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RESUMO 

 

A frequência de infecções por fungos patogênicos tem aumentado 

substancialmente nas últimas décadas, acarretando altos níveis de morbimortalidade. 

O número restrito de antifúngicos disponíveis na terapêutica, associado a seus efeitos 

adversos, o desenvolvimento dos mecanismos de resistência por parte dos 

microrganismos e a situação clínica dos pacientes tem colaborado com falhas nos 

tratamentos, e tem contribuindo ainda mais para a problemática dessas infecções. 

Diante desse cenário, o presente trabalho objetivou a avaliação do potencial 

antifúngico de derivados tiofênicos livres obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol (DTD), 

e o composto 6CN10 nanoformulado (nanoesferas e nanocápsulas) e complexado 

com 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD) frente a fungos dermatófitos, e 

leveduras do gênero Candida e Cryptococcus. As concentrações inibitórias mínimas 

(CIM) foram determinadas pelo método de microdiluição em caldo, de acordo com os 

protocolos M27-A3 e M38-A2 do Clinical and Laboratory Standard Institute. No estudo 

realizado com os derivados tiofênicos livres obtidos a partir do DTD foram 

determinadas as CIM de19 moléculas frente a 15 isolados. As moléculas com 

menores valores de CIM frente aos dermatófitos seguiram para avaliação citotóxica 

por atividade hemolítica e MTT. O composto 6CN10 e suas nanoformulações foram 

avaliados frente a cepas de Candida e Cryptococcus e tiveram sua atividade 

antibiofilme verificada frente ao C. neoformans. Os derivados tiofênicos mais ativos, 

obtidos a partir do DTD, frente às leveduras e dermatófitos foram: CN07 (CIM = 8 

μg/mL, frente a C. neoformans), CN23 (CIM = 16 μg/mL), CN02, CN10 e CN11 (CIM 

= 32 μg/mL), e CN08, CN20 e CN21 (CIM = 32 μg/mL) frente às leveduras. E CN19 

(CIM = 16 μg/mL), CN05, CN06 e CN21 (CIM = 32 μg/mL), e CN07, CN10, CN13 e 

CN17 (CIM = 64 μg/mL),frente aos dermatófitos. No que se refere à atividade 

hemolítica, as moléculas CN13 e CN17 apresentaram as menores taxas de hemólise 

(2,5 %). A análise da toxicidade frente às células Vero, MRC-05 e 3T3 não revelou 

diferenças na viabilidade celular em nenhuma das concentrações avaliadas após 72h 

de incubação. Para o composto 6CN10 e suas nanoformulações, todos os isolados 

de Candida sp. demonstraram sensibilidade ao fármaco livre (CIM = 41,66 - 333,33 

μg/mL) e conseguiram se desenvolver mesmo na maior concentração testada para 

todas as nanoformulações. Já as cepas de C. neoformans avaliadas apresentaram 

valores de CIM de 0,32–83,33 μg/mL para nanoformulações contendo 6CN10 e 



valores de CIM de 0,1 - 0,2 μg/mL para as nanoformulações contendo 6CN10:HP-β-

CD, sendo até 3.333 vezes mais ativos do que os valores observados com o 6CN10 

livre (valores de CIM de 166,66 - 333,33 μg/mL), apresentando atividade superior ao 

medicamento de referência anfotericina B (CIM = 0,5 - 0,125 μg/mL). Além disso, a 

nanoesfera contendo 6CN10:HP-β-CD apresentou alto potencial antibiofilme. Diante 

desses resultados, concluímos que os derivados 2-amino tiofênicos e suas 

nanoformulações demonstram-se como compostos promissores na terapia 

antifúngica. Estudos in vivo são essenciais visando uma futura aplicação médica.  

 

Palavras-chave: Susceptibilidade Antifúngica. Fungos Patogênicos. 2-aminotiofenos. 

Biofilme. Citotoxicidade. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

 

The frequency of pathogenic fungal infections has increased substantially in 

recente decades, leading to high levels of morbidity and mortality. The limited number 

of antifungals available in therapy, associated with their considerable toxicities, the 

development of resistance mechanisms by microorganisms and the clinical situation 

of patients have contributed to some of these treatment failures, and have further 

contributed to the problem of these infections. Given this scenario, the present work 

aimed to evaluate the antifungal potential of free thiophenic derivatives obtained from 

1,4-dithiane-2,5-diol (DTD), and the nanoformulated 6CN10 compound (nanospheres 

and nanocapsules) and complexed with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CD) 

against dermatophyte fungi, and yeasts of the genus Candida and Cryptococcus. 

Minimum inhibitory concentrations (MIC) were determined by the broth microdilution 

method according to protocols M27-A3 and M38-A2 of the Clinical and 

LaboratoryStandard Institute. In the study with free thiophenic derivatives obtained 

from DTD, MICs of 19 molecules against 15 isolates were determined. The molecules 

with lower MIC values compared to dermatophytes followed for cytotoxic evaluation by 

hemolytic activity and MTT. Compound 6CN10 and its nanoformulations were 

evaluated against Candida and Cryptococcus strains and their antibiofilm activity was 

verified against C. neoformans. The most active thiophenic derivatives obtained from 

DTD against yeast and dermatophytes were: CN07 (MIC = 8 μg / mL against C. 

neoformans), CN23 (MIC = 16 μg / mL), CN02, CN10 and CN11 (MIC = 32 μg / mL), 

and CN08, CN20 and CN21 (MIC = 32 μg / mL) against yeast. And CN19 (MIC = 16 

μg / mL), CN05, CN06 and CN21 (MIC = 32 μg / mL), and CN07, CN10, CN13 and 

CN17 (MIC = 64 μg / mL) against dermatophytes. Regarding hemolytic activity, 

molecules CN13 and CN17 had the lowest hemolysis rates (2.5%). Vero, MRC-05 and 

3T3 toxicity analysis revealed no differences in cell viability at any of the concentrations 

evaluated after 72h of incubation. For the 6CN10 compound and its nanoformulations, 

all Candida isolates showed free drug sensitivity (MIC = 41.66 - 333.33 μg / mL) and 

were able to develop even at the highest concentration tested for all nanoformulations. 

