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RESUMO

O género Candida é composto por leveduras potencialmente patogénicas e que podem causar doenga em
decorréncia de um desequilibrio do binémio parasita-hospedeiro, j& havendo relatos de candidiase
acometendo individuos saudaveis. Muitos fatores estdo relacionados com a patogenicidade e resisténcia a
antifingicos de Candida spp., entre estes, a formacdo de biofilme, permitindo maior capacidade de
resisténcia a injurias fisicas e quimicas. Nesse contexto, a evolucdo da resisténcia de fungos a agentes
antimicrobianos ja é uma realidade, e somada ao limitado numero de antifingicos disponiveis para o
tratamento de candidiases, leva a necessidade de buscar novas alternativas terapéuticas, sendo os peptideos
antimicrobianos uma opc¢ao a ser testada. Diante do exposto, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar a
atividade antifingica do fragmento peptidico Ctn [15-34], frente a células planctonicas e biofilmes de
Candida spp. Para isso, foram utilizados isolados da microbiota oral de individuos saudaveis, de individuos
portadores de HIV e de isolados clinicos diversos. A avaliacdo do perfil de sensibilidade de células sésseis
sera realizada utilizando biofilmes formados em placas de poliestireno de 96 pogos de fundo chato, onde
foram adicionados RPMI- 1640 contendo diluigbes do antifingico, com concentragdes que variam de 5 e
1000 pM do fragmento peptidico Ctn[15-34]. A solucdo de XTT- menadiona foi utilizada para quantificar a
atividade metabdlica do biofilme. O fragmento Ctn [15-34] foi testado isolado, onde o efeito sinérgico foi
determinado pela técnica do checkerboard. Para a andlise dos dados, foi utilizado o programa estatistico
Graphpad Prism® versao 5.00, adotando-se um nivel de significancia de 5%, onde o valor de “p” foi menor de
0,05. A partir do presente estudo pode se concluir a eficacia do CTN (15-34) como inibidor
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INTRODUCAO

Candida é um género de leveduras que vivem como saprobios na microbiota de seres humanos e animais.
Ele possui potencial patogénico que pode se manifestar em decorréncia de um desequilibrio do binémio
parasita-hospedeiro, sendo considerado oportunista, no entanto, espécies de Candida podem também causar
enfermidades em individuos saudaveis, estando alguns fatores relacionados com a caracteristica de
patogenicidade das mesmas, entre estes, a formagao de biofilme. Atribui-se a Candida spp. elevado poder de
patogenicidade, em razdo da expressdo de uma série de fatores de viruléncia, tais como a adesdo aos tecidos
do hospedeiro diante da atividade de adesinas e invasinas; capacidade de adesdo a dispositivos médicos;
producdo de enzimas hidroliticas, como as proteases, fosfolipases e hemolisinas; mudanca fenotipica;

transicdo morfoldgica levedura-hifa e formacdo de biofilme.

Em relagdo ao biofilme, este é considerado uma comunidade de células aderentes e com propriedades
distintas das células que estao livres e flutuantes (planctonicas). Essas comunidades complexas sao envoltas
por uma matriz composta por substancia polimérica extracelular, produzidas pelos préprios microorganismos
formadores de biofilme, aderida a superficies bidticas (mucosa e tecido do hospedeiro) e abidticas (cateteres,

proteses dentérias, etc.).

METODOLOGIA

Tratou-se de um estudo descritivo e analitico com abordagem quantitativa. Descritivo porque visava
determinar a distribuicdo de doencas ou condigdes relacionadas a satide de uma populacao de acordo com o
tempo, lugar e caracteristica dos individuos e para isso, foram utilizados dados primérios ou secundérios
(COSTA; BARRETO, 2003). Nos estudos quantitativos foi utilizada a andalise estatistica para que as
informagdes encontradas resultem em dados de formato numérico. Este estudo foi realizado no Laboratério
de Microbiologia da Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro- Brasileira - UNILAB,
Redencao - Ceard, com apoio do Laboratério de Bioquimica e Biotecnologia (MarMoBio Lab) da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

Para este estudo, foram utilizadas 29 cepas de Candida, isoladas a partir da microbiota oral de individuos
saudaveis, microbiota oral de individuos HIV positivos e isolados clinicos diversos. As cepas foram
recuperadas a partir da micoteca do Centro de Estudos broncoalveolar); Candida krusei (uma de microbiota
oral); Candida sp. (uma de microbiota oral), Candida tropicalis (trés cepas de infecgao urinaria); Candida
parapsilosis (uma cepa de hemocultura e uma de onicomicose).

Para a avaliagdo da atividade antifingica de farmacos e do fragmento peptidico, foi realizado o Teste de
Suscetibilidade a Antifingicos, por método de Microdiluigdo em Caldo, de acordo com a Norma M27-A3, a
qual descreve o método preconizado pelo Clinical Laboratory Standards (CLSI), instituigao internacional que
desenvolve normas e padroes para a realizacdo de testes de patologia clinica e questdes relacionadas a
atencdo a saude

Para formacgao de biofilme a metodologia preconizada por Cordeiro et al. (2015), foi utilizada para avaliar a
formacdo de biofilme poe uma cepa de Candida albicans. A cepa foi ressuspendida em meio RPMI e a
suspensao ajustada até atingir a concentracao de 1 x 106 células/mL. 200 pL deste indculo serdo transferidos
para placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato, e estas incubadas a 372C por 48 horas.

