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DAINEIS, Gabriele Rhanna. Atividade antifungica de nanoparticulas de prata
biogénicas contra isolados clinicos de Candida parapsilosis. 2025. 41 fls.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade
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RESUMO

Candida parapsilosis € uma espécie causadores de importantes infeccoes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) que possuem elevado tempo de internagao
e mortalidade, tem ganhado destaque por altas taxas de resisténcia a antimicrobianos,
deixando o alerta da necessidade de novas alternativas terapéuticas, que para tal, tem
sido estudado o uso de nanoparticulas metalicas com atividade antimicrobiana. O
objetivo do presente estudo foi produzir nanoparticulas de prata biogénicas (Bio-
AgNP) utilizando sobrenadante livre de células (CFS) que contém bacteriocinas (Ent-
MF5) do cultivo de Enterococcus durans, bactéria acido latica (BAL) e testa-las em C.
parapsilosis. A concentragdo inibitéria minima (CIM) das Bio-AgNP em isolados
clinicos resistentes a fluconazol e linhagem padrao ATCC22019 foi determinada pela
técnica de microdiluicdo em caldo. A viabilidade celular foi determinada pela contagem
de unidades formadoras de colénias (UFC), com analise estatistica one-way ANOVA
(p<0,05) e pos-teste de Dunnett. Para os isolados clinicos 117.11, 185.11 e 390.11, o
valor de CIM foi de 0,2 pg/mL. A linhagem ATCC22019 e os isolados 262.10 e 357.10
apresentaram valor 50% inferior (0,1 ug/mL). A Bio-AgNP sé apresentou 99% de morte
celular para todos os isolados, exceto o 185.11. Assim, as bactérias acido-laticas
emergem como um grupo promissor para produzir nanoparticulas de prata biogénicas,
com potencial de servir como alternativas terapéuticas eficazes contra C. parapsilosis.
Este estudo sugere por meio de dados de microscopia de fluorescéncia, que as Bio-
AgNPs possam atuar ao nivel de membrana em C. parapsilosis e evidencia a
necessidade de mais estudos que melhor explorem esses mecanismos.

Palavras-chave: Nanotecnologia, Antimicrobianos, Candidemia, Leveduras, Acido-
laticas, Bacteriocinas, Bio-AgNP, Sintese verde, Candidacida, Inovagéo.



DAINEIS, Gabriele Rhanna. Antifungal activity of biogenic silver nanoparticles
against clinical isolates of Candida parapsilosis. 2025. 41 pgs. Final Dissertation
(Biological Sciences Undergraduation) — Londrina State University. Londrina. 2025.

ABSTRACT

Candida parapsilosis is a species that causes important healthcare-associated
infections (HAIs) that have long hospitalization times and mortality, has gained
prominence due to high rates of antimicrobial resistance, alerting the need for new
therapeutic alternatives, for which the use of metal nanoparticles with antimicrobial
activity has been studied. The objective of the present study was to produce biogenic
silver nanoparticles (Bio-AgNP) using cell-free supernatant (CFS) containing
bacteriocins (Ent-MF5) from the culture of Enterococcus durans, lactic acid bacteria
(LAB) and test them in C. parapsilosis. The minimum inhibitory concentration (MIC) of
Bio-AgNP in clinical isolates resistant to fluconazole and standard strain ATCC22019
was determined by the broth microdilution technique. Cell viability was determined by
counting colony forming units (CFU), with one-way ANOVA (p<0.05) and Dunnett's
post-test. For clinical isolates 117.11, 185.11 and 390.11, the MIC value was 0.2
pHg/mL. The ATCC22019 strain and isolates 262.10 and 357.10 presented a 50% lower
value (0.1 pg/mL). Bio-AgNP only presented 99% cell death for all isolates except
185.11. Thus, lactic acid bacteria emerge as a promising group to produce biogenic
silver nanoparticles, with the potential to serve as effective therapeutic alternatives
against C. parapsilosis. This study suggests, through fluorescence microscopy data,
that Bio-AgNPs may act at the membrane level in C. parapsilosis and highlights the
need for further studies to better explore these mechanisms.

Keywords: Nanotechnology, Antimicrobial, Candidemia, Yeasts, Lactic acid,
Bacteriocins, Bio-AgNP, Green synthesis, Candidacidal, Innovation.
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1. INTRODUCAO

As infeccbes fungicas invasivas representam um significativo
problema de saude publica, especialmente em ambientes hospitalares. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude entre os principais agentes causadores de infec¢des
fungicas invasivas, destacam-se as leveduras do género Candida, responsaveis por
um expressivo numero de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (WHO,
2022).

Entre as espécies do género, Candida parapsilosis tem se mostrado
uma ameaca notavel, especialmente em pacientes imunossuprimidos, bebés
prematuros e agueles em unidades de terapia intensiva. Suas caracteristicas de
viruléncia, como a formacdo de biofilmes e a secrecdo de enzimas hidroliticas,
favorecem sua resisténcia aos tratamentos convencionais e a disseminacdo em
ambientes hospitalares, frequentemente facilitada pelo contato humano e por
equipamentos médicos, como uso de cateteres, bisturis e equipamentos de intubacao
por exemplo (Bohner; Gacser; Toth, 2021; Pappas et al., 2018). A baixa quantidade
de informacgdes e estudos envolvendo esta espécie dificulta os trabalhos de controle
evidencia a necessidade do desenvolvimento de mais pesquisas.

A resisténcia microbiana é outro desafio critico no manejo de
infec¢Bes fungicas. C. parapsilosis, assim como outras espécies, tém desenvolvido
mecanismos adaptativos sofisticados, incluindo mutacdes genéticas e producdo de
enzimas que inibem a acdo de antifingicos amplamente utilizados, como os azéis e
as equinocandinas. Este cenério evidencia a necessidade de alternativas terapéuticas
inovadoras que possam superar 0os obstaculos impostos pela resisténcia (Das et al.,

2020; Govrins; Lass-Florl, 2024).
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A crescente resisténcia a tratamentos convencionais e os elevados
indices de morbidade associados a essas infeccées tornam urgente a busca por
abordagens terapéuticas mais eficazes (Liu; Dickter, 2020). Nesse contexto, 0 uso de
nanoparticulas metalicas (NPs) biogénicas tem emergido como uma promissora
abordagem alternativa. Essas particulas, sintetizadas por método biogénico, ou seja,
produzidas a partir do uso de compostos naturais, apresentam propriedades
antimicrobianas robustas, atuando contra um amplo espectro de microrganismos. Em
particular, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém se destacado por sua eficacia e
baixo custo, demonstrando potencial no combate as infec¢des por Candida spp. (Lee;
Jun, 2019).