The evaluated C. neoformans strains presented MIC values of 0.32–83.33 μg / mL for 

nanoformulations containing 6CN10 and MIC values of 0.1 - 0.2 μg / mL for 

nanoformulations containing 6CN10: HP- β-CD, being up to 3,333 times more active 

than the values observed with free 6CN10 (MIC values of 166.66 - 333.33 μg / mL), 



showing higher activity than the reference drug amphotericin B (MIC = 0.5 - 0.125 μg 

/ mL). In addition, the 6CN10: HP-β-CD nanosphere had high anti-biofilm potential. 

Given these results, we conclude that 2-amino thiophenic derivatives and their 

nanoformulations are shown to be promising compounds in antifungal therapy. In vivo 

studies are essential for future medical application. 

 

Keywords: Antifungal Susceptibility. Pathogenic fungi. 2-aminothiophenes. Biofilm. 

Cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Diversos fungos são comumente presentes na superfície da pele, mucosas, 

trato gastrintestinal e geniturinário de indivíduos saudáveis. No entanto, sob 

determinadas condições, esses microrganismos são capazes de causar diversos 

quadros clínicos onde se incluem infecções sistêmicas, subcutâneas e superficiais, 

sendo esta última, responsável por mais de 95 % de todos os processos infecciosos 

de etiologia fúngica. O desequilíbrio entre os fungos da microbiota pode conduzir a 

quadros clínicos superficiais com eritema, descamação, prurido e até processo 

inflamatório. Desta forma, torna-se indispensável o diagnóstico associado a uma 

terapêutica eficaz (NUCCI et al., 2013).  

As leveduras causam processos patológicos locais após fatores como alteração 

do potencial hidrogeniônico (pH), diabetes, vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

câncer etc. As leveduroses, se não tratada adequadamente, evoluem para danos em 

órgãos sistêmicos como pulmões, rins e cérebro, causando alguns casos de 

abcessos, endocardite, meningite e processos pulmonares em pacientes críticos.  As 

leveduroses vêm se tornando cada vez mais frequentes na rotina médica, 

especialmente pelo uso de cateteres e sondas contaminadas com leveduras como 

Candida albicans e outras espécies desse gênero, podem principalmente em 

pacientes imunocomprometidos, desenvolver complicações, dificultar o tratamento ou 

até conduzir o óbito (BERGER, 2013).  

As espécies de leveduras do gênero Cryptococcus, causadores da 

criptococose, também podem ser potencialmente fatais, pois são leveduras invasivas 

que acometem diversos órgãos e sistemas, principalmente o sistema nervoso central 

(SNC) ocasionando quadros polimórficos e inespecíficos (ASHTON et al., 2019).  

Os dermatófitos constituem um grupo de fungos que possuem afinidade por 

tecidos ricos em queratina como unhas, pêlo e pele, sendo denominadas 

dermatofitoses. Na prática dermatológica as dermatofitoses refletem a maioria dos 

casos de etiologia fúngica, principalmente no verão, cujos agentes etiológicos 

pertencentes aos gêneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, apresentam 

maior contato com a população. A maioria desses agentes são encontrados em 

regiões de clima tropical, caracterizando um problema de saúde pública (CHIMELLI et 

al., 2003). 
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  Diversos microrganismos como os fungos, que causam processos patológicos 

no homem, vêm substancialmente apresentando altas taxas de morbimortalidade, 

devido ao surgimento de cepas multirresistentes (PERFECT et al., 2008).  

Embora medicamentos utilizados na terapia antifúngica como anfotericina B, 

fluocitosina, equinocandinas e os azóis tais como cetoconazol, itraconazol ou 

fluconazol, tenham sido considerados eficazes para o tratamento de micoses, a 

maioria desses medicamentos apresenta falhas terapêuticas devido à elevada 

toxicidade a nível hepático e renal, apresentam reincidências devido ao fato de serem 

fungistáticos e não fungicidas, ou levam ao desenvolvimento de resistências devido 

ao uso profilático indiscriminado, ou aos longos períodos de administração de doses 

efetivas desses medicamentos, além de apresentarem um limitado espectro de 

atividade, baixa distribuição tecidual, custo elevado e terapêutica em longo prazo 

(CAPPELLETTY et al., 2007; QUINDÓS et al., 2007).  

A química orgânica vem desempenhando um papel fundamental na produção 

de compostos sintéticos, que, em relação aos produtos naturais, ganham destaque 

por sua diversidade e competitividade, mostrando resultados satisfatórios nos 

diversos segmentos, principalmente na indústria farmacêutica, na produção de 

diversos fármacos. Uma das técnicas mais comumente utilizadas pela química 

orgânica medicinal, é a modificação molecular de compostos protótipos. Nessa 

abordagem são realizadas pequenas alterações estruturais em um composto protótipo 

conhecido, com reconhecida atividade biológica, permitindo a obtenção de novos 

compostos análogos ou homólogos que a priori mantem em parte o potencial biológico 

de sua molécula idealizadora, porém apresenta diferente perfil farmacocinético e de 

solubilidade (FERREIRA et al., 1997; MONTANARI, 1995). 

Os derivados tiofênicos, em especial os 2-amino-tiofênicos têm se mostrado 

importantes intermediários sintéticos para química medicinal, permitindo a obtenção 

de um grande número de compostos bioativos com diversas aplicações na área 

médica e biológica, onde se incluem atividades como: antitumorais, ansiolíticas, 

antinflamatórias, antiparasitárias, antidiabéticas, antioxidantes, antiplaquetária, 

antibacterianas e especialmente antifúngicas (AGUIAR et al., 2016).   

Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que uma série de derivados 

cicloalquílicos tiofênicos apresentaram atividade fungicida contra isolados clínicos de 

Candida spp. E Cryptococcus spp., e em um desses trabalhos Mendonça Junior e 

colaboradores (2011) observaram que os compostos com atividade mais promissora 
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foram os derivados que possuíam em sua estrutura uma porção nitro-aromática, a 

exemplo do composto 6CN10 (Figura 1). 

Figura 1 - Estrutura química do derivado tiofênico 6CN10. 

 

 
Fonte: Chemspider®. 

