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RESUMO

Segundo a lista de patdégenos fungicos prioritarios da OMS (Organizacdo Mundial da Satde)
para orientar pesquisa, desenvolvimento e a¢ao de satide publica publicada em 2022, a espécie
albicans € categorizada como grupo de prioridade critica, ja que o género Candida albicans ¢
rotulado como patéogeno oportunista responsavel por milhares de mortes decorrentes de
infecgdes hospitalares, além de ser causador de septicemias e candidemias ao redor do mundo.
Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar através de testes in vitro a
existéncia ou ndo de acdo antifingica da biotina sobre culturas planctonicas e biofilmes de
C.albicans pelo método CIM e CMM. Para a realizacdo dessa pesquisa foram utilizadas
capsulas de biotina pura manipulada de 1 grama, diluida em caldo préprio, e aplicada em cepa
do fungo, onde o meio de cultura utilizado para a semeadura foi o dgar BHI em placa de 96
pocos. Esperava-se com esses testes que a biotina manipulada apresentasse agdo antiflingica
em colonia de Candida albicans a fim de buscar métodos alternativos de tratamento de
candidoses e consequente diminuicdo da taxa de mortalidade especialmente em casos de
candidiases invasivas através da administracdo de biotina. No experimento realizado nao
houve taxa de resposta inibitéria positiva entre as cepas de referéncia de C. Albicans (ATCC
18804) testadas, o que demonstra o quao importante ¢ a introdu¢ao de novos produtos de
amplo espectro antifingico no mercado farmacéutico para tratamento de infeccdes
provocadas por patdégenos oportunistas como os testados.
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1 INTRODUCAO

No atual cenario mundial o género Candida pode ser categorizado como terceira maior
causa de septicemia, e em nivel Brasil sétima maior causa de infec¢des sanguineas causadas
por microorganismos. Dessa maneira, os quadros de candidoses sdo causa de potencial
morbidade e mortalidade, principalmente em pacientes imunosuprimidos e hospitalizados, o
que acarreta em altos custos com internagdes, tanto em ambito de rede publica de atendimento
quanto em rede privada em todo mundo. (ROCHA et al., 2021, YANAMOTO et al., 2012)

Como forma terapéutica a industria farmacéutica atual exibe uma grande variedade de
antifiingicos para tratamento de candidoses. Nao obstante, o uso erroneo desses farmacos,
geralmente sem prescrigdo médica, torna susceptivel que esses individuos que se
automedicam desenvolvam o que segundo Vieira e Santos (2017), denonimam resisténcia
fingica, ou seja, pouca ou nenhuma efetividade terapéutica.

Os relatos de resisténcia fungica em Candida albicans, uma vez escassos, atualmente
proliferam devido ao uso prolongado de antifingicos decorrente de infec¢des recorrentes e a
complexidade diagnodstica dos pacientes. A administragdo tardia e o recurso a classes
adicionais de agentes antifungicos, como azolicos, poliénicos e imidazdlicos (e.g., fluconazol,
Anfotericina B, cetoconazol), exacerbam as condi¢des clinicas. O aumento incidencial de
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hepatoxicidade e alteragdes nas enzimas hepaticas, notadamente elevacdes de transaminases e
bilirrubina, associado a terapia oral com antifiingicos, pode precipitar quadros de hepatite
medicamentosa. (ARENDRUP; PATTERSON, 2017; HASHMI; HERRICK 2003 e
MOREIRA 2010)

Segundo Rivero, 2017; Silva et al.,2021, os microorganismo da espécie albicans se
caracterizam como células simples, mas dimorficas, com parede celular alongada. O fungo
Candida albicans se reproduz por brotamento, formando blastoconideos quando em estado
saprofitico. A capacidade de aderéncia e formagdo de biofilme ¢ um mecanismo de resisténcia
do género Candida, semelhante ao processo realizado pelas bactérias. O microorganismo
recruta células para colonizar superficies, iniciando a proliferacdo celular e formando
pseudohifas e hifas apds 20-24 horas. Esse processo busca colonizar novas superficies e/ou
tecidos. O género Candida possui ainda recursos enzimaticos e estruturais que facilitam sua
invasao e proliferacdo, escapando das defesas imunologicas do hospedeito.

Sabe-se que para o correto funcionamento das fungdes vitais dos seres vivos nutrientes
essenciais, ou seja, aqueles que nao sdo sintetizadas de maneira espontidnea nas rotas
metabolicas, sejam introduzidas no nosso organismo, seja através de alimentacdo ou
suplementagdo por farmacos. Os nutrientes essenciais podem ser classificados em 6 grupos,
como exemplo carboidratos, proteinas, lipidios, minerais, ¢ ainda as vitaminas, que podem ser
encontradas popularmente em farmdacias como suplemento vitaminico. (KESARI; NOEL,
2022)