Aléem disso, a integracdo de tecnologias emergentes, como a
biossintese mediada por bacteriocinas, amplia as possibilidades de aplicacdo das
nanoparticulas metalicas (Darbandi et al., 2022; Oladipo et al., 2017). Esse método
nao apenas promove a sustentabilidade ambiental, mas também explora novos
mecanismos de acao antimicrobiana, apontando para uma nova era de estratégias no
enfrentamento de infec¢des fungicas invasivas. Trabalhos recentes ja exploram essa
novidade, inclusive de nosso grupo (Paulo et al., 2024).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi produzir Bio-AgNPs
segundo a metodologia de Paulo et al. (2024) a partir do cultivo de Enterococcus
durans produtor de bacteriocina e avaliar seu potencial antimicrobiano frente a
isolados de C. parapsilosis resistentes ao fluconazol, através do método de
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), viabilidade celular apos
exposicao por meio de contagem de unidade formadora de col6nias (UFC) e avaliacéo
da atividade de AgNPs na desestabilizacdo de membrana (possivel alvo) por meio de

microscopia de fluorescéncia.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O género Candida

Algumas leveduras do género Candida sdo patégenos de grande
importancia clinica, responsaveis por infecgées fungicas sistémicas que fazem parte das
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). Essas infec¢des tém um impacto
significativo na salde devido as altas taxas de morbidade e mortalidade, além do tempo
prolongado de internacgéo e dos riscos de novas infecgdes (Liu; Dickter, 2020).

Embora o género Candida compreenda cerca de 200 espécies, apenas
um numero reduzido é causador de infeccdes sistémicas. Esses microrganismos
comensais estdo presentes na microbiota humana em equilibrio, mas podem se tornar
prejudiciais quando ha uma colonizacao elevada, especialmente devido ao declinio da
imunidade do hospedeiro ou intervencgdes cirdrgicas invasivas (Bohner; Gacser; Toth,
2021; Pappas et al., 2018).

As principais espécies do género Candida de interesse clinico séo
classificadas em dois grupos: Candida albicans, que € a principal espécie comumente
isolada de pacientes com infeccdes fungicas invasivas (candidemias), e as espécies
nao-Candida albicans (CNCA), que incluem Candida auris, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida glabrata, sendo as trés ultimas as mais
comuns (Bohner; Gacser; Toth, 2021; Bongomin et al., 2017).

O género Candida é apontado como a terceira maior causa de sepse,
inflamacédo generalizada causada por infeccdo no sangue, no mundo (Pappas et al.,
2018), a segunda maior causa de infec¢cbes da corrente sanguinea associadas a

assisténcia a salude nos Estados Unidos (Bays et al., 2024), e séo prevalentes em sepse
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de inicio tardio em 1,9% na Europa, 5,1% nos Estados Unidos, 6,3% na Argentina e 11%
no Brasil (Fonseca, 2024).

Estudos apresentam que a incidéncia de C. albicans em algumas
regibes geograficas tem diminuido em relagdo as CNCA. No entanto, a distribuicdo
destas espécies depende de varios fatores como a localiza¢do geografica, condicdes
socioeconbmicas, idade da populacdo afetada e a utilizacdo de medicamentos
antimicrobianos (Téth et al., 2019).

A espécie de Candida mais frequente em geral ainda é C. albicans, com
frequéncia de 35,3% no Brasil a 50,4% na Coreia. Em segundo e terceiro lugar a
frequéncia é variada, porém, as principais espécies séo C. globrata, C. parapsilosis e C.
tropicalis, sendo que C. globrata prevalece nos Estados Unidos (24%), China (27,7%) e
Coreia (22,7%), C. parapsilosis na Italia (28-35%) e C. tropicalis no Brasil (27,4%) (Chen;
Xie; Jian, 2024; Franconi et al., 2023; Medeiros et al., 2019; Mesini et al., 2020; Ricotta

et al., 2021; Won; Sung; Kim, 2024).

2.2 Candida parapsilosis

C. parapsilosis € um complexo que inclui trés espécies: Candida
parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis, destas, C.
parapsilosis sensu stricto € a espécie mais frequente do grupo. (Brilhante et al., 2018).

Uma pesquisa de prevaléncia de espécies CNCA realizada entre 1971
e 2018 em diversos paises revelou que C. parapsilosis é a espécie mais comum na
Ameérica do Sul e C. glabrata na Europa e na América do Norte (Giacobbe et al., 2020).

No Brasil, C. parapsilosis ocupou o terceiro lugar entre as CNCA
isoladas de candidemias até 2017, com uma frequéncia de 14-21,6% em casos

clinicos (Canela et al., 2018; Medeiros et al., 2019). E segundo estudo de Leite-Jr, et
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al. (2023), ocupa o segundo lugar entre as Candida spp. mais frequentes no mundo
(20-30%).

Esta espécie se destaca clinicamente pela sua capacidade de causar
candidemias em pacientes hospitalizados, especialmente naqueles com cateteres
centrais de longa permanéncia. Além da mortalidade significativa associada a essas
infecgdes, entre 14,5 e 46,8% dos casos, juntamente com os fatores de viruléncia e
mecanismos de resisténcia que tem deixado profissionais da saude e pesquisadores
em alerta (Asogan et al., 2024; WHO, 2022).

Pacientes em unidades de terapia intensiva, imunossuprimidos e
bebés prematuros sdo os principais alvos de infec¢des por C. parapsilosis. Segundo
Peixoto et al.(2023), a prevaléncia de infec¢cbes por C. parapsilosis também foi maior
em pacientes da oncologia (68,26%). Essas infeccbes podem ser transmitida pelas
maos de profissionais de saude durante tratamentos e intervencdes. Além disso, o
uso de cateteres e o tempo prolongado de internacéo estdo diretamente associados
ao estabelecimento da infeccéo, pois facilitam a colonizacdo do patdégeno (Da Silva et
al., 2021).