 

Um ano mais tarde, estudos de planejamento de fármacos auxiliado por 

computador (CADD), também realizados pelo mesmo grupo com derivados 2-amino-

tiofênicos permitiram a obtenção de informações estruturais e eletrônicas essenciais 

à atividade antifúngica desses derivados, onde se pôde observar que a presença de 

grupos polares, ou seja, que aumentam a solubilidade em água (a exemplo do grupo 

NO2) são fatores determinantes para a potencialização da atividade antifúngica 

(SOUZA et al., 2012). Em anos subsequentes, esses derivados 2-aminotiofênicos 

mais promissores foram incorporados em preparações farmacêuticas, que se fazem 

saber, microemulsões (GUIMARÃES et al., 2014) e complexos com hidroxipropil-β-

ciclodextrinas (HP-β-CD) (ELEAMEN et al., 2017) e tiveram suas atividades 

antifúngicas significativamente melhoradas, resultando em preparações com valores 

de concentração inibitória mínima (CIM) equivalentes às drogas comerciais. Devido 

ao constante aumento da importância clínica de infecções fúngicas, ao número 

reduzido de antifúngicos disponíveis, existe uma necessidade evidente de 

desenvolvimento de novos agentes antifúngicos eficazes e menos tóxicos, que 

possam constituir alternativas terapêuticas para o controle destas infecções.         

Diante do exposto e de acordo com os resultados prévios já obtidos pelo nosso 

grupo sob forma de artigos e patentes (LIMA-NETO et al. (2012); MENDONÇA 

JUNIOR et al. (2011); SCOTTI et al. (2012); GUIMARÃES et al. (2014) e ELEAMEN 

et al. (2017) e patente BR1020140290273), que comprovam o grande potencial 

antifúngico de derivados tiofênicos. O presente estudo propôs a avaliação do potencial 

antifúngico in vitro de novos derivados 2-amino-tiofênicos obtidos a partir do 1,4-

ditiano-2,5-diol e de nanoformulações contendo o composto 6CN10 e o complexo 
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6CN10:HP-β-CD pela determinação das concentrações inibitórias mínimas (MICs) 

contra espécies de leveduras patogênicas (Candida e Cryptococcus) e espécies de 

dermatófitos (Trichophyton e Epidermophyton), além da capacidade de inibir o 

crescimento de biofilme de Cryptococcus neoformans. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar in vitro a eficácia dos derivados 2-amino-tiofenos frente a fungos 

patogênicos, associado a testes de citotoxicidade e inibição na formação de biofilme. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

• Determinar a CIM dos derivados 2-aminotiofênicos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-

diol; 

• Determinar a citotoxicidade e atividade hemolítica dos compostos mais ativos nos 

resultados da CIM para os derivados supracitados; 

• Determinar a CIM de nanoformulações contendo 6CN10 e complexo 6CN10:HP-β-

CD; 

• Avaliar a atividade antibiofilme do 6CN10 e complexo 6CN10:HP-β-CD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

 
 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS FUNGOS  

 

De existência ubíqua, os fungos também são considerados cosmopolitas, pois 

sua presença é encontrada no solo, na água e no ar em todas as partes do planeta. 

No entanto, para obtenção de energia e carbono, esses microrganismos necessitam 

de matéria orgânica, por isso, estão sempre associados ao material orgânico como 

sapróbios ou decompositores, simbiontes, comensais e parasitas e os efeitos 

decorrentes de quaisquer uma destas manifestações são considerados muitas vezes 

como úteis ou prejudiciais (BARON et al., 1994; BLEVINS, 1999; KONEMAN et al., 

2001). 

Fungos são organismos eucarióticos altamente eficientes na degradação de 

uma gama de substratos que podem se apresentar sob forma unicelular, como as 

leveduras, ou pluricelular, como os fungos filamentosos. São organismos 

heterotróficos, ou quimiorganotróficos, incapazes de assimilar o carbono inorgânico, 

exigindo carbono orgânico. São aeróbios obrigatórios, no entanto, certas leveduras 

fermentadoras são anaeróbias facultativas podendo se desenvolver em ambientes 

com restrição ou ausência de oxigênio. A parede celular, superfície de contato da 

célula fúngica com o meio externo, é rígida, e seus componentes principais são 

hexoses e hexoaminas que formam mananas, glucanas e galactanas. Alguns fungos 

têm parede de quitina (N-acetil glicosamina), enquanto outros possuem complexos 

polissacarídios e proteínas com predominância de cisteína (LACAZ et al., 2002; 

SIDRIM; ROCHA, 2004). 

Em geral, os nutrientes que são absorvidos compõem a solução que rodeia a 

célula, e deve possuir um tamanho adequado para que possa atravessar a parede 

celular (PC) e membrana celular (MC) da célula fúngica. Em relação a PC, esta é 

porosa, o que favorece que pequenas moléculas sejam absorvidas. Já a MC, possui 

uma permeabilidade seletiva, por isso, são mantidas uma concentração diferencial de 

solutos dentro e fora da célula (mais alta no meio intracelular) (BURNET, 1976; 

GARRILL, 1995).  

Os fungos, em especial os filamentosos, compreendem uma grande 

diversidade de gêneros que colonizam diferentes ambientes e substratos, onde 

desenvolvem estruturas reprodutivas, como esporangiosporos, esporos e conídios, os 
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quais são veiculados por correntes de ar, que possui um alto potencial de 

contaminação dispersão pelo ar (RICHARDSON; WARNOCK, 1993; SIDRIM; 

MOREIRA, 1999). 

Em uma análise macroscópica, os fungos são divididos em filamentosos 

(bolores ou fungos multicelulares) e leveduriformes (leveduras, levedos ou fungos 

unicelulares). Na análise macroscópica, as características das colônias como a 

pigmentação, bordas (regulares ou irregulares), aspecto, consistência (algodonosa, 

aveludada, pulverulenta, glabra, cérea etc.), topografia e velocidade de crescimento 

são informações importantes para sua identificação e classificação (LACAZ et al., 

2002; JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 1998). 