E sabido que vitaminas e poli vitaminicos sdo amplamente consumidos sem prescri¢ao
médica, pois sdo considerados farmacos promotores da saude, ou seja, benéficos para todas as
faixas etarias. No entanto esses suplementos frequentemente contém uma variedade de
excipientes, como ¢ o caso da biotina utilizada no presente estudo. Essa vitamina ¢
comercializada para tratamento de alopecia, queda de cabelo, fortalecimento de unhas e
estudo recentes ainda implementaram sua utilizagdo para tratar sequelas p6s-COVID. Diante
da presenca desses excipientes, o atual experimento utilizou de formula¢do manipulada da
biotina, buscando uma compreensao mais especifica e controlada de seus efeitos. (GEWEHR
et al., SILVA et al.,2017)

A biotina, também conhecida como vitamina H ou B7, utilizada como farmaco nos
testes experimentais ¢ considerada soluvel tanto em 4gua, como em alcool/etanol. Esse
farmaco atua como enzima essencial no metabolismo de gorduras, carboidratos e
aminoacidos. Sua absor¢do intestinal ¢ mediada pelo transportador multivitaminico
dependente de sodio (SMVT). A biotina, devido a sua solubilidade em agua, acaba nao sendo
armazenada pelo organismo, sendo o excesso excretado 60% pela urina, enquanto a excre¢ao
biliar ¢ limitada. O SMVT desempenha um papel crucial na absor¢do hepatica, reabsorc¢ao
renal e nos tecidos periféricos da biotina. (LYKSTAD; SHARMA,2023; ZEMPLENI et
al.,2009)

Conforme exposto anteriormente, atualmente ainda ndo existem trabalhos publicados
que demonstrem a agdo antifingica da biotina, diante disso, o presente trabalho tem por
objetivo averiguar a precisdo do indcuo durante a montagem dos testes de susceptibilidade por
micro dilui¢do, bem como mensurar o perfil de sensibilidade de Candida albicans a Biotina
em sua formula manipulada pelo método CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) e também
pelo método CMM (Concentragao Microbicida Minima) pela CLSI.

2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo caracteriza-se por uma pesquisa de carater experimental com
abordagem quanti e qualitativa realizado no Instituto Taubaté de Ensino Superior através de
formulagdo manipulada de biotina com composi¢do de 1 grama em pd, sem excipientes, na
farmacia Pharma Express Center, na cidade de Aparecida, Sao Paulo.
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2.1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana da Biotina

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Analises Clinicas do Instituto Taubaté de
Ensino Superior. A avaliacdo da atividade antimicrobiana da biotina foi avaliada sobre cepas
de referéncia (ATCC- American Type Culture Collection) de Candida albicans (ATCC
18804). As cepas foram provenientes do Laboratério de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Ciéncias e Tecnologia (ICT/UNESP) de Sao Jos¢ dos Campos.

2.1.1. Determinacio da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracio
Microbicida Minima (CMM)

Para a determinacdo do CIM foi utilizado o método de microdilui¢do em caldo,
segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), normas M7-A7 e M27-A2. Os
inéculos foram preparados a partir de cultura de 24 horas incubadas em Agar Sabouraud em
placa de Pétri e apds em estufa bacteriologica (37°C, com 5% de CO2 para C. albicans) e
padronizada em espectrofotometro, de acordo com as recomendagdes da NCCLS (2006), esta
suspensao do inoculo foi ajustada na escala 0,5 de Mc Farland em espectrofotdometro com
comprimento de onda de 530nm. O teste foi realizado em microplacas, como demonstrado na
Figura 1, ondem foram distribuidos 100 pL de meio de cultura em todos os pogos (N= 8 por
grupo), apods isso 100 uL de biotina diluida em caldo BHI (200mg/ml) foram adicionados
apenas no primeiro poco do grupo, de onde partiu uma série de 8 dilui¢des seriadas em 8
linhas (A até¢ H) em duplicata, ou seja, 2 colunas (1 a 2) para comprobatoriedade.

ApoOs incubagao de 24 horas, A CIM pode ser determinada no ultimo pogo da
microplaca de 96 pocos que se ndo apresentasse turvacdo, indicaria que houve crescimento
microbiano. Para determinar a CMM da biotina foi inoculado em agar Brain Heart Infusion
(BHI — Himédia) 10 puL da CIM, bem como 10 pL. de uma concentragdo acima e de outra
abaixo dela, ap0s isso, a placa foi inclinada para que as gotas despejadas na placa escorressem
e formassem um rastro. Apods 48 horas de incubagdo, foi avaliado que as placas apresentaram
crescimento de colonias, ndo sendo possivel a determinacao tanto da CIM, quanto da CMM
de cada concentragdo de biotina utilizada no rastro no qual ndo houve o desenvolvimento de
coldnias.

A concentracdo inicial de biotina inicial testada de 200mg/ml e nas diluigdes 1:1, 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 que apresentassem a CMM seriam testadas sobre biofilmes
monotipicos in vitro, etapa que ndo foi realizada devido o resultado negativo da acdo
antimicrobiana da solugao de biotina no primeiro teste realizado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s incubacdo de 24 horas, A CIM nao pode ser determinada no ultimo poco da
microplaca de 96 pocgos, pois a solugcdo de biotina ja exibe natural turbidez, dessa maneira a
analise passou a ser inteiramente creditada a CMM.

