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RESUMO

As infeccdes no trato urindrio associadas a cateter (ITUAC) representam um grave problema
de saude publica, sendo frequentemente causadas por microrganismos do género Candida,
capazes de formar biofilmes em dispositivos médicos. Os biofilmes conferem resisténcia aos
antifiingicos convencionais, tornando o tratamento dessas infec¢des desafiador. A prometazina,
pertencente da classe das fenotiazinas tradicionalmente utilizado como anti-histaminico e
antiemético, tem demonstrado atividade antimicrobiana e antibiofilme. Este estudo avaliou a
atividade antimicrobiana e antibiofilme da prometazina (PMZ) contra cepas clinicas
de Candida albicans, Candida  glabrata, Candida  parapsilosis e Candida  tropicalis.
impregnada em fragmentos de cateter. Foram determinadas as concentragdes inibitorias
minimas (CIMs) da PMZ por meio de testes de microdilui¢do em caldo, seguindo o protocolo
M27 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), e a atividade antibiofilme foi
analisada por ensaios de quantificacdo de biomassa e contagem de unidades formadoras de
colonia (UFC). Os resultados demonstraram que a PMZ inibiu o crescimento planctonico das
cepas de Candida spp. com CIMs variando entre 48,48 e 390,4 ug/mL. A PMZ também
reduziu significativamente a formacdo de biofilmes em concentragdes correspondentes a CIM
(p < 0,05). A impregnacao de cateteres com PMZ resultou em uma redugdo significativa na
formacdo de unidades formadoras de col6nias (UFC) em comparacdo ao grupo controle,
evidenciando seu potencial como estratégia preventiva contra infecgdes associadas a
dispositivos médicos. Conclui-se que a PMZ possui atividade antifingica e antibiofilme
promissora, podendo ser explorada como uma alternativa terapéutica e preventiva contra

infeccdes fungicas relacionadas a biofilmes.

Palavras-chave: Candida spp.; biofilme; prometazina; infec¢do do trato urinario; cateter



ABSTRACT

Catheter-associated urinary tract infections (CAUTIs) represent a significant public health
problem, often caused by microorganisms of the genus Candida, which are capable of
forming biofilms on medical devices. Biofilms confer resistance to conventional antifungal
treatments, making the management of these infections particularly challenging.
Promethazine, a phenothiazine traditionally used as an antihistamine and antiemetic, has
demonstrated antimicrobial and antibiofilm activity. This study evaluated the antimicrobial
and antibiofilm activity of promethazine (PMZ) against clinical strains of Candida
albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, and Candida tropicalis, as well as its
efficacy when impregnated in catheter fragments. The minimum inhibitory concentrations
(MICs) of PMZ were determined using broth microdilution assays following the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) M27 protocol, and antibiofilm activity was assessed
through biomass quantification and colony-forming unit (CFU) counting assays. The results
showed that PMZ inhibited the planktonic growth of Candida spp. with MICs ranging from
48.48 to 390.4 pg/mL. PMZ also significantly reduced biofilm formation at concentrations
corresponding to the MIC (p < 0.05). The impregnation of catheters with PMZ resulted in a
significant reduction in CFU formation compared to the control group, highlighting its
potential as a preventive strategy against device-associated infections. In conclusion, PMZ
exhibits promising antifungal and antibiofilm activity and could be explored as a therapeutic

and preventive alternative against biofilm-related fungal infections.

Keywords: Candida spp.; biofilm; promethazine; urinary tract infection; catheter
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1. INTRODUCAO

1.1 Infeccoes do trato urinario

As infecgdes do trato urindrio (ITU) estdao entre as infeccdes relacionadas a assisténcia
a saide (IRAS) mais comuns, afetando principalmente pacientes hospitalizados em unidades
de terapia intensiva (Aubron et al., 2015). Estima-se que aproximadamente 150 milhdes de
casos de ITUs ocorram a cada ano, essas infec¢des acometem tanto a populagdo geral quanto
grupos de risco, como idosos, gestantes, diabéticos e pacientes imunocomprometidos (Flores-
Mireles et al., 2015). O processo infeccioso ocorre quando microrganismos conseguem se
colonizar e se multiplicar de forma anormal em alguma porcido do trato urindrio como na
uretra, bexiga, ureteres ou rins (Chelkeba et al., 2022) (Figura 1).

A patogénese das ITUs envolve a adesdo microbiana ao urotélio, permitindo a
colonizagdo e posterior invasdo dos tecidos do trato urindrio. No caso de infec¢cdes bacterianas,
Escherichia coli uropatogénica € o agente etiol6gico mais comum, possuindo fimbrias tipo 1 e
P que facilitam a adesdo as células uroepiteliais (Flores-Mireles et al., 2015). J4 infec¢des
fingicas, predominantemente causadas por Candida spp., podem se manifestar na forma de
candidiria assintomdtica ou evoluir para infec¢des invasivas, especialmente em pacientes
hospitalizados e imunossuprimidos (Pappas et al., 2016).