Os fungos podem ser hialinos ou demáceos sendo, os últimos, aqueles que 

apresentam grande concentração de melanina na sua parede celular produzindo um 

pigmento acastanhado que lhes confere resistência aos raios ultravioletas e enzimas 

produzidas por outros organismos. Por diferentes processos os fungos, através de seu 

metabolismo secundário, podem elaborar metabólitos como antibióticos, dos quais a 

penicilina é o mais conhecido, e micotoxinas como aflatoxinas e gliotoxina, que lhes 

conferem vantagens seletivas e virulência (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 

2004).  

Fungos são ubíquos, possuem ampla distribuição na natureza, podendo ser 

encontrados em vários habitats, como: ar, água, terra, animais e alimentos. Suas 

espécies sofrem em sua incidência variações conforme a localidade, estação do ano, 

grau higroscópico do ar, entre outras. O vento age como importante veículo de 

dispersão de seus propágulos e fragmentos de hifa. Os seres humanos são expostos 

continuamente a vários gêneros de fungos, o que permite a possibilidade de 

colonização. Dependendo da interação entre os mecanismos de defesa do hospedeiro 

e fatores de virulência de fungos, a colonização pode ser transitória ou persistente 

com risco para o desenvolvimento de doença (LACAZ et al., 1991; SIDRIM; 

MOREIRA, 1999; MENEZES et al., 2006; FLORES; ONOFRE, 2010; BOECHAT; 

RIOS, 2011). 

 

2.2 FUNGOS PATOGÊNICOS 

 

Reino Fungi, é um dos três maiores ramos evolutivos dos organismos. 

Diferentes dos demais Reinos, que ou integram seres pluricelulares ou unicelulares, 
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o Reino Fungi integra organismos unicelulares (leveduras) e pluricelulares (os fungos). 

Não possuem clorofila, por isso não fazem fotossíntese, dependendo de fontes 

externa de carbono orgânico para obter energia. São organismos eucariotos e 

possuem parede celular composta por polímeros de glucose e manose, lipídios, 

polifosfatos, íons orgânicos e proteínas (GOMPERTZ et al., 2015). 

De acordo com Kirk et al. (2008), estima-se que o reino Fungi compreenda por 

volta de 1,5 milhão de espécies, mas, em relação ao total proposto, poucos foram 

catalogados, sendo que destes, alguns milhares estão associados com humanos, 

vivendo muitas vezes de forma comensal e sapróbia. Alguns fungos com capacidade 

de causar patogenicidade (micoses) ao homem como, diversas espécies de Candida, 

Cryptococcus e dermatófitos do gênero Epidermophyton, Microsporum e 

Trichophyton, são agentes comumente causadores de micoses em hospedeiro 

imunocompetente ou imunocomprometido. Os agentes patogênicos podem ser de 

acometimento cutâneo, subcutâneo ou sistêmico, sendo este último o mais grave.   

As infecções fúngicas ou micoses têm ampla distribuição geográfica, ou seja, 

sua distribuição estende-se por países desenvolvidos, nações em desenvolvimento e 

países subdesenvolvidos. Estima-se que mais de 40 milhões de pessoas apresentem 

quadros de infecções por fungos (GUNGOR; ERDAL & AKSU, 2013). No Brasil, um 

estudo de 5 anos examinou dermatofitoses em 137 crianças com menos de 12 anos 

de idade, que apresentavam sintomas característicos de tinea. Crianças do sexo 

masculino com idade entre 2-12 anos foram afetadas mais frequentemente. A tinea 

capitis (78 casos, 56,9 %), causada principalmente pelo fungo Microsporum canis (46 

casos), foi a forma clínica mais comum, seguida de tinea corporis (43 casos, 31,3 %) 

causada principalmente por T. rubrum (17 casos) e tinea cruris (10 casos, 7,2 %) 

causada por T. rubrum (5 casos) (HAVLICKOVA; FRIEDRICH, 2008). 

 

2.3 FUNGOS DERMATÓFITOS 

 

 Os dermatófitos são um grupo de fungos filamentosos que, através de longos 

processos evolutivos, se adaptaram para invadir, colonizar e nutrir-se nos tecidos ricos 

em queratina, isto é, pele, pêlos e unhas do homem e de uma grande variedade de 

animais. Esta característica os leva a designação de fungos queratinolíticos. 

Geralmente os dermatófitos restringem-se na camada epidérmica do hospedeiro onde 

há prevalência de queratina, onde, tal proteína, é utilizada como fonte de nutrição 
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pelos fungos dermatófitos. Os fungos que possuem capacidade de invadir e utilizar-

se de tecidos queratinizados são do gênero Microsporum, Trichophyton e 

Epidermophyton (SOBERA; ELEWSKI, 2008). A Figura 2 demonstra as camadas da 

pele, sendo elas epiderme, derme e hipoderme, sendo esta última a camada mais 

profunda.  

Figura 2 - Representação da pele humana. 

 
Fonte: maisquepele.wordpress.com. 

 

A queratina é uma proteína produzida por humanos e animais, constituindo o 

revestimento de pele, pelos e unhas. Possui aspecto fibroso, de alto peso molecular, 

contendo grande quantidade de resíduos de cisteína, um aminoácido sulfurado, 

formando pontes dissulfeto (S-S) e ligações acetamídicas que conferem 

características especiais como alta estabilidade à sua estrutura tridimensional, 

elasticidade, impermeabilidade e resistência, evitando assim a perda de nutrientes e 

água (PERES et al., 2010). 

A camada mais superficial, a epiderme, é a camada que possui como principal 

função proteger a pele contra ação de fatores do ambiente externo seja eles produtos 

químicos, radiações ou microrganismos. Apresenta o extrato córneo em sua superfície 

epitelial externa, sendo este uma camada de células mortas e queratinosas, 

funcionando como uma barreira física e eficaz contra micro-organismos capazes de 

causa patogenicidade, além de agir no controle da permeação de componentes pela 
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pele, sendo também considerada a principal barreira à permeação dos fármacos 

através dessa via (CHORILLI et al., 2007; GILL et al., 2009). 

Vários autores demonstraram que estes fungos possuem enzimas como as 

queratinases, que lhes permitem digerir queratinas (WEARY; CANBT, 1986), uma 

classe de proteínas elaboradas por células epiteliais. Essas células formam o extrato 

córneo da epiderme e os anexos epidérmicos. 