Os diversos mecanismos de viruléncia de C. parapsilosis a tornam
uma grave ameaca a saude, pois facilitam sua adeséo e penetracdo no hospedeiro,
promovendo sua propagacdo (Govrins; Lass-Florl, 2024). Um dos principais
mecanismos € a presenca e producdo de adesinas, que facilitam sua instalacéo nos
tecidos do paciente e em equipamentos meédicos, especialmente cateteres, além de
seu transporte por meio dos profissionais de saude (Branco; Miranda; Rodrigues,
2023; Pappas et al., 2018).

O Dbioflme é um mecanismo de viruléncia e resisténcia

particularmente preocupante, pois o0 aglomerado de células recobertos por
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polissacarideos, junto com fosfolipases e proteases asparticas segregadas (SAPS)
produzidas por C. parapsilosis, tornam a resposta imune do hospedeiro ineficaz e
dificultam a acdo de antimicrobianos, impedindo que estes compostos e 0s agentes
imunoldgicos entrem em contato direto com as células patogénicas. Além disso, a
secrecao de enzimas hidroliticas destroi, altera ou danifica a integridade da membrana

das células do hospedeiro (Rocha et al., 2021; Téth et al., 2019).

2.2.1 Acéao dos antifungicos e resisténcia em C. parapsilosis

Os farmacos disponiveis para o tratamento de infec¢des fangicas sao
limitados. Entre os principais estdo os azdis, os polienos como a anfotericina B e as
equinocandinas, utilizados como primeira linha de tratamento atualmente (Nivoix;
Ledoux; Herbrecht, 2020).

O fluconazol é especialmente eficaz no controle de infeccbes
causadas por patogenos do género Candida devido ao seu mecanismo de ac¢éo, que
blogueia a sintese de ergosterol, um componente essencial da membrana celular da
levedura (figura 1A). Isso fragiliza a célula invasora no corpo do hospedeiro, sem
afetar as células do hospedeiro devido as diferencas na composicao entre elas e o
alvo.

As equinocandinas também s&do amplamente utilizadas por seu
mecanismo de acdo distinto dos demais farmacos antimicrobianos, atuando
diretamente na parede celular fungica bloqueando a sintese de (1,3)-B-D-glucano
(figura 1B). Enquanto os polienos se destacam pois ligam-se ao ergosterol formando

poros na membrana celular (figura 1C) (Pristov; Ghannoum, 2019).
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Figura 1: Principais mecanismos de acéo de (A) azdis, (B) equinocandinas e (C)
polienos, que atuam principalmente em membrana e parede celular. Siglas: ROS:
(reactive oxygen species) espécies reativas de oxigénio. Gene ERG3: codificador da
enzima A5,6-desaturase. Gene ERG11: codificador da enzima lanosterol 14-a-
desmetilase. Gene FKS: codificador da enzima 1,3-B-glucano sintase.
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Fonte: Préprio autor. Criado em BioRender.com.

A resisténcia ao fluconazol em Candida spp. pode ser causada por
mecanismos moleculares que estdo relacionadas aos pontos alvo da acdo dos
farmacos, como a regulacéo positiva do gene codificador da enzima lanosterol 14-a-
desmetilase (ERG11) e A5,6-desaturase (ERG3), fundamentais na via de sintese do
ergosterol. Também mutagcbes pontuais no gene ERG3 que levam a perda de
ergosterol e ao acumulo de 14a-metil fecosterol, impedindo que a parede celular seja
atacada pelo farmaco. Além disso, a resisténcia também esta correlacionada com a
superexpressdo de bombas de efluxo através dos genes CDR1 (proteina de

transporte de membrana ABC) e MDR1 (proteina transportadora do tipo p-
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glicoproteina) que conferem resisténcia a multiplos farmacos, bem como duplicacdes
de genes, especialmente no gene ERG11 (Castanheira et al., 2020; Corzo-Leon et al.,

2021) (Figura 2).

Figura 2: Principais mecanismos de resisténcia apresentados por Candida
parapsilosis contra os farmacos azois. Siglas: Gene ERG3: codificador da enzima
A5,6-desaturase. Gene ERG11: codificador da enzima lanosterol 14-a-desmetilase.
Gene CDR1: codificador da proteina de transporte de membrana do tipo ABC. Gene
MDR1: codificador da proteina transportadora do tipo p-glicoproteina. ATP: molécula
de adenosina trifosfato.
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Contra as equinocandinas, a resisténcia pode ocorrer por meio de
mecanismos adaptativos ao estresse, aumentando os niveis de quitina na parede
celular, o que impede a acado do composto, além de mutacfes nos genes responsaveis
pela producdo de B-glucanos. E no caso dos polienos, como a anfotericina B, a
resisténcia € considerada rara, no entanto, foi identificado que C. parapsilosis possui
mecanismos de modulacdo na sintese de ergosterol e de defesa contra espécies

reativas de oxigénio (Branco; Miranda; Rodrigues, 2023; Franconi et al., 2023;
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Govrins; Lass-Florl, 2024). Isto posto, a resisténcia que vem sendo adquirida ao longo
dos anos se torna um alerta em busca de novos compostos para o combate de

infecgbes com tal risco.

2.3 Nanoparticulas metalicas biogénicas

As nanoparticulas (NPs) metélicas tem sido utilizadas de diversas
formas principalmente na industria de forma geral, mas suas aplicacdes na saude
também tem sido o foco de muitos estudos, podendo ser utilizadas como agentes
contrastantes para imagens médicas, ajudando com diagndsticos, fazendo entrega
direcionada de medicamentos a células e tecidos especificos por meio da presenca
de ligantes ou anticorpos, além de suas propriedades antimicrobiana, anticancerigena
e antivirais (Abbas et al., 2024; Burlec et al., 2023; Jangid et al., 2024).

