de folhas apresentaram ação antifúngica, in vitro, frente a 

isolados de C. albicans. Diferente dos nossos resultado, apresentaram uma CIM 

muito elevada variando de 62,5–250mg/mL. De tal forma, esses resultados são 

motivos para novas investigações na busca de novas terapêuticas na promoção à 

saúde. 

 

 

 

B A C 

A B 
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6. CONCLUSÕES 

 A identificação clássica apresentou resultados, contudo não foi conclusiva para as 

espécies de Rhodotorula.  

 Métodos moleculares são necessários na identificação do gênero Rhodotorula. 

Técnicas como sequenciamento da região ITS e também espectrometria de massa, 

foram adequadas, e em concordância. 

 O volume do meio de cultura de 100mL ao final de 120 horas de fermentação foi o 

mais adequado para obtenção de maior quantidade de biomassa. 

 A levedura Rhodotorula mucilagionsa URM 6683 utilizada no processo 

fermentativo é uma boa produtora de metabólitos secundários, destacando o ácido 

oléico. 

 Isolados de Candida albicans apresentaram sensibilidade a anfotericina B, 

fluconazol e nistatina.  

 O ácido oléico mostrou atividade antifúngica frente a isolados clínicos de C. 

albicans e Candida tropicalis ATCC 750. 

 O isolado de C. albicans URM 4977 foi selecionado devido ao padrão de 

sensibilidade para a realização do teste in vivo;  

 É possível realizar modelo de candidíase vaginal experimental sem 

imunossupressão sistêmica. 

  O ácido oléico foi eficiente no tratamento da candidíase vaginal experimental. 
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ANEXO 01 

Oficio nº35/2014 do CEUA/UFPE emitindo parecer favorável à realização do protocolo 

experimental. 

 