De acordo com Verma e Heffernan (2008), os dermatófitos podem ser 

classificados em três grandes grupos, sendo de acordo com o seu habitat em 

“geofílicos”, que são dermatófitos encontrados no solo, principalmente solos ricos em 

resíduos de queratina humana ou animal (pêlo, unhas, penas, escamas etc.) e apenas 

esporadicamente infectam o homem através do contato com os esporos do fungo, 

ocasionando lesões com sinais inflamatórios locais; “zoofílicos”, que são encontrados 

em animais, como cães, gatos, equinos e inclusive os domésticos, nos quais 

costumam produzir infecções subclínicas, podendo ser transmitidos ao homem 

esporadicamente, por contato com os pêlos infectados, ocasionando lesões com 

sinais inflamatórios, este, sendo necessário, ter passado por um ciclo evolutivo tendo 

abandonado o solo e de uma forma ou de outra, ter se adaptado a um tipo de 

parasitismo em espécies animais, que possuem um contato direto com o solo; ou 

“antropofílicos”, que são transmitidos de pessoa para pessoa por contato direto ou por 

fômites, e de acordo com a virulência do fungo e a susceptibilidade do indivíduo, 

podem produzir desde infecções assintomáticas até infecções com sinais 

inflamatórios locais intensos e duradouros. 

Os autores Sobera e Elewski (2008) citam como fungos dermatófitos que 

apresentam maior associação à doença no homem o Trichophyton mentagrophytes 

(variante mentagrophytes), Trichophyton mentagrophytes (variante interdigitale), 

Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton verrucosum, 

Trichophyton violaceum, Microsporum canis, Microsporum ferrugineum, Microsporum 

gypseum e Epidermophyton floccosum. 

Embora os dermatófitos existam indiscutivelmente desde tempos pré-históricos 

e infectem animais inferiores por milhões de anos, a primeira referência registrada de 

uma infecção dermatofítica é atribuída a Aulus Cornelius Celsus, um enciclopedista 

romano versado em dietas, farmácia, cirurgia e campos correlatos, que em seu "De 

Re Medica" escrito por volta de 30 a.C, descreveu uma infecção supurativa do couro 
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cabeludo que veio a ser conhecida como o Kerion de Celsus (ROSENTHAL, 1961). 

Ao longo da Idade Média as várias dermatofitoses foram descritas como tineas. 

O termo Tinea foi usado pela primeira vez para a fase larval da mariposa 

Tineola bisselliella (traça da roupa) e, de fato, o nome genérico das várias espécies 

de traças destruidoras de queratina é Tinea. Como os buracos feitos pelas traças em 

roupas de lã são circulares e as lesões dermatófitas são sinuosas na pele lisa, os 

ancestrais anglo-saxões cunharam a palavra "Tinea" para essas infecções pelo 

menos desde o século XVI (FEULARD, 1886).  

 

2.3.1 Gênero Trichophyton  

 

Devido a sua patogenicidade ao hospedeiro humano, os dermatófitos do 

gênero Trichophyton estão entre os grupos de fungos mais estudados no ramo da 

micologia médica, causando tinea, favus ou onicomicose.  

O gênero Trichophyton é o mais prevalente em amostras clínicas, acometendo 

a pele glabra, cabelos e unha. Na análise microscópica, é possível observar 

numerosos microconídios (estrutura unicelular), que apresentam, de um modo geral, 

paredes finas e hialinas, piriformes, ovalada ou redonda e claviformes, podendo 

agrupar-se em cachos. Os macroconídios (estrutura pluricelular), quando presentes, 

são de aspecto claviforme alongado e apresenta septos. Em algumas espécies, os 

macronídios estão ausentes, como no T. schoenleinii. Quanto a sua ornamentação, 

algumas estruturas como hifa em raquete, hifa em espiral, órgãos pectinados e 

candelabros fávicos também são observados. No entanto, nem sempre a conjunção 

destas características é suficiente para a identificação destes grupos de dermatófitos, 

sendo necessário recorrer a outros métodos (NEUFELD, 1999; NEUFELD, 2010; 

SIDRIM; ROCHA, 2004; SCHOLZ; MEINHOLF, 1991).  

Os representantes isolados com mais frequência são o T. rubrum, T. 

mentagrophytes e T. tonsurans (SCHOLZ; MEINHOLF, 1991). 

A espécie antropofílica cosmopolita T. rubrum é a mais prevalente em diversos 

estudos epidemiológicos de dermatofitoses humana. Clinicamente é responsável por 

quase todos os tipos de infecção dermatofítica humana, sendo muitas vezes 

correlacionado com o fato de ser refratário ao tratamento. (FURTADO et al., 1987; 

BRILHANTE et al., 2000; COSTA et al., 2002; REZENDE et al., 2009). A Figura 3 

demonstra os aspectos macroscópicos, microscópicos e a lesão por T. rubrum. 
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Figura 3 - Macromorfologia, micromorfologia e lesão por T. rubrum. 

 
Fonte: Acervo pessoal do Prof. Dr. Armando Marsden, laboratório de Micologia Médica-UFPE. 

 
A) Colônia em ágar Sabouraud evidenciando o dermatófito Trichophyton rubrum. (B) Microscopia 
evidenciando microconídios regulares e piriformes de T. rubrum. (C) Tinea barbae por T. rubrum.  

 

Em torno da espécie Trichophyton mentagrophytes, existe um complexo onde 

alguns autores demonstram que a mesma possua entre duas a quatro variedades. 

Com isso, é demonstrado que o Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes é 

zoofílica, enquanto Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale é antropofílica por 

excelência (SIDRIM; MOREIRA, 1999; LACAZ et al, 2002).  