Diversos metais podem ser utilizado como precursor das NPs, a prata,
0 ouro, zinco e ferro sédo os metais mais utilizados e protagonizam varios estudos que
visam a aplicacdo da nanotecnologia em situacées do cotidiano (Madkhali, 2023).
Além disso, a sintese dessas NPs pode ocorrer por diferentes abordagens, a top-
down, através da quebra de materiais maiores a particulas hanométricas utilizando
métodos fisicos, e a bottom-up, que ocorre da unido de moléculas menores por meio
de reducdo quimica. No entanto, a maioria dessas abordagens s&o tecnicamente
complexas, dispendiosas e podem ter impactos ambientais negativos (Bharti et al.,
2024).

Em contraste, a sintese biogénica de NPs € uma abordagem mais
sustentavel e bem estabelecida. Também chamada de sintese verde, a sintese
biogénica é um método bottom-up, que envolve a reducdo ou oxirreducdo dos ions

metalicos por enzimas presentes em compostos nhaturais, resultando em



18
nanoparticulas metalicas. (Singh et al., 2018). Essas NPs utilizam varios mecanismos
de acdo contra células bacterianas e flngicas, ilustrados na figura 3. Entre eles,
destacam-se a inibicdo da replicacdo do DNA, a modificacdo dos niveis intracelulares
de adenosina-5'-trifosfato (ATP), a degradacdo de membranas por contato direto, a
interferéncia na cadeia respiratoria interrompendo o transporte de elétrons, a
desnaturacao de proteinas e os danos ao DNA (Madkhali, 2023; Sheng; Liu, 2017).
Além disso, estudos indicam que as AgNPs promovem a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, contribuindo como um mecanismo de agao contra

microrganismos patogenos (Mulani et al., 2019; Swolana; Wojtyczka, 2022).

Figura 3: llustracdo dos mecanismos antimicrobianos das nanoparticulas metalicas,
entre elas a de prata (AgNP). Siglas: ROS: (reactive oxygen species) espécies reativas
de oxigénio. AgNPs: nanoparticulas de prata. DNA: acido desoxirribonucleico. RNA:
acido ribonucleico.
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As nanoparticulas de prata (AgNPs) biogénicas em particular, podem
ser obtidas a partir de diversos precursores naturais e tém sido reconhecidas por sua
eficacia antimicrobiana contra bactérias, fungos e virus, além de oferecerem baixo
custo, facilidade de producéo e baixa toxicidade para os pacientes (Malik et al., 2023;
Pandit; Rai; Santos, 2017; Singh et al., 2018; Vijayaram et al., 2024). Extratos vegetais
e cultivos de fungos e bactérias estdo ganhando destaque para producéo deste tipo
de NPs e demonstrando resultados promissores, a exemplo trabalhos da tabela 1,
selecionados com base em sintese bhiogénica de nanoparticulas de prata e
determinado a concentracao inibitéria minima (CIM) em Candida spp. empregando o
ensaio de microdiluicdo em caldo.
Tabelal: Dados de atividade antifiungica de AgNPs, obtidas por via biogénica, contra

Candida spp., referentes a trabalhos publicados nos ultimos quatro anos. Siglas:
Mg/mL: microgramas por mililitros. mg/mL: miligramas por mililitros. yM: micromolar.

Precursor para Candida spp. Valor de CIM Referéncia
sintese de AgNP testadas obtido
~ C. albicans 0,5 -2 pg/mL (Czernel et al.,
Solugdo Aquosa de Mel C. parapsilosis 0,5—1 pg/mL 2021)
C. albicans 1.08 mg/mL
C. parapsilosis > 1,08 mg/mL
Extrato (ljzz i(‘;“,asca de C. Krusei 0,06 mg/mL (Mzaég 1e{;‘)a/.,
C. auris > 1,08 mg/mL
C. guilliermondii > 1,08 mg/mL
C. albicans 0,64 mg/mL
C. parapsilosis 0,32 mg/mL
Casca de Abeto C. Krusei 0,02 mg/mL (Mg(r)ezﬁt;;a L
C. auris 0,16 mg/mL
C. guilliermondii 0,08 mg/mL
C. albicans < 31.5/z 125 pg/mL
. C. tropicalis <62.5/= 250 pg/mL .
Penicillium C. Krusei < 62.5/> 250 pg/mL (Soliman et al.,
chrysogenum 2021)

C. parapsilosis < 31.5/2 125 pug/mL
C. glabrata <62.5/2 125 pg/mL
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C. albicans 7,8 pg/mL
C. glabrata 7,8 ug/mL (Fonseca et al
Fusarium oxysporum C. dubliniensis 15,6 pg/mL 2022) "
C. tropicalis 3,9 ug/mL
C. parapsilosis 7,8 ug/mL
Aggzrgg"fr I.Z‘;’f' C. albicans 2,5-> 40 uM
pii d‘; onill C. glabrata 1,25 - > 40 pM
- s’; ”.L’I’m et C. krusei 1,25 -5 uM (Ribeiro et al.,
) profir ’ C. guilliermondii 1,25-2,5 uM 2023)
Epicoccum nigrum, o
. , . C. parapsilosis 2,5->40 uM
Aspergillus tubingensis, -
) . C. tropicalis 5->40 yM
Bionectria ochroleuca
Enterococcus durans C. tropicalis 0,251 — 2,01 pg/mL (Palzji)ozi; al,

Fonte: préprio autor.

2.5 Bacteriocinas

As bactérias acido-lacticas (BALs) sdo amplamente encontradas na
natureza e possuem aplicagdes comerciais significativas como bioconservantes de
alimentos e probidticos, distintas pela sua capacidade de produzir compostos
peptidicos conhecidos como bacteriocinas, que também apresentam atividade
antimicrobiana, aumentando a possibilidade de aplicagbes destes compostos
(Mokoena, 2017; Ramalho et al., 2023). Recentemente, algumas espécies de BALs
também tém sido utilizadas na biossintese de nanoparticulas metalicas. Nesse
processo, as bacteriocinas desempenham um papel fundamental ao se ligar as
moléculas de prata e recobrir as nanoparticulas formadas (Darbandi et al., 2022; Paulo
et al., 2024; Sidhu; Nehra, 2020).