Para este estudo, foi utilizado o peptideo Ctn [15-34] (sequéncia de aminoéacidos -
KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF), que é um fragmento C-terminal da Crotalicidina, derivado de uma catelicidina

expressa nas glandulas de veneno da serpente sul- americana Crotalus durissus terrificus. Este ja foi
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previamente sintetizado, liofilizado e armazenado a uma temperatura de -20°C.

Para a avaliacao da sensibilidade dos biofilmes de Candida, foi utilizada a metodologia descrita por Bizerra et
al. (2008), onde, apds 24h de formacao de biofilme, através de metodologia citada anteriormente, o meio foi
aspirado e cada pogo contendo biofilme foi lavado trés vezes com PBS estéril. Em seguida, 200pL de
RPMI-1640 contendo diluigdes seriadas de cada antifingico foram adicionados aos pogos contendo biofilme
maduro, e as placas foram entdao incubadas por 48h a uma temperatura de 37°C.

A quantificagao do biofilme foi realizada apds os ensaios de sensibilidade antifiingica. Os biofilmes das cepas
(em formacao e maduro) foram retirados das estufas apds incubacao de 48 ou 96 h, respectivamente. O
sobrenadante foi aspirado e os pogos lavados trés vezes com 200 pL de TBS (0,05% Tween 20 em tampé&o
Tris) para remogao dos microrganismos nao aderentes. Entdo, a atividade metabdlica do biofilme foi
quantificada.

Para a anpalise estatistica foi empregada a analise de variancia (ANOVA), adotando-se um nivel de
significancia de 5%, onde o valor de “p” devera ser menor de 0,05. Para a analise dos dados, sera utilizado o

programa estatistico Graphpad Prism® versao 5.00.

RESULTADOS E DISCUSSAOQO

Pela caracterizacdo das cepas utilizadas para os testes foi verificado que que das 29 cepas testadas, 14
(48,3%) sdo originadas da microbiota oral de um individuo saudéavel, enquanto que 12 (41,4%) sao de cepa
clinica de individuos doentes, dessas, apenas uma amostra (3,4%) trata-se de uma cepa de referéncia, a
ATCC 90028, resistente ao fluconazol. Duas das cepas utilizadas (6,9%) sao cepas de pacientes com HIV+.
Foi possivel verificar que as cepas C2 e C7 cepas de origem clinica apresentaram um maior percentual
inibitorio frente a resposta da utilizagao do CTN (15-34), e as cepas M13 e M4 cepas da microbiota de um
individuo saudavel, foram as que mostraram um menor percentual inibitério.

O estudo demonstrou que o peptideo CTN (15-34) apresentou atividade inibitoria eficaz contra os isolados de
C. albicans se comparado a outros tipos de inibidores. As andlises realizadas por outros autores,
demonstraram a atividade inibitéria do ToAP2 contra diferentes espécies do género como C. albicans (CIM
12.5 pM), C. parapsilosis (CIM 50 uM), C. tropicalis (CIM3.12 uM) e C. auris (CIM 50 uM) (DO
NASCIMENTO DIAS et al., 2020; GUILHELMELLI et al., 2016; PINHEIRO et al., 2022), demonstrando o
grande potencial inibitério do CTN (15-34).

Apds a andlise de inibigao do biofilme, através da coloragao com cristal violeta (CV) e avaliacdo da densidade
optica (OD) em espectrofotometro, observou-se que concentragoes intermediarias do peptideo Ctn [15-34]
obtiveram melhores resultados (gréfico - 1A e 1B). Verificou-se também, que o os valores entre 50 yM e 75
UM se mostram ideais para inibicdo de crescimento da cepa. Valores elevados (= 100 pM) e inferiores (= 5
pM) de Ctn ( 15-34) demostraram maior crescimento do biofilme.

Em relacdo a reducédo de biomassa (gréafico - 1C) os valores intermedidrios (50 pyM - 75 pyM) também
demonstraram maior eficacia frente a outras dosagens. Feresin (2014) ao avaliar o efeito da atividade
antifingica de nanoparticulas de prata observou que concentracoes de 54 uyM e 108 uM néao foram efetivos
na reducao da biomassa total dos biofilmes simples de C. albicans ATCC 10231, entretanto, para o biofilme
simples de C. glabrata ATCC 90030 formado sob agitacdo de 10 rpm, DC a 108 pug/mL e NPs nas
concentragoes de 108 e 54 ng/mL mostraram reducdes significativas na biomassa total.

CONCLUSOES
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A partir dos resultados encontrados nesta pesquisa, concluimos que o objeto de analise mostrou efetividade
em sua funcdo pois através do estudo pode-se constatar que o peptideo CTN (15-34) apresentou atividade
inibitéria eficaz contra os isolados de C. albicans se comparado a outros tipos de inibidores, mantendo um
maior percentual inibitério perante o crescimento das leveduras, tanto em suas células sesseis como nas
células em sua forma planctonicas. O CTN se mostra promissor no ambiente de estudo, os peptideos
mostram-se de grande valia nos campos de estudos por se tratarem de uma nova solucdo principalmente para
0s casos em que resisténcia medicamentos ja existentes, e nos casos que o biofilme impossibilita a

recuperagao dos pacientes.
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