 

2.3.2 Gênero Microsporum 

 

 O gênero Microsporum envolve muitas espécies em processos infeciosos em 

humanos e animais, sendo as espécies mais comumente isoladas o M. audouinii, M. 

ferrugineum, M. manum, M. canis e M. gypseum, sendo estes dois últimos os mais 

isolados em micoses humanas. As colônias apresentam aspecto algodonoso e 

pulverulento, com coloração que varia de branca a amarela, podendo apresentar 

ainda cor castanho. Em análise microscópica é evidenciado hifas hialinas, ramificadas 

e septadas, com macroconídios multicelulares multisseptados fusiformes de parede 

espessa. Já os microconídios são estruturas claviformes produzidas ao longo do 

micélio, podendo proliferar diretamente da hifa ou do conidióforo (NEUFELD, 1999; 

SIDRIM; ROCHA, 2004).  

A espécie Microsporum canis é um fungo zoofílico transmitido ao homem por 

diversos animais domésticos, sendo o principal reservatório os felinos jovens 

assintomáticos. Clinicamente é responsável por causar lesões de couro cabeludo, 

chamadas tinea capitis, atingindo com frequência crianças com faixa de idade escolar 

causando placas de alopecia fluorescentes pela lâmpada de Wood. As colônias 

apresentam aspecto algodonoso de coloração amarelo-limão no reverso e branca no 
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verso, com período de maturação entre 6 a 10 dias. Na microscopia, apresentam 

macroconídios fusiformes de parede espessa com numerosas septações que podem 

variar de 5 a 7 (LACAZ et al, 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004). A Figura 4 demonstra os 

aspectos macroscópicos, microscópicos e a lesão por M. canis. 

Figura 4 - Macromorfologia, micromorfologia e lesão por M. canis.  

 
Fonte: Acervo pessoal do Prof. Dr. Armando Marsden, laboratório de Micologia Médica-UFPE. 

(A) Colônia em ágar Sabouraud evidenciando o dermatófito Microsporum canis. (B) Microscopia 
evidenciando macroconídios fusiformes de parede espessa com numerosas septações. (C) Tinea 
capitis por M. canis.  

O Microsporum gypseum é uma espécie geofílica que infecta o homem e 

animais que tiverem contato com solo contaminado, e por esta razão é 

frequentemente relatado seu isolamento a partir do solo (GUGNANI; SHARMA; 

WRIGHT, 2014; LEAL, 2010). 

O M. gypseum foi descoberto pela primeira vez por Sabouraud em 1894, mas 

na época era simplesmente chamado de "Trichophyton du chien” (Trichophyton do 

cachorro). Foi primeiramente estudado e descrito por Bodin em 1907, que, seguindo 

um sistema de classificação baseado principalmente em critérios clínicos, colocou-o 

gênero Achorion como A. gypseum. Nos anos subsequentes, este parasita foi 

reisolado por outros autores, que, não conseguindo relacionar os seus isolados com 

os de Bodin, deram-lhe novos nomes. A sinonímia foi ainda mais prolongada por 

aqueles que fizeram improvisações taxonômicas insustentáveis. Somente em 1928 o 

fungo de Bodin foi corretamente colocado no gênero Microsporum por Guiart e 

Grigorakis (SABOURAUD, 1894; BODIN, 1907; GUIART; GRIGORARTS, 1928). A 

Figura 5 representa a sinonímia utilizada no decorrer dos anos para o M. gypseum. 
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Figura 5 - Sinonímia do M. gypseum. 

 
Fonte: Ajello, 1953. 

Geralmente, este dermatófito atinge partes descobertas do corpo, podendo, em 

raras ocasiões, parasitar o couro cabeludo, sendo esta espécie não observável 

fluorescência na análise com lâmpada de Wood. As colônias apresentam superfície 

plana de bordas irregulares e de aspecto pulverulento, que se assemelha a areia de 

praia. A coloração da colônia pode variar do alaranjado ao amarelo acastanhado. Na 

microscopia é possível a visualização de macroconídios simétricos que apresentam 

de 3 a 7 septos de parede fina com as extremidades arredondadas (LACAZ et al, 

2002; SIDRIM; ROCHA, 2004). 

 

2.3.3 Gênero Epidermophyton 
  

O gênero Epidermophyton é composto por duas espécies, E. stockdalaeae e o 

E. floccosum, entretanto, apenas esta última espécie é patogênica ao homem. O E. 

floccosum é antropofílico por excelência e patógeno exclusivo da pele glabra. Em 

raras ocasiões acomete regiões interdigitoplantares e as unhas, mas nunca atinge o 

cabelo (AJELLO, 1974).  
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O gênero Epidermophyton apresenta colônias com crescimento de sete a dez 

dias, com aspecto pulverulento que inicialmente possui a coloração branca 

modificando para cor amarelo esverdeado ou amarronzado apresentando reverso de 

coloração que varia do acastanhado para o alaranjado. Na análise microscópica, é 

observado hifas septadas com a presença de abundantes macroconídios 

multicelulares de parede fina, com dois a cinco septos e agrupados em cacho. 

Colônias mais velhas podem apresentar clamidioconídios intercalares, distais e em 

cadeias (LACAZ et al, 2002; SIDRIM; MOREIRA, 1999; PEPIN; AUSTWICK, 1968). 

Seu aspecto micromorfológico não deixa dúvidas para a sua diferenciação de outros 

dermatófitos, no entanto, a pigmentação produzida por algumas cepas podem, 

macroscopicamente, ser confundida com T. rubrum. A Figura 6 demonstra os 

aspectos macroscópicos, microscópicos e a lesão por E. floccosum. 

Figura 6 - Macromorfologia, micromorfologia e lesão por E. floccosum.  

 
Fonte: Acervo pessoal do Prof. Dr. Armando Marsden, laboratório de Micologia Médica-UFPE. 

 
(A) Colônia em ágar Sabouraud evidenciando o dermatófito Epidermophyton floccosum. (B) 
Microscopia evidenciando macroconídios septados com parede fina e agrupados em cacho. (C) Tinea 
pedis por E. floccosum.  
 