Diversos autores confirmaram a agéo antimicrobiana de bacteriocinas
contra isolados fungicos e varios isolados bacterianos, sendo estes clinicos e
patégenos alimentares, principalmente gram-negativos (Gao et al., 2024; Prosekov et
al., 2017; Sidhu; Nehra, 2020; Sonbol et al., 2020; Tosoni et al., 2019). A maioria das

bacteriocinas ndo séo toxicas para 0s seres humanos, pois sao sensiveis as proteases
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presentes no intestino, além disso, sdo estaveis a temperatura elevada e baixos
valores de pH, podendo ser utilizadas seguramente como conservante de alimentos
(Ramalho et al., 2023; Sidhu; Nehra, 2020).

As bacteriocinas provenientes do cultivo de Enterococcus spp. sao
denominadas enterocinas, que pertencem as classes |, lla, lic e Ill de bacteriocinas
(Darbandi et al., 2022; Masias et al., 2017). Essas enterocinas apresentam potencial
no uso como conservantes de alimentos, pois foi considerado de uso seguro apés
testes avaliando mecanismos de patogenicidade da espécie (Souza et al., 2024).
Através de extracdo e amplificacdo gendémica de DNA por PCR, ja foi reconhecido a
presenca de pelo menos oito genes codificadores de enterocinas. Estes genes estao
relacionados ao potencial antimicrobiano e de estabilidade destes compostos
(Bussolo et al., 2022; Furlaneto-Maia et al., 2020; Sonbol et al., 2020), o que torna
esse microrganismos uma opc¢ao viavel para producdo de AgNPs. No entanto, essa
aplicacado ainda é pouco explorada e apresenta oportunidades interessantes para

futuras pesquisas.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismos

Neste estudo o isolado de bactérias acido lacticas (BAL) empregada
na obtencdo de nanoparticulas de prata foi Enterococcus durans (MF5). Nos ensaios
de suscetibilidade a nanoparticulas de prata biogénicas, foram empregados isolados
sanguineos de C. parapsilosis (262.10, 357.10, 117.11, 185.11 e 390.11), resistentes
ao fluconazol (Da Costa et al., 2014), e linhagem ATCC22019. Os isolados estdo

depositados em estoques congelados em meio Yest Peptone D-glucose (YPD)
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acrescido de 20% glicerol, no banco de microrganismos do Lab. de Fisiologia e

Biologia Molecular de Fungos da UEL.

3.2 Obtencéao de nanoparticulas de prata biogénicas
3.2.1 Obtencéao de sobrenadante livre de células (CFS)

Para a obtencdo do sobrenadante livre de células (cell-free
supernatant - CFS), o isolado E. durans (MF5) foi inoculado em caldo Man Rogosa
Sharpe (MRS) (Acumedia) e incubado por 18 h, a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm.
Apos este periodo, o cultivo foi inoculado (1% v/v) em meio MRS caldo, e incubado a
uma temperatura de 37 °C por 18 h sob agitacdo de 180 rpm. O cultivo foi centrifugado
durante 15 min a 5.000 rpm (Jouan MR1822), para sedimentacéo das células e o CFS

filtrado (0,22 ym, Millipore, Merck) (Ogaki et al., 2016).

3.2.2 Sintese de nanoparticulas de prata biogénicas (Bio-AgNP)

A sintese de AgNP biogénicas foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Paulo et al. (2024) com modifica¢des. Para tal, foi empregado
o CFS do isolado MF5, obtidos conforme descrito no item 3.2.1. Para a sintese de
AgNP foi realizada uma mistura de 3 mL de nitrato de prata (0,1M) e 3 mL de CFS
(ambos correspondente a 10% do volume final da reacdo) em 30 mL de agua
ultrapura, seguido de exposicao a luz solar indireta, em um ambiente claro, mas sem
contato direto com os raios solares, por um periodo de 4 h. A recuperacdo das
nanoparticulas foi realizada através de trés lavagens por centrifugacdo a 10.000 rpm
por 40 min, e ao final as Bio-AgNPs foram ressuspendidas em 1 mL de agua ultrapura

para uso ou armazenamento em congelador.
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3.3 Caracterizacdo das AgNPs
3.3.1 Confirmacdao de sintese de AgNP por espectroscopia UV-visivel
A sintese de AgNP foi confirmada por meio da analise de UV-visivel
com espectros registrados na escala de 200 a 800 nm (espectrofotdmetro UV-2600,
Shimadzu) da solugéo resultado do item 3.2.2, e amostra controle foi a 4gua utilizada

para lavagens e ressuspenséao das AgNP.

3.3.2 Quantificagdo de AgNPs

A quantificacdo da prata foi determinada por espectrometria de
absorcdo atdbmica de chama (Phuc; Thien; Van Dong, 2023). As leituras foram
realizadas no espectrofotbmetro de absorcdo atémica com chama Varian AA140
(Varian, CA, EUA). Uma curva de calibracdo foi realizada com diluicbes de uma
solucdo de prata pura (Merck, Darmstadt, Alemanha). O comprimento de onda
utilizado foi 328,1 nm, que corresponde ao comprimento de onda da absorcdo da

radiacéo pela prata.

3.4 Avaliacédo da atividade antimicrobiana das Bio-AgNPs
3.4.1 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima de Bio-AgNP

Para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de
AgNP-Bio contra isolados clinicos de C. parapsilosis, foi empregada a metodologia de
microdiluicio em caldo, recomendada pelo European Committee on Antibiotic
Susceptibility Testing (EUCAST) de acordo com o documento E. Def. 7.3.2. O preparo
das diluicGes seriadas foi feito com meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI
1640) contendo L-glutamina, bicarbonato de sddio, tamponado com acido 3-N-

morfolino propanosulfénico (MOPS — Sigma, MO, EUA) em pH 7,0 e suplementado
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com 2% de glicose, em microplacas de 96 pocos. Os inoculos foram preparados em
concentracOes duas vezes superiores as de uso na metodologia. As suspensdes
celulares foram ajustadas na densidade celular de 1x10° leveduras/mL em meio RPMI
1640. Posteriormente, 50 pL da suspencgao celular foi inoculada na placa de
microtitulacao juntamente com 50 pL de meio e 50 uL de Bio-AgNP a partir da diluicao
1:4 na concentracao de 6,4 ug/mL. Os ensaios permaneceram incubados a 37 °C, por
24 h a 100 rpm, e para obtencao do valor da CIM a densidade Optica foi mensurada
visualmente por método indicador redox utilizando o corante resazurina (0,5 mg/mL)
de coloracéo azul, que na presenca de atividade mitocondrial (somente em células
viaveis) é convertida irreversivelmente em resorufina, apresentando coloracdo rosa
gue pode ser podendo determinar assim visualmente ou espectrofotometricamente.
Apos a incubacéo da placa foi aplicada 10 uL de resazurina por poco e incubada por
1 h, onde o valor de CIM é a ultima diluicdo na qual os po¢os nao apresentam atividade

celular visivel.