Figura 1 - Etapas da patogénese das infec¢cdes do trato urindrio e infec¢do do trato urindrio

associado a cateter

Corrente sanguinea

© [E=]

Danos no tecido pela
liberag@io de toxinas
© proteases para invasio
do epitélio

0 () | Colonizagio dos rins
/ ® > B

Biofilme formado com
protecdo do sistema imune

Presenga de células
do sistema imune

Invasao e formagdo de Resposta inflamatéria ‘

X'\ Biofilme @
CJ

biofilme na bexiga @ na bexiga e formagdo
mediada por pili e adesinas de biofilme no cateter 4 —_—

\ Infecgdo e colonizagdo / e

@ da uretra seguida de
migragdo para a bexiga

Fonte: Modificado de Flores-Mireles et al., 2015
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A resposta imune as ITUs envolve a ativacdo de células epiteliais e do sistema imune
inato, promovendo a libera¢do de citocinas pré-inflamatorias e a ativagao de neutréfilos. No
entanto, alguns patégenos desenvolveram mecanismos de evasdo, como a formacdo de
comunidades intracelulares persistentes e biofilmes, que aumentam a resisténcia aos
tratamentos convencionais (Terlizzi et al., 2017).

Embora a maioria das ITUs seja causada por bactérias, hd um aumento significativo
nos casos associados a leveduras do género Candida, particularmente em pacientes

imunocomprometidos ou em uso de cateteres vesicais (Bonato et al., 2022).

1.2 Cateter vesical
O cateter vesical € um dispositivo médico amplamente utilizado para drenagem

urindria em pacientes hospitalizados, especialmente em situacdes de retencdo urindria,
procedimentos cirtirgicos € monitoramento do débito urindrio em pacientes criticos (Saint et
al., 2019). No entanto, seu uso prolongado esta associado a um risco elevado de infec¢ido do
trato urindrio associada ao cateter (ITUAC) sendo a principal via de entrada para
microrganismos patogénicos, representando 40% de todas as IRAS (Venkataraman & Yadav,
2022; Flores-Mireles et al., 2015). A presenca do cateter facilita a ocorréncia de ITU pois
funciona como uma superficie de fixacdo que possibilita a introdu¢do e colonizacdo dos
microrganismos na bexiga do paciente (Al-Haifi et al., 2024).

A insercdo de um cateter vesical rompe a barreira natural da uretra, facilitando a
adesdo e a colonizacdo por bactérias e fungos (Kumar et al., 2017). Nesse contexto, a
prevencdo das ITUAC depende, especialmente, do conhecimento dos agentes etiolégicos
associados a essas infeccOes e, também, da busca por alternativas que dificultem a
colonizagdo do cateter por esses microrganismos, como a impregnacao destes com compostos

com atividade antimicrobiana (Rubi; Mudey; Kunjalwar, 2022).
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Figura 2 - Estrutura do cateter vesical de demora

>

Fonte: Google imagens.

(A) Local de drenagem de urina. (B) Acesso para insuflar o baldo. (C) Corpo do cateter

com estrutura tubular. (D) Baldo insuflado. (E) Orificio de entrada de urina.

1.3 Candida spp. associadas a infeccao do trato urinario

Em uma metandlise realizada por Peng ez al. (2018) foi relatado que Candida spp.
estdo entre os microrganismos mais frequentes na ITUAC. As espécies C. albicanse C.
tropicalis sdo os principais agentes flingicos envolvidos nessas infec¢des (Bonato et al., 2022).

Em cateteres vesicais, os biofilmes de Candida spp. sao particularmente problemaéticos,
pois dificultam a erradicacdo da infeccdo e aumentam o risco de complicacdes sistémicas,
como a candidemia (Ramage et al., 2006). Além disso, a maioria dos pacientes que fazem o
uso desse dispositivo precisam o fazer por periodos prolongados e hd poucos recursos
disponiveis para prevenir e erradicar os biofilmes nesses dispositivos (Wijaya et al., 2023).