Apos o teste de Concentragdo Microbicida Minima observou-se que a aplicagao de
biotina nas concentragdes de 200mg/ml no teste de micro dilui¢do em caldo BHI em colonia
de C. albicans nao resultou em efeito antimicrobiano. Portanto, ndo foram observados valores
tanto de CIM quanto de CMM apos cultivo em agar Sabouraud e incubacdo em estufa
microbioldgica por um periodo de 48 horas conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados obtidos através do teste CIM e CMM realizados no laboratorio clinico
do Instituto Taubaté de Ensino Superior no dia 27 de setembro de 2023.

POSICAO CONCENTRAGCAO DILUICAO RESULTADOS DOS

DOS POCOS TESTADA (mg/mL) TESTES DE
CIMe CMM

A 200 mg/mL 1:1 Ausente

B 100 mg/mL 1:2 Ausente

C 50 mg/mL 1:4 Ausente

D 25 mg/mL 1:8 Ausente

E 12,5 mg/mL I:16 Ausente

E 6,25 mg/mL 1:32 Ausente

E 3,125 mg/mL 1:64 Ausente

H 1,5625 mg/mL 1:128 Ausente

Fonte: propria

Figura 1. Teste de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). Leitura da microdilui¢do na placa
de 96 pocos de 100 puL + 100 pL caldo BHI na mesma concentracdo de C.albicans em
diferentes dilui¢des de biotina apds 24 horas em estufa a 37°C.

Figura 2. Teste de Concentragcdo Micbrocididada Minima (CMM). O agar Sabouraud foi
dividido em 8 partes, onde em cada uma delas foi semeado 10 pL do preparo da
microdilui¢do anterior e encubado por 24 horas em estufa a 37°C.

O presente estudo teve por objetivo a avaliagdo da eficadcia de um novo farmaco no
tratamento de candidoses especificamente a biotina manipulada em pd, e através dos testes
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identificar se existe possivel efeito inibitorio em colonias cultivadas de Candida albicans a
fim de buscar novas alternativas terapéuticas de tratamento em infec¢des causadas por esse
microorganismo.

A partir dos testes de sensibilidade in vitro de colonias isoladas de Candida albicans
realizados com administragdo de biotina esperava-se que o farmaco manipulado apresentasse
acdo antifngica sobre colonias planctonicas e biofilme de Candida albicans a fim de
contribuir com as linhas de pesquisa de candidoses na area de micro e micologia clinica que
buscam através da técnica de reposicionamento de farmacos fazer a introdugao de novos
produtos de amplo espectro no mercado que sejam seguros, eficazes, € que apresentem baixa
ou nenhuma toxicidade para as células humanas.

A técnica de reposicionamento de farmacos baseia-se na ideia de que muitos
medicamentos aprovados com perfis de seguranga, farmacocinética ¢ mecanismos de acao ja
conhecidos possam ser aproveitados para explorar novas alternativas de tratamento de
infeccoes para além do seu alvo original. Ademais, esse € o primeiro experimento que
envolve a técnica de reposicionamento de firmaco através de biotina para fins terapéuticos
relacionados a fungos, especificamente a colonia de Candida albicans, ja que esse farmaco
geralmente ¢ comercializado para fins de tratamento de queda de cabelo e fortalecimento de
unha manipulada juntamente com outras vitaminas importantes para a saude.

Segundo Célia, A. et,al; 2022, infecgdes fungicas sdo uma das principais causas de
mortes relacionadas a doengas infecciosas em todo o mundo. As espécies de Candida sao um
dos agentes causadores mais comuns de infeccdes fingicas invasivas, predominando a
Candida albicans como a principal causa de candidiase invasiva. Como os fungos sao
eucariontes assim como o hospedeiro humano, o nimero de moléculas alvos que podem ser
explorados para o desenvolvimento de novos antifingicos ¢ ainda limitado.

No experimento realizado no laboratério do Instituto Taubaté de Ensino Superior
observou-se que nao houve taxa de resposta positiva entre as colonias de Candida albicans
que receberam a biotina manipulada em meio de cultivo BHI. Esses resultados demonstram os
quao resistentes e oportunistas esses fungos podem ser, o que ressalta ainda mais a
importancia de novos testes de fairmacos ja disponiveis na industria farmac€utica pra fins
terapéuticos de candidoses, ja que muitas das vezes esses farmacos sdo utilizados sem
indicagdo médica, como por exemplo, os farmacos pertencentes 4 classe do fluconazol, isso
faz com que haja perca de eficacia nos tratamentos em longo prazo.

4 CONCLUSAO

Verificou-se através do presente trabalho que a administracdo de biotina pura sem
excipientes manipulada nao exibiu atividade antifungica em colonias de Candida albicans.

Finalmente, estudos futuros com outros farmacos e colonias de microorganismos serao
esclarecedores para se determinar perfis de resisténcia ndo somente do género albicans aqui
retratado, mas de quaisquer outros microorganismos causadores de infec¢des que sdo caso de
saude publica ao redor do mundo. Ademais, a biotina também pode ser testada para prever
possivel resposta antimicrobiana e inibitoria de outros géneros de fungos e bactérias nao
testados no presente estudo.
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