3.4.2 Determinacao da concentracéo inibitéria minima de fluconazol

Também foi realizado o método de concentracao inibitéria minima
(CIM) para a confirmacdo de resisténcia dos isolados de C. parapsilosis ao
antimicrobiano fluconazol. Segundo EUCAST (2020), os valores de CIM para
fluconazol em C. parapsilosis é de < 2,0 pg/m para isolados sensiveis e = 4,0 ug/mL
para isolados resistentes. A partir desta informacéo, 50 yL da suspengao celular
ajustada a 1x10° leveduras/mL foi inoculada na placa de microtitulacdo juntamente
com 50 pL de meio e 50 pL fluconazol, nas concentracdes pré-definidas de 2,0 pg/mL

e 4,0 pg/mL, a placa foi incubada a 37 °C, por 24 h a 100 rpm, seguido da aplicacéo
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de 10 pL do corante resazurina e incubacao por mais 1 h. O resultado foi determinado

visualmente pela coloracdo resultante, assim como descrito no tdpico anterior.

3.4.3 Determinacdo da Atividade Inibitéria por UFC

Para avaliar a atividade Candidacida das Bio-AgNPs foram
determinadas as Unidades Formadoras de Colbnias (UFC). Para tal, uma aliquota de
10 uL foi retirada das diluicdes do ensaio de microdiluicéo (diluicdo correspondente
ao CIM, duas diluicdes anteriores ao CIM, uma diluicdo posterior ao CIM e o controle
positivo). As aliquotas foram adicionadas em um microtubo com 90 uL de tampéao
Phosphate buffered saline (PBS) e deste foram realizadas diluicdes seriadas de 102,
102, 102 e 10, que foram inoculadas em gotas de 10 yL em placas contendo meio
YPD, e foram incubadas a 37 °C por 24 h. Quando houve crescimento, foi realizada a
contagem de UFC. O ensaio foi realizado em duplicata e os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste one-way ANOVA (p<0,05) e pos teste de Dunnett por meio

de software Excel e GraphPad Prism 8.0.1.

3.4.4 Microscopia de Fluorescéncia

A analise de microscopia de fluorescéncia foi feita com um corante
fluorescente impermeavel a membrana, iodeto de propidio (PI) (Sigma-Aldrich,
Alemanha), que s6 é permeavel a células com membrana danificada. Células de C.
parapsilosis (1x10°8 leveduras/mL) foram expostas a Bio-AgNP na concentracéo do
CIM por 48h em uma placa de 24 pocos contendo uma laminula redonda e apos esse
periodo, as amostras foram lavadas uma vez com PBS e incubadas por 15 min em
temperatura ambiente no escuro com 10 pyL de Pl a 100 pg/mL (Johnson; Criss, 2013).

Apds a isso a laminula pode ser observada utilizando um microscopio de
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epifluorescéncia (Zeiss, Alemanha) com filtros especificos para excitagdo (535 nm) e
emissao (617 nm) do PI. As células com colora¢édo avermelhada foram consideradas

inviaveis.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de Bio-AgNPs pode ser observada pela alteracdo na
coloragéo da reacao, apos o periodo de exposi¢éo a luz indireta, devido a redugéo de
ions prata e formacdo das NPs, a alteracdo de cor de amarelo para marrom é
indicativo de formacdo de AgNPs, conforme apresentado na figura 4A. A absorcao
plasmoénica foi observada em 464 nm na regido visivel do espectro de UV-visivel
(Figura 4B). A quantificacdo por espectrometria de absorcdo atdbmica de chama

indicou 25,63 pg/mL de Bio-AgNP recuperadas ao final da producao (figura 4C).

Figura 4. (A) Sobrenadante livre de células (CFS) de Enterococcus durans MF5 com
solugdo de AgNO, (0,1M) antes e apds o periodo de exposicdo a luz solar indireta

promovendo mudancas de cor e indicando a biossintese de AgNPs, (B) Espectro de
absorcdo UV-Vis de Bio-AgNPs. (C) Quantificagdo das Bio-AgNPs por espectrometria
de absorcéo atémica de chama resultando em 25,63 pug/mL. Siglas: UV: ultravioleta.
nm: nandmetros. Abs: absorbancia. Bio-AgNP: nanoparticula de prata biogénica.
pg/mL: microgramas por mililitros.

EI Antes Depois
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Fonte: Préprio autor.

Neste estudo, a biossintese de Bio-AgNPs ocorreu pelo emprego de
sobrenadante livre de cultivo (CFS) da bactéria acido lactica E. durans produtora de
enterocinas MF5 (Ent-MF5) (de Souza, 2024), como descrito por Paulo et al., (2024).
Segundo estes autores, foi observada a presenca da enterocina recobrindo as Bio-
AgNPs através dos espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

Shu et al., (2020) descreveram a biossintese de nanoconjugados de
nanoparticulas de prata revestidas de bacteriocina (Bac-NPs) usando duas
bacteriocinas, Bac4463 e Bac22, obtidas de Lactobacillus brevis e Lactobacilus
herbarum. Segundo estes autores, as Bac-NPs apresentaram acéo inibitoria efetiva

contra bactérias patdégenos veiculadas por alimentos. Outros autores também tiveram
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sucesso na obtencédo de NPs empregando a bacteriocina nisina (Pandit; Rai; Santos,
2017). A atividade antimicrobiana aumentada do nanoconjugados de AgNPs com
bacteriocinas e efeitos positivos na preservacao de alimentos e na extensao da vida
atil tém sido descritos (Pineda et al., 2024). A presenca de moléculas de origem
biolégica, por exemplo Ent-MF5, pode atribuir vantagens as nanoparticulas metalicas,
podendo promover melhor desempenho em possiveis alvos no patégeno (Paulo et al.,
2024).