Essas leveduras possuem mecanismos de viruléncia, como a formagado de biofilmes e a

producdo de enzimas proteoliticas, que facilitam a adesdo e a invasdo do trato urindrio (Negri
et al., 2010).
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1.4 Biofilmes

Os biofilmes sdo comunidades microbianas complexas, envoltas em uma matriz
extracelular composta por polissacarideos, proteinas e DNA (4cido desoxirribonucleico), que
aderem a superficies bidticas ou abidticas. A formacgdo de biofilmes por Candida spp. é um
mecanismo crucial de viruléncia, pois protege as células fingicas de agentes antifingicos e do
sistema imunoldgico do hospedeiro. Estudos demonstram que células fingicas em biofilmes
podem ser até 1.000 vezes mais resistentes a antifingicos do que suas contrapartes
planctonicas. Isto estd associado a diversos fatores, incluindo a baixa penetracao de
antifingicos na matriz do biofilme, a ativagcdo de mecanismos de tolerancia celular e a
presenca de células persistentes altamente resistentes (Tremblay et al., 2020; Cavalheiro &
Teixeira, 2018). Essa resisténcia € um dos principais desafios no tratamento de infeccOes
associadas a dispositivos médicos, como cateteres vesicais, € contribui para a persisténcia das
infec¢oes (Rajendraan et al., 2016).

A formacdo do biofilme ocorre em multiplas etapas, iniciando-se com a adesao celular,
seguida por proliferacdo, maturacdo e dispersao de células planctonicas para colonizar novas
superficies (Gulati & Nobile, 2016). Durante a maturacdo, as células de Candida spp.
produzem uma matriz extracelular composta por polissacarideos, proteinas e DNA
extracelular, que proporciona protecdo contra agentes antiftingicos e resposta imune do
hospedeiro (Taff et al., 2018).

A formacao de biofilmes em dispositivos médicos, como cateteres urindrios, € um dos
principais desafios no tratamento de infeccdes fungicas. Candida spp. adere rapidamente a
superficies de polimeros, como silicone e poliuretano, e forma biofilmes robustos que siao
dificeis de erradicar. Esses biofilmes nio apenas perpetuam a infec¢do, mas também servem
como reservatorio para a disseminacao de células fungicas para outros tecidos, aumentando o
risco de infec¢des invasivas, como candidemia (Kumar; Prasad, 2014).

Diante desse cendrio, estudos que buscam prevenir a formacdo de biofilmes em
cateteres urindrios vém sendo realizados (Amando et., al 2023). Em um estudo realizado por
Gomes et al. (2023), utilizando a prometazina para prevenir a formacdo de biofilmes

bacterianos em cateteres urindrios apresentou resultados promissores.
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Figura 3 - Ciclo de formagao do biofilme de C. albicans

Ciclo de vida do
biofilme de C. albicans

C - Maturagéao

Fonte: Adaptado de Gulati et al., 2016. A. Adesdo de células de levedura (blastoconidios) a
uma superficie. B. Inicio da formacdo do biofilme, onde as células proliferam para formar
uma camada basal de células aderidas. C. Maturacdo do biofilme, onde camadas complexas
de células polimdrficas se desenvolvem e se tornam encapsuladas em uma matriz extracelular.
D. Dispersdo, onde células de levedura redondas deixam o biofilme maduro para semear

novos locais

1.5 Prometazina

A prometazina (PMZ), ((RS)-N,N-dimetil-1-(10H-fenotiazina-10-il)propan-2-amina
cloridrato), farmaco amplamente utilizado como anti-histaminico, antipsicético e antiemético,
pertence a classe das fenotiazinas. Sua estrutura quimica consiste em um nucleo triciclico com
uma cadeia lateral de propilamina, o que confere propriedades farmacoldgicas tnicas,
incluindo atividade antimicrobiana e antibiofilme (Oliveira et al., 2021). Recentemente, a
prometazina tem ganhado atengdo como um agente promissor no combate a infecc¢des
microbianas, incluindo aquelas causadas por fungos e bactérias, devido a sua capacidade de
interferir em multiplos mecanismos de viruléncia.

O mecanismo de a¢do da prometazina contra microrganismos envolve a interacdo com
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a membrana celular e a matriz extracelular dos biofilmes. Estudos sugerem que a prometazina
atua como um agente desestabilizador da membrana celular, interagindo com os fosfolipidios
e proteinas da membrana, o que resulta em aumento da permeabilidade e perda de integridade
celular. Além disso, a prometazina demonstra capacidade de inibir a formacdo de biofilmes,
provavelmente através da interrup¢do da producao de matriz extracelular, que € composta por
polissacarideos, proteinas e DNA (Oliveira et al., 2021), e pela inibi¢cdo de bombas de efluxo
(Castelo-Branco et al., 2020).

Figura 4 - Férmula estrutural da prometazina

Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI; 2025).

A prometazina tem demonstrado atividade antifingica relatada, com estudos
evidenciando sua eficdcia contra células planctonicas e biofilmes de espécies como Fusarium
solani, Candida albicans e Cryptococcus neoformans (Brilhante et al., 2020; Cordeiro et al.,
2020; Fiallos et al., 2022). Além disso, Castelo-Branco et al. (2013), relatam acdo sinérgica
entre a prometazina e medicamentos antifingicos, indicando que a prometazina pode
potencializar o efeito da acdo de antifiingicos cldssicos, ampliando a eficdcia desses farmacos

no combate a infecc¢des flingicas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da prometazina in vitro e impregnada em fragmentos de cateter de Foley

sobre a formacao de biofilmes de Candida spp.