2.3.4 Tratamento das dermatofitoses 

 

A escolha do tratamento indicado é determinado pelo sítio anatômico 

acometido, extensão da infecção e pela espécie dermatofítica envolvida. A medicação 

pode ser de uso sistêmico ou tópico. Antifúngicos de uso tópico podem ser utilizados 

como apoio à terapêutica oral ou a profilaxia. As medicações de uso tópico mais 

utilizadas são o cetoconazol, miconazol, isoconazol, clotrimazol, tioconazol, 

butenafina, e ciclopirox olamina. O ciclopirox olamina é popular na prática clínica para 

o tratamento tópico de onicomicoses. Já a terapia sistêmica é indicada para lesões de 

grandes extensões ou generalizadas, de caráter crônico, recorrentes ou quando não 

há resposta apenas com a terapia tópica. O tratamento sistêmico oral é realizado 
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principalmente com uso de terbinafina, griseofulvina e derivados azólicos como 

cetoconazol e fluconazol (Figura 8) (PIRES et al., 2014).  

Ciclopirox olamina: mostrou-se eficiente em estudos realizados para tratamento 

de dermatofitoses com cremes e géis. Possui ação quelante de íons divalentes e 

trivalentes necessários para as atividades enzimáticas e da cadeia respiratória das 

células fúngicas. Inibe a síntese da parede celular (deficiência na captação de 

aminoácidos e nutrientes) biossíntese de proteínas, RNA e DNA. Possui ação 

fungicida de amplo espectro, de uso tópico, com alto poder de penetração, mostrando-

se eficiente em estudos realizados para tratamento de onicomicoses por dermatófitos 

e leveduras (TAUBER; MULLER, 2014).  

Terbinafina: apresenta eficácia contra espécies do gênero Trichophyton, sendo 

recomendado para lesões que não apresentem uma grande extensão (MCCLELLAN; 

WISEMAN; MARKHAM, 1999). O tempo de tratamento com terbinafina é reduzido, se 

comparado a outros antifúngicos comercialmente disponíveis (GUPTA; DRUMMOND, 

2013). Seu mecanismo de ação age como inibidor da esqualeno epoxidase, 

impedindo a formação do lanosterol (precursor do ergosterol). Dependendo da 

micose, o tratamento pode durar cerca de 12 semanas com doses de 250 mg/dia.  

Butenafina: possui atividade fungicida primária contra dermatófitos, tais como 

T. mentagrophytes, M. canis e T. rubrum. Relata-se que é eficaz mais especificamente 

no tratamento de tinea pedis, tinea cruris e tinea corporis (MITRA et al., 2016; GUPTA; 

CHAUDHRY; ELEWSKI, 2003). 

Griseofulvina: possui ação fungistática inibindo a mitose dos fungos através de 

sua ligação a tubulina (proteína que compõe os microtúbulos celulares) rompendo o 

fuso mitótico. Distribui-se largamente por tecidos que possuem queratina. Caracteriza-

se como um dos primeiros antifúngicos de escolha para a terapêutica das tineas e 

apresenta uma maior aplicabilidade para o tratamento das dermatofitoses 

ocasionadas por espécies do gênero Microsporum, especialmente M. canis. A 

posologia do tratamento pode variar de acordo com a micose, podendo ser utilizado 

doses de 500 mg/dia de griseofulvina ou 250 mg de 12/12 h (CHADEGANIPOUR; 

NILIPOUR; HAVAEI, 2007).  

Cetoconazol: age inibindo a síntese de ergosterol da parede celular fúngica, 

alterando sua permeabilidade, ocasionando a perda de elementos intracelulares. É 

eficaz no tratamento da histoplasmose, blastomicose, coccidioidomicose, 

paracoccidioidomicose, pitiríase versicolor, candidíase mucocutânea crônica, oral e 
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esofagiana, vulvovaginite por leveduras do gênero Candida e infecções dermatofíticas 

cutânea. Estudos demonstram que o creme de cetoconazol a 2 % tem sido eficaz no 

tratamento de tinea pedis, tinea cruris e tinea corporis, atuando em infecções pelas 

espécies dos três gêneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton (SHAO; 

HUANG; HSUEH, 2007).  

Fluconazol: possui ação semelhante ao cetoconazol. É uma opção na 

terapêutica da tinea capitis em crianças. Constitui-se como o menos eficaz na prática 

clínica, apesar de ser um dos antifúngicos mais utilizados para tratamento sistêmico 

das dermatofitoses (PIRES et al., 2014).  

Itraconazol: possui atividade fungicida de amplo espectro para fungos do 

gênero Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Sporothrix e fungos dermatófitos. Sua 

ação se dá através da inibição da síntese de ergosterol celular. Para lesões de pele, 

o tratamento costuma durar em torno de 4 semana e nas onicomicoses 3 meses 

(PIRES et al., 2014).  

 

Figura 7 - Estruturas químicas de antifúngicos utilizados para tratamento das dermatomicoses. 

 

Fonte: autor. 
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2.4 CANDIDÍASE 

 

Algumas espécies do gênero Candida estão taxonomicamente inseridas no 

Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales 

e Família Saccharomycetaceae. São microrganismos eucariontes, possui forma 

ovóide ou esférica, de reprodução assexuada por brotamento ou gemulação, dando 

origem a células denominadas blastoconídios ou blastosporos, ou de forma sexuada 

com produção de ascosporos (GIOLO et al., 2010). É um fungo polimórfico e diploide 

que está presente em humanos como micro-organismo comensal, em situações de 

homeostase, mas pode promover o desenvolvimento de várias doenças a nível 

superficial e sistêmico (DE ROSSI et al., 2011). 

O gênero Candida têm habilidade de modificar sua forma de levedura para 

filamentosa (hifa ou pseudohifa) e pode crescer à temperatura de 37°C. Tem como 

característica a visualização microscópica a pseudohifa ou pseudomicélio, que é uma 

célula alongada, possuindo constrições entre os sítios septais assemelhando-se à 

levedura, pois, após o brotamento as células não se separam. Já a hifa verdadeira é 

uma célula longa sem constrições, possuindo um citoplasma cercado por uma parede 

celular rígida.  

Esse gênero é composto por aproximadamente duzentas espécies diferentes, 

mas apenas cerca de vinte estão associadas a micoses oportunistas em humanos. As 

espécies de interesse clínico são: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. 

glabrata, C. guilliermondii, C. krusei e C. lusitaniae (ALVARES et al., 2007; COLOMBO 

et al., 2012; COLOMBO et al.,2013). No entanto, foram relatados casos de infecções 

invasivas por outras espécies de Candida não-albicans. Dentre estas C. dubliniensis, 

C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis e C. 34nconspícua 

(COLEMAN et al., 1998; COLOMBO et al., 2013). 