Como descrito anteriormente, a determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) foi avaliada pelo método de microdiluicao em caldo (item 3.4.1).
A concentracdo de Bio-AgNPs capaz de inibir o crescimento dos isolados de C.
parapsilosis foi observada visualmente por meio do reagente resazurina (fenoxazin-3-
ona) que, quando adicionado ao ensaio € reduzido por produtos da respiracdo celular
microbiana a resorufina, com alteracéo de cor azul para cor de rosa (Roca et al., 2019),

como demonstrado pela figura 5.

Figura 5. Ensaio de determinacéo de concentragao inibitéria minima (CIM) de Bio-
AgNPs contra Candida parapsilosis, colorido pelo reagente indicador resazurina. A
seta indica o valor de CIM, C- representa o controle negativo (somente meio de cultivo)
e C+ representa o controle positivo (meio de cultivo e indculo).
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Fonte: Préprio autor.
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As Bio-AgNPs produzidas foram eficazes contra os isolados de C.
parapsilosis resistentes ao fluconazol testados, com valores de CIM de 0,2 ug/mL para
os isolados clinicos 117.11, 185.11 e 390.11, como mostrado na tabela 2. Os isolados
262.10 e 357.10, assim como a linhagem ATCC22019, apresentaram valor de CIM
50% inferior a dos demais (0,1 pg/mL), sendo estes mais sensivel as Bio-AgNPs. A
resisténcia ao fluconazol destes isolados foi confirmada por meio do ensaio de
microdiluicdo utilizando os parametros determinados por EUCAST (2020), onde CIM
< 2 pL representa sensibilidade e CIM 2 4 L representa resisténcia.
Tabela 2. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de fluconazol e Bio-AgNPs contra
isolados de Candida parapsilosis e viabilidade celular determinada por Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC) apds exposigao as Bio-AgNPs com seus valores de
inibicdo em relagdo a amostra controle em porcentagem. Siglas: yL: microlitros.

Mg/mL: microgramas por mililitros. UFC/mL: unidades formadoras de colbnias por
mililitros.

Isolados de 1 £l iconazol  CIM Bio-Agnp Vapilidade 'PQEZZZ 3?
Cand{da. (uL) (ug/mL) apos Bio-AgNP controle

parapsilosis (UFC/mL) (%)

ATCC22019 >4,0 0,1 19,5 99,64
262.10 24,0 0,1 33 99,77
357.10 24,0 0,1 27,75 99,82
117.11 24,0 0,2 55 99,31
185.11 24,0 0,2 353,25 96,89
390.11 24,0 0,2 7,25 99,95

Fonte: Préprio autor.

De acordo com a literatura, a determinagdo da concentracao
fungicida/Candidacida minima de compostos antifingicos, como nanoparticulas de

prata (AgNPs), varia amplamente devido a fatores relacionados a caracteristicas
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Gnicas como mecanismos de acao e composicao, diferentemente dos antimicrobianos
convencionais que ja possuem seus parametros e mecanismos descritos
detalhadamente. Por estes fatores, a determinacédo de CIM requer testes especificos
para cada situacdo, sendo assim, é comum pesquisadores determinarem os valores

caso a caso.

Em condicbes semelhantes, autores como Capoci et al.,, (2019)
definem a atividade fungicida minima como aquela que resulta em 99,9% de morte
celular, enquanto Ribeiro et al., (2023) consideram que um percentual acima de 90%
de morte celular ja caracteriza a atividade fungicida correspondendo ao percentual

utilizado no presente estudo.

No presente estudo, as Bio-AgNPs nas concentracbes de CIM,
mostraram efeito Candidacida com 99% de inibicao para todos os isolados de Candida
parapsilosis, exceto para o isolado 185.11, em que a acdo das Bio-AgNPs foi de
96,89% de morte celular. Em concentracdes de Bio-AgNPs correspondentes ao CIM
(0,2 e 0,1 pg/mL) e 50% do valor de CIM (0,1 e 0,05 pug/mL) para todos os isolados
clinicos e linhagem ATCC22019, a morte celular foi significativamente superior

comparativamente ao controle (figura 6).
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Figura 6. Viabilidade de isolados de Candida parapsilosis apos exposi¢ao a diferentes
concentracbes de Bio-AgNPs, expressa por Unidade Formadora de Colbnia
(UFC)/mL. Sendo (A) C. parapsilosis ATCC22019, (B) C. parapsilosis 262.10, (C) C.
parapsilosis 357.10, (D) C. parapsilosis 117.11, (E) C. parapsilosis 185.11 e (F) C.
parapsilosis 390.11. Controle: amostra sem exposi¢ao a Bio-AgNPs. ** p<0,005, ***
p<0,0005, **** p<0,0001. Siglas: UFC/mL: Unidades formadoras de colbnias por
mililitros. Bio-AgNP: nanoparticula de prata biogénica. ug/mL: microgramas por
mililitros.
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Segundo a literatura, AQNPs biogénicas obtidas empregando isolados
fungicos também tem sido testadas contra C. parapsilosis sendo uma prética
amplamente explorada em diversos estudos (Fonseca et al., 2022; Jalal et al., 2018;
Soliman et al., 2021). Jalal et al. (2018) produziram AgNPs a partir de C. glabrata, e
obteve valores de CIM e concentragdo fungicida minima (CFM) de 250 ug/mL e 500
pg/mL, respectivamente. Em estudo de Soliman et al., (2021), AgNPs produzidas pelo
emprego de Penicillium chysogenum apresentaram CIM de 31,5 pg/mL contra C.
parapsilosis. JA& Fonseca et al., (2022) obtiveram AgNPs empregando Fusarium
oxyporum, os valores de CIM e CFM contra C. parapsilosis foram 7,8 ug/mL e < 1000
pug/mL, respectivamente, onde as AgNPs causaram danos a superficie e ruptura
celular. Segundo estes autores, C. parapsilosis foi menos suscetivel as AgNPs
comparativamente a outras espécies do género do Candida.