2.2 Objetivos especificos
e Determinar as concentragdes inibitérias minimas (CIMs) da prometazina contra
isolados clinicos de Candida spp.
e Analisar o efeito da PMZ sobre a formacao de biofilmes dos isolados de Candida spp.
e Avaliar o efeito da impregnacdo de cateteres urindrios com PMZ sobre a formacdo de

biofilme de Candida spp.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local do estudo
O estudo foi realizado no Laboratério de Bacteriologia do Grupo Aplicado em
Microbiologia Médica (GrAMM), localizado no Centro de Biomedicina da Universidade

Federal do Ceard no Campus Porangabussu em Fortaleza-CE.

3.2 Microrganismos do estudo

Foram utilizados 22 isolados flingicos pertencentes a micoteca do GrAMM. Destes, 5
sao C. albicans, 6 C. glabrata, 6 C. parapsilosis € 5 C. tropicalis (tabela 1). Foram
adicionadas uma cepa ATCC (American Type Culture Collection) a cada espécie da pesquisa,

doadas da Cole¢dao de Microrganismos de Referéncia em Vigilincia Sanitdria (CMRVS),

FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro (RJ).

Tabela 01 — Isolados selecionados para o estudo

Cepas Origem
Candida albicans (CA ATCC) ATCC 14053
Candida albicans (CA 01) Urina
Candida albicans (CA 02) Urina
Candida albicans (CA 03) Lavado Broncoalveolar
Candida albicans (CA 04) Urina
Candida glabrata (CG ATCC) ATCC 2001
Candida glabrata (CG 01) Hemocultura
Candida glabrata (CG 02) Hemocultura
Candida glabrata (CG 03) Oral
Candida glabrata (CG 04) Oral
Candida glabrata (CG 05) Hemocultura
Candida parapsilosis (CP ATCC) ATCC 22019
Candida parapsilosis (CP 01) Urina
Candida parapsilosis (CP 02) Unha
Candida parapsilosis (CP 03) Linfonodo
Candida parapsilosis (CP 04) Hemocultura
Candida parapsilosis (CP 05) Hemocultura
Candida tropicalis (CT ATCC) ATCC 750
Candida tropicalis (CT 01) Oral
Candida tropicalis (CT 02) Urina
Candida tropicalis (CT 03) Urina
Candida tropicalis (CT 04) Broncoalveolar
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3.3 Determinacao das Concentracoes Inibitérias Minimas (CIM) da prometazina contra
os isolados clinicos de Candida spp.

A sensibilidade dos 22 isolados a prometazina (SANVAL®) foi avaliada seguindo as
recomendacdes do documento M27 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017).

As concentragdes testadas para a prometazina variaram de 6.250 — 12,2 pg/mL.

3.3.1 Preparo dos Inéculos

Inicialmente os 22 isolados flingicos foram semeados em placas de Petri contendo dgar
sabouraud dextrose e incubados em estufa bacteriolégica a 37 °C, por 24 horas. Apds o
periodo de incubacdo, colOnias foram suspensas em solucdo salina estéril e a turbidez da
suspensao foi ajustada visualmente para 0,5 na escala de McFarland, o que corresponde a uma
concentracio aproximada de 1-5x10° unidades formadoras de coldnias por mililitro
(UFC/mL). Em seguida, a suspensao foi diluida em meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640, suplementado com Acido Morfolino Propano Sulfénico (MOPS)
(0,165 mol/L) e ajustado para pH 7,0, para atingir uma concentracio final de 0,5-2,5 x 10°
UFC/mL, que representa o inéculo padrdo utilizado no ensaio. (CLSI, 2017).

3.3.3 Teste de sensibilidade por microdiluicdo

Para o ensaio de sensibilidade antifiingica, foram utilizadas placas de microtitulacao
de 96 pocos de fundo em U. Em cada pogo, foram adicionados 100 uL de meio de cultura
RPMI 1640. Em seguida, 100 uL da solugdo estoque de prometazina foram adicionados
apenas nos pog¢os da primeira coluna da placa. Realizou-se entdo uma dilui¢do seriada,
transferindo 100 pL da primeira coluna para a segunda, homogeneizando e repetindo o
processo sucessivamente até a décima coluna. Apos a ultima dilui¢do, 100 pL da décima
coluna foram transferidos para a coluna 12 que foi utilizada como controle de esterilidade,
enquanto a coluna 11 foi reservada como controle de crescimento, contendo meio de cultura e
in6culo, mas sem a adi¢do de prometazina.

ApOs a preparacao das diluigdes, 100 uL do indculo fungico, previamente ajustado
para uma concentragio de 0,5-2,5 x 10* UFC/mL, foram adicionados a cada pogo, da coluna 1
até a coluna 11 (Figura 5). As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24
horas. A leitura das placas foi realizada visualmente, conforme recomendado pelo CLSI
(2017), para determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM). A CIM foi definida como a

menor concentracdo de prometazina capaz de inibir completamente o crescimento visivel do
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fungo, comparada ao controle de crescimento. Todo o ensaio foi realizado em duplicata para

garantir a confiabilidade dos resultados.

Figura 5 - Desenho esquematico para o teste de sensibilidade baseado no protocolo M27-A3

CLSI (2017).

Controle de
Crescimento

1° Passo: &
RPMI + Inéculo

100 pl de MEIO
RPMI 1640 em

tod
odos 0s pogos Controle de
r Esterilidade

cc ce

2° Passo:

100 pl de
prometazina na

coluna 1

—»

3° Passo:
microdilugdo  —»
seriada

!

4° Passo:
100 plindculo

S

Fonte: Elaborado pelo autor

3.4 Avaliacao da acdo da prometazina sobre a formacao de biofilme dos isolados de C.
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata

A agdo da prometazina sobre a formacao de biofilmes por isolados de Candida spp. foi
avaliada seguindo metodologias descritas na literatura, com adaptacoes (Sidrim et al., 2019).
Para esse ensaio foram selecionadas 12 cepas de Candida spp. de acordo com sua capacidade
de formacdo de biofilme, realizadas em um estudo prévio, sendo 3 de cada espécie incluindo a
cepa ATCC. As concentracOes utilizadas no ensaio foram baseadas na Concentra¢do Inibitdria
Minima (CIM) da prometazina, determinada previamente no teste de sensibilidade, além de
duas concentracdes subinibitérias (CIM/2 e CIM/4). Para o preparo do in6culo fingico, as
cepas de Candida spp. foram semeadas em dgar Sabouraud dextrose e incubadas a 37°C por
24 horas. Ap0s o crescimento, colonias foram suspensas em meio RPMI 1640, e a turbidez foi
ajustada vizualmente para 1,0 na escala de McFarland, o que corresponde a uma concentragao
aproximada de 1-5 x 10°® UFC/mL.

As dilui¢cdes da prometazina foram preparadas a partir de uma solucdo estoque,
ajustando-se as concentracoes para a CIM, CIM/2 e CIM/4, conforme determinado no teste de

sensibilidade prévio. Para garantir que as concentracdes finais fossem alcangadas apds a
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adicdo do indculo, foi realizado um célculo prévio para ajuste das concentracdes. Foram
utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo chato, nas quais o meio de cultura
RPMI 1640 foi distribuido conforme o seguinte esquema: as colunas 1, 2 e 3 receberam 100
uL de RPMI 1640 (controle de crescimento, sem prometazina); as colunas 4, 5 e 6 receberam
100 uL. de RPMI 1640 contendo a concentracao da CIM da prometazina; as colunas 7, 8 ¢ 9
receberam 100 uL de RPMI 1640 contendo a concentracdo de CIM/2 da prometazina; e as
colunas 10, 11 e 12 receberam 100 uLL de RPMI 1640 contendo a concentracdo de CIM/4 da
prometazina. Apds a distribui¢do do meio de cultura com as dilui¢des da prometazina, 100 uL
do in6culo fingico foram adicionados a cada pocgo, totalizando 200 puL de solucdo por poco,
onde cada linha da placa correspondia a uma cepa diferente. A dltima linha de cada placa
(linha H) foi utilizada como controle de esterilidade, contendo apenas meio de cultura sem
in6culo ou farmaco (Figura 6).

As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas para permitir a formagao do biofilme.
Ap6s o periodo de incubagdo, o biofilme foi quantificado utilizando o método de coloragdao
com cristal violeta (Sidrim et al., 2019). Para isso, as placas foram lavadas suavemente com
tampao de fosfato salino (PBS) para remover células planctonicas ndo aderidas. Os biofilmes
foram fixados com metanol por 15 minutos e, em seguida, corados com solucdo de cristal
violeta a 0,1% por 10 minutos. Apds a coloracdo, as placas foram lavadas novamente para
remover o excesso de corante. O cristal violeta aderido ao biofilme foi solubilizado com &cido
acético e a absorbancia foi medida em um espectrofotometro a 490 nm. A absorbéncia obtida
foi proporcional a quantidade de biomassa do biofilme formado. Os resultados foram
comparados com os controles de crescimento para determinar a eficicia da droga na inibicao
da formacdo do biofilme. O ensaio foi realizado em triplicata para garantir a confiabilidade

dos dados.
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Figura 6 - Desenho esquemdtico da montagem da placa para teste de formacao de biofilme

ccC cIM CciMm/2 CIM/4

Cim

cim/2

CE

Fonte: Elaborado pelo autor; CC: Controle de Crescimento; CE: Controle de Esterilidade;