Considerando os dados do presente estudo, as Bio-AgNPs
produzidas a partir de BALs foram eficazes contra C. parapsilosis, pois apresentaram
valores de CIM (0,2 e 0,1 pg/mL) inferiores aos descritos na literatura, com inibicéo
diretamente por morte celular (Candidacida), como confirmado pelo ensaio de UFC
(figura 6). A grande variacao na atividade inibitéria de nanoparticulas biogénicas esta
diretamente relacionado com as diferentes composicdes dos extratos utilizados para
a sintese, onde componentes presentes nos extratos que passam a fazer o
recobrimento da nanoparticula biossintetizadas. Neste trabalho foi utilizado para a
biossintese de AgNPs, sobrenadante de BALs que produzem enterocinas com
atividade inibitoria ja confirmadas anteriormente por nosso grupo e em outros
trabalhos, sendo o principal mecanismo de acdo a abertura de poros na membrana

com consequente morte celular (Ramalho et al., 2023).
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Paulo et al., (2024) utilizaram a mesma metodologia de obtencédo de
Bio-AgNP e testou a acao das nanoparticulas contra isolados clinicos de C. tropicalis.
Segundo estes autores, a maioria (67%) dos isolados de C. tropicalis apresentaram
interac&o sinérgica entre Bio-AgNPs e fluconazol, empregando o método de indice de
concentracgao inibitéria fracionaria. Além disso, o valor de CIM50 e CIM80, que inibem
50% e 80% do crescimento, respectivamente, foram em concentragdes de 0,125 a
0,502 pg/mL e 0,251 a 2,01 pug/mL, respectivamente. Diferentemente, no presente
estudo, foi observado CIM de 0,1 pg/mL para C. parapsilosis 262.10, 357.10 e
ATCC22019, e 0,2 pg/mL para os demais isolados. Sendo assim Bio-AgNPs foi efetiva
contra C. parapsilosis, sendo esta espécie mais suscetivel a Bio-AgNPs
comparativamente ao observado para C. tropicalis. Desta forma, testes de sinergismo
entre estas nanoparticulas e farmacos empregados na pratica clinica, a exemplo de
fluconazol e anfotericina B, poderédo ser realizados futuramente, com o objetivo de
demonstrar o potencial destas nanoparticulas sintetizadas via sintese verde no
controle de C. parapsilosis.

Neste estudo, foi realizada a analise do possivel mecanismo de acéo
de Bio-AgNPs em células de C. parapsilosis por meio de microscopia de fluorescéncia,
empregando o marcador iodeto de propidio (PI) que € usado para analise de
integridade de membrana, pois € impermeavel a membranas intactas, penetrando
apenas ceélulas nao integras. Embora a analise por microscopia de fluorescéncia seja
qualitativa, ela confirma uma quantidade maior de células mortas ap0s a exposicao as
Bio-AgNPs em comparacao com a amostra controle (figura 7), que apresenta algumas
células marcadas, porém em menor quantidade, devido a ocorréncia de mortes

naturais em populacdes sem tratamento (Arévalo-Jaimes; Torrents, 2024).
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Figura 7: Andlise de microscopia de fluorescéncia por iodeto de propidio (IP) de
amostra e controle apds exposicdo as nanoparticulas de prata biossintetizadas (Bio-
AgNP) em células de Candida parapsilosis dos isolados (A) ATCC22019, (B) 262.10,
(C) 357.10, (D) 117.11, (E) 185.11 e (F) 390.11, onde células marcadas em vermelho
nao sao viaveis. Aumento de 20 vezes em B e C e 40 vezes para os demais isolados.
Siglas: ym: micrometros.

Controle Amostra

Fonte: Préprio autor.
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O presente trabalho, identificou atividade antimicrobiana para cepas
resistentes de C. parapsilosis, informacéo que pode corroborar resultados obtidos por
outro pesquisador que estudou os efeitos da AgNP biossintetizadas a partir e extrato
vegetal em Candida spp. (Jalal et al., 2019). Segundo estes autores, foi observado
que as AgNPs atuam inibindo a producédo extracelular de fosfolipases em até 6,7 %
em C. parapsilosis, sendo que estas estdo associadas a adeséo, inducao de tubos
germinativos, transicdo de levedura para formas hifas, penetracéo e leséo tecidual,
gue sao importantes mecanismos de viruléncia dessa levedura.
Estudos como este sdo de grande importancia a fim de colaborar com
a busca de novas alternativas para os antimicrobianos atualmente usados para C.
parapsilosis, de forma a reduzir a crescente de resisténcia microbiana com opcdes de
menor custo e com menos efeitos colaterais, além de desenvolver novas pesquisas
no ramo das nanoparticulas. Entender o funcionamento e particularidades de cada
composto € o ponto principal para aplicacdo futura, pelo mesmo motivo, estudos
envolvendo os efeitos das AgNPs nos microrganismos também séo valiosos, sendo
de extrema importancia para uma possivel aplicacéo real destes compostos na area
meédica. O processo ainda é lento e faltam dados quanto ao assunto, isso afeta

negativamente a capacidade de responder a demanda crescente de alternativas.

5. CONCLUSOES

Neste estudo, a bactéria acido-latica E. durans mostrou-se promissora
na producao de Bio-AgNPs, potencialmente eficazes como alternativas terapéuticas
contra C. parapsilosis. Essas nanoparticulas apresentaram eficacia no controle de
crescimento desta espécie fungica de importancia clinica crescente. Isto posto, testes

de sinergismo entre as Bio-AgNPs e farmacos de uso clinico, bem como associacao
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com compostos naturais, além de avaliacdo de mecanismos de ac¢do poderdo ser
realizados futuramente. Ensaios de toxicidade em linhagens celulares ampliardo o

potencial de aplicabilidade destas nanoparticulas.
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