CIM: Concentragao Inibitéria Minima

3.5 Impregnacao de fragmentos de cateter com prometazina

A impregnacdo dos fragmentos de cateteres de Foley foi testada e comprovada em
outro estudo (Gomes et al., 2023) através da microscopia eletronica de varredura (MEV)
associada ao sistema de dispersdo de energia (EDS), na qual, foi constatada a presenca da
prometazina sobre a superficie dos fragmentos impregnados e a auséncia nos fragmentos nao
impregnados.
O processo de impregnagdo dos fragmentos de cateter de latex (nr 12, SOLIDOR) foi feito de
acordo com um protocolo descrito por Sidrim et al. (2019), que utilizam fragmentos de cateter,
com aproximadamente 1 cm de comprimento, € inicialmente concentragdo de 10 vezes a
moda da CIM da PMZ para os isolados incluidos no estudo. Esses fragmentos ficam imersos
em cloroférmio PA por 1 hora, para dilatagdo do material, em seguida sdo retirados e deixados
por mais 30 minutos em soluc@o contendo as concentragdes a serem analisadas de PMZ. Todo
o processo € realizado de forma asséptica e, para garantir a esterilidade do processo, alguns
fragmentos sdo colocados em tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a
37° C, por 24 horas, se nenhuma turvacdo for observada, ¢ comprovada a esterilidade do
material. Fragmentos submetidos a imersdo em cloroférmio, mas ndo a impregnacdo com

PMZ sao utilizados como controle de crescimento microbiano.
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Figura 7 - Desenho esquemdtico para impregnacdo dos fragmentos de cateter com

prometazina.
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Fonte: Adaptado de Fisher et al., 2015.

3.6 Acao da prometazina impregnada em fragmentos de cateter, sobre a formacao de
biofilmes de Candida spp.

Apds impregnacao dos fragmentos de cateteres com prometazina, foi realizado um
ensaio in vitro para avaliar a agdo do composto sobre a formagao de biofilmes por C. albicans
(CA04 e CA ATCC), C. glabrata (CG 03 e CG ATCC), C. parapsilosis (CP 02 e CP ATCC) e
C. tropicalis (CT 04 e CT ATCC), sobre os fragmentos impregnados.

Os biofilmes foram produzidos conforme j4 descrito anteriormente, porém, em uma
placa de poliestireno de 12 pogos, com um ajuste volumétrico em um volume total de 1000
uL por poco, contendo 500 pL. de RPMI 1640 e 500 puL de in6culo na escala 1 de McFarland.
Ap6s a adicao do meio de cultura na placa, cateteres impregnados e ndo impregnados de PMZ
foram adicionados aos pogos, seguido da adicdo do indculo. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37 °C, por 48 h. Apos o término do periodo de incubagdo, o meio de cultura foi
removido dos pocos, e as placas foram lavadas duas vezes com 1 mL de solucdo salina estéril
para eliminar as células microbianas que nao estavam aderidas ao biofilme. Em seguida, os
fragmentos de cateter foram retirados dos pogos e transferidos para tubos Falcon, contendo 2
mL de solugdo salina estéril. Esses tubos foram agitados em vortex por 1,5 minuto para
desprender as células microbianas aderidas ao biofilme. A suspensdao microbiana obtida foi

entdo diluida em propor¢des de 1:100 e 1:1.000 para os isolados flingicos.
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Posteriormente, 10 pL de cada suspensdo diluida foram semeados, utilizando alca de
Drigalski, em 4gar Sabouraud para as espécies de Candida spp., (Sidrim et al., 2019). Como
controle, foram utilizados cateteres ndo impregnados com prometazina para avaliar o

crescimento natural do biofilme.

Figura 8 - Desenho esquemdtico do protocolo de formagdo de biofilme em cateteres

impregnados
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Fonte: Elaborado pelo autor

3.7 Analise estatistica

Inicialmente, os dados coletados foram submetidos a uma andlise para verificar a
normalidade de sua distribuicdo pelo teste person. Para os conjuntos de dados que
apresentaram distribui¢cdo normal, foi aplicado o teste t para amostras ndo pareadas. Ja para os
dados que ndo seguiram uma distribuicdo normal, optou-se pelo teste de Mann-Whitney.
Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0, e os

resultados com valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4.1 Determinacao das Concentracoes Inibitérias Minimas (CIM) da prometazina contra

os isolados clinicos de Candida spp.

A prometazina mostrou-se eficaz em inibir o crescimento planctdnico de Candida spp.,

com CIMs variando de 48,5 a 390,4 ug/ml como evidenciado na tabela 2. Esse resultado esta

alinhado com estudos recentes que destacam a atividade antimicrobiana da prometazina, que

N

pode estar relacionada a sua capacidade de interagir com membranas celulares e inibir

processos essenciais para a sobrevivéncia dos fungos (Silva et al., 2020). A inibi¢do do

crescimento planctonico é um primeiro passo crucial para o controle de infec¢des fungicas,

uma vez que as células planctonicas sdo responsdveis pela colonizacdo inicial e formacao de

biofilmes (Raut et al., 2021).

Tabela 2 - Perfil de sensibilidade da prometazina contra Candida spp.

Cepas Origem CIM PMZ (ug/mL)
Candida albicans (CA 01) ATCC 14053 195,2 pg/ml
Candida albicans (CA 02) Urina 97,6 pg/ml
Candida albicans (CA 03) Urina 97,6 ug/ml
Candida albicans (CA 04) Lavado Broncoalveolar |195,2 pg/ml
Candida albicans (CA 05) Urina 97,6 ug/ml
Candida glabrata (CG 01) ATCC 2001 195,2 pg/ml
Candida glabrata (CG 02) Hemocultura 390,4 pg/ml
Candida glabrata (CG 03) Hemocultura 195,2 pg/ml
Candida glabrata (CG 04) Oral 48,48 pug/ml
Candida glabrata (CG 05) Oral 195,2 pg/ml
Candida glabrata (CG 06) Hemocultura 195,2 pg/ml
Candida parapsilosis (CP 01) | ATCC 22019 195,2 pg/ml
Candida parapsilosis (CP 02) | Urina 48,48 pug/ml
Candida parapsilosis (CP 03) | Unha 195,2 pg/ml
Candida parapsilosis (CP 04) |Linfonodo 48,48 pug/ml
Candida parapsilosis (CP 05) | Hemocultura 195,2 ng/ml
Candida parapsilosis (CP 06) | Hemocultura 97,6 ug/ml
Candida tropicalis (CT 01) ATCC 750 195,2 ng/ml
Candida tropicalis (CT 02) Oral 97,6 ug/ml
Candida tropicalis (CT 03) Urina 195,2 ng/ml
Candida tropicalis (CT 04) Urina 97,6 ug/ml
Candida tropicalis (CT 05) Broncoalveolar 195,2 ug/ml
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4.2 Analise da prometazina sobre a formacao dos biofilmes por Candida spp.

A prometazina demonstrou reduzir significativamente a formacdo de biofilmes
de Candida spp. (Grafico 1) em concentracdes correspondentes a Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) (p < 0,05). Esse achado ¢ particularmente relevante, considerando que os
biofilmes sdo estruturas complexas e altamente resistentes a antifliingicos convencionais,
como azois e equinocandinas (Ribeiro et al., 2022). A capacidade da prometazina em interferir
na formacdo de biofilmes sugere que ela pode atuar em mecanismos-chave, como a adesdo
celular, a producdo de matriz extracelular ou a comunicagdo intercelular (Cordeiro et al.,
2021). Esse efeito anti-biofilme abre perspectivas para o uso da prometazina no tratamento de
infeccOes associadas a dispositivos médicos, como cateteres, que sdo frequentemente

colonizados por biofilmes de Candida spp.

Grifico 1 - Acdo da prometazina (PMZ) sobre a formacao de biofilmes por C. albicans (n=3),
C. tropicalis (n=3), C. parapsilosis (n=3) e C. glabrata (n=3). Dados expressos como média e

desvio padrdo da absorbancia da biomassa, mensurada pela coloragdo com cristal violeta.
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*Indica diferenca estatistica (p<0,05) em comparag@o ao grupo controle (CC).

Embora as concentragdes subinibitérias (CIM/2 e CIM/4) tenham mostrado apenas
uma tendéncia de reducdo na formacao de biofilmes, sem significancia estatistica, esses dados
indicam que a eficicia da prometazina estd diretamente relacionada a sua concentragdo. Esse
achado estd em consonincia com estudos que destacam a importancia de concentracdes
terapéuticas adequadas para garantir a acdo antifingica de farmacos (Pappas et al., 2016). A

auséncia de efeito significativo em concentracdes mais baixas sugere que a prometazina pode
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ndo ser eficaz em doses subinibitdrias, mas reforca a necessidade de estudos adicionais para
avaliar sua combinacdo com outros antifiingicos, visando potencializar sua acdo em

concentracoes reduzidas (T6th et al., 2021).

4.3 Impregnacido dos fragmentos de cateter com prometazina e efeito da impregnacao
sobre a formacao de biofilmes pelos isolados do estudo

A impregnacdo de cateteres com prometazina resultou em uma reducdo significativa
no nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) (Figura 9) em comparagdo ao grupo
controle (Gréfico 2). Esse achado é de grande relevancia clinica, uma vez que a colonizag¢do
de dispositivos médicos por Candida spp. € um dos principais fatores de risco para infecgdes
fingicas invasivas (Cordeiro et al., 2021). A capacidade da prometazina em reduzir a adesao e
a colonizacdo de Candida spp. em cateteres sugere que esse farmaco pode ser utilizado como
uma estratégia preventiva, minimizando o risco de infec¢des relacionadas a biofilmes. Esse
resultado estd alinhado com estudos que demonstram a eficicia de farmacos impregnados em

dispositivos médicos para prevenir infeccoes (Ribeiro et al., 2022).

Grifico 2 — Efeito da impregnacdo de cateteres de Foley com prometazina (1.952 ug/mL =
10x CIM modal) sobre a formagdo de biofilmes por Candida spp. (n=8). Dados expressos

como média e desvio padrao de log da contagem de UFC/fragmento de cateter
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*Indica diferenga estatistica (p<0,05) em comparagao ao grupo controle (CC).

A atividade antifingica da prometazina pode estar relacionada a seus mecanismos de

acdo, que incluem a interagcdo com membranas celulares e a inibi¢do de processos essenciais
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para a sobrevivéncia e viruléncia dos fungos. Estudos recentes ja demonstraram que a
prometazina possui atividade contra bactérias e fungos, atuando como um agente disruptor de
membranas e modulador de bombas de efluxo (Silva et al., 2020). Esses mecanismos podem
explicar sua eficdcia contra Candida spp., tanto no estado planctdnico quanto em biofilmes.
No entanto, mais pesquisas sdo necessdrias para elucidar os mecanismos moleculares

especificos envolvidos em sua a¢do antiftingica e anti-biofilme.

Figura 9 — Comparagdo do crescimento de unidades formadoras de colonias (UFC)

de Candida glabrata (cepa ATCC 2001) em placas de Petri

Fonte: Acervo Pessoal; (A) Controle de crescimento: Placa de Petri contendo dgar sabouraud
com inoculos advindos dos cateteres, mostrando o desenvolvimento de colonias de Candida
glabrata sem tratamento com prometazina, evidenciando alta densidade de UFC;
(B) Tratamento com prometazina: Placa de Petri contendo 4gar sabouraud com indculos
advindos dos cateteres, demonstrando a redugdo significativa no ndmero de UFC apds o
tratamento com prometazina, indicando a eficdcia do farmaco no controle do crescimento

fingico.

Os resultados deste estudo destacam o potencial da prometazina como uma alternativa
terapéutica e preventiva contra infeccdes flngicas, especialmente aquelas associadas a
biofilmes em dispositivos médicos. A capacidade da prometazina em reduzir a formagao de
biofilmes e a colonizacdo de cateteres abre perspectivas para sua aplicacao clinica, tanto como

estratégia de prevencdo. No entanto, sdo necessdrios estudos complementares, incluindo
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testes in vivo e avaliacOes de toxicidade, para validar sua seguranca e eficdcia em humanos.
Além disso, investigacdes futuras poderdo explorar a combinac¢ido da prometazina com outros
antifingicos ou a modificacio de sua estrutura quimica para otimizar sua atividade

antifingica e ampliar seu espectro de acdo.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a prometazina possui um potencial
promissor como agente antifingico, capaz de inibir o crescimento de Candida spp. e reduzir
significativamente a formacdo de biofilmes desses microrganismos em concentracdes
correspondentes a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (p < 0,05).
Além disso, a impregnacdo de cateteres com prometazina mostrou-se uma estratégia eficiente,
reduzindo significativamente o nudmero de unidades formadoras de colonias (UFC) em
comparacdo ao grupo controle. Esse achado reforca a possibilidade de utilizacdo da
prometazina como um agente preventivo em cateteres urindrios, visando minimizar as
infec¢Oes do trato urindrio associadas a cateter em ambiente hospitalar.

Em sintese, este trabalho contribui para o avanco no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas e preventivas contra infec¢des fungicas, destacando a prometazina
como uma alternativa vidvel no combate a biofilmes de Candida spp. e na reducdo de

infeccoes relacionadas a cateteres urindrios.

Estudos futuros sdo necessdrios para explorar os mecanismos de acao da prometazina,
avaliar o efeito da impregnacdo ao longo do tempo, seu efeito sobre a indug¢do de pressdao

seletiva, visando sua possivel aplicacdo clinica como antimicrobiano.
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