As infecções causadas por leveduras do gênero Candida são denominadas 

candidíase ou candidose. As micoses causadas por esses fungos mostram um amplo 

espectro de apresentações clínicas, podendo ser classificadas desde superficiais, 

com acometimento cutâneo e mucoso, até infecções profundas, disseminadas, de alta 

gravidade, como é o caso da candidemia. Apresenta inicialmente como infecção 

fúngica superficial, e em sítios anatômicos específicos como orofaringe, vagina, vulva, 

glande e mucosa oral, podendo ser aguda ou crônica, localizada ou disseminada, 

assintomática ou com sintomas graves (LIMA et al., 2006).  
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O gênero Candida, entre os fungos de interesse médico, é o que possui maior 

importância, devido à sua alta ocorrência em infectar o hospedeiro humano. Em 

relação aos pacientes imunocomprometidos, esse valor chega aos 60 % (STOOPLER; 

SOLLECITO, 2014). Considerados comensais, esses microrganismos se tornam 

patogênicos quando ocorrem mudanças na homeostase do indivíduo, seja por 

procedimentos médicos invasivos, uso de medicações ou doenças adjacentes (CATE 

et al., 2009; COLOMBO et al., 2013). 

De acordo com Lacaz et al. (2002), candidíase ou candidoses são infecções 

provocadas por leveduras pertencentes ao gênero Candida. As manifestações clínicas 

das candidíases são extremamente variadas podendo atingir desde a superfície 

cutânea ou até mesmo acometimento sistêmico, causando endocardite, meningite e 

septicemia (LACAZ et al, 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004). 

Numerosos são os fatores que contribuem para as infecções por Candida spp., 

dentre os quais podemos citar: o rompimento das barreiras cutânea e mucosa, 

disfunção dos neutrófilos, desordem metabólica, disfunção na imunidade mediada por 

células, exposição direta aos fungos, idade (recém-nascidos e idosos), desnutrição, 

utilização de antibióticos por longos períodos, quimioterapia, transplantes, resistência 

a antifúngicos, dentre outros (PFALLER; DIEKEMA, 2007). Ao término do século XX, 

devido a prevalência das infecções oportunistas em pacientes portadores do vírus HIV 

e outros estados de imunocompremetimento, as candidíases emergiram como um 

problema médico importante. (GROLL, 1998; SIDRIM; ROCHA, 2004).  

A candidíase oral foi descrita como doença oportunista no primeiro caso de 

SIDA (Síndrome da Imunodeficiência Humana Adquirida) publicado, e até o momento 

constitui a infecção fúngica mais frequente em pacientes portadores do vírus HIV 

(LUPETTI et al., 1995). Estima-se que até 90 % dos indivíduos acometidos pelo vírus 

HIV sofrerão pelo menos um episódio de candidíase orofaríngea (SÁNCHEZ-

VARGAS et al, 2002; URIZAR, 2002).  

Infecções de pele e mucosas por Candida spp. podem ser demonstradas em 

pacientes saudáveis, sem apresentar nenhum quadro clínico desfavorável, entretanto, 

podem manifestar pequenas alterações locais de resposta do hospedeiro no sítio da 

infecção (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003). A Figura 9 demonstra os aspectos 

macroscópicos, microscópicos e a lesão por Candida spp. 
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Figura 8 - Macromorfologia, micromorfologia e lesão por Candida spp.  

 
Fonte: Acervo pessoal do Prof. Dr. Armando Marsden laboratório de Micologia Médica-UFPE. 

 

(A) Colônia em ágar Sabouraud evidenciando a levedura Candida spp. (B) Microscopia evidenciando 
células isoladas e pseudomicélio característicos de Candida spp.(C) Lesão característica de candidíase 
intertriginosa.  

 

A candidemia é observada especialmente em pacientes hospitalizados 

submetidos a terapias antimicrobianas por longos períodos, terapias 

imunossupressivas, nutrição parenteral e procedimentos invasivos (SIDRIM; ROCHA, 

2004). A fungemia por Candida spp. constitui-se um grande problema de saúde 

pública, pois geralmente seu diagnóstico é difícil, além do alto custo de tratamento, 

refletindo em altas taxas de mortalidade (COLOMBO et al., 2006). 

As leveduras do gênero Candida são as causas mais comuns de infecções 

fúngicas e a sua incidência vem aumentando substancialmente nas últimas duas 

décadas. São responsáveis por até 17 % de todas as infecções adquiridas em 

Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e estão associadas a uma tendência crescente e 

alarmante de aumento na taxa de mortalidade. Esse aumento é explicado 

parcialmente devido a exposição de pacientes internados em UTI, principalmente 

aqueles que fizeram procedimentos como cirurgia abdominal, hemodiálise, nutrição 

parenteral e cateter urinário (LORTHOLARY et al., 2014).  

Como resultado de tratamentos utilizados para doenças como câncer, 

HIV/SIDA e transplantes de órgãos, algumas doenças não são mais uma ameaça a 

se considerar e a expectativa de vida foi prolongada nesses pacientes. No entanto, 

isso refletiu em um aumento de algumas infecções oportunistas, como as de etiologia 

fúngica. Nos EUA (Estados Unidos da América), está entre os cinco principais 

patógenos que causam infecções nosocomiais da corrente sanguínea. Estudos de 

vigilância populacional relatam a incidência anual de infecções nosocomiais por 

Candida spp. em 8/100.000 habitantes (PFALLER; DIEKEMA, 2007).  



37 

 
 

Em estudos mundiais, a espécie que se destaca como frequentemente isolada 

de infecções superficiais e invasivas em diferentes sítios anatômicos é a Candida 

albicans. Essa levedura exibe patogenicidade e fatores de virulência, incluindo a 

capacidade de aderência a epitélios e mucosas. A incidência de candidemia em 

hospitais públicos de alta complexidade no Brasil é de aproximadamente 2,5 casos 

por mil admissões hospitalares, índice considerado duas a dez vezes maior que os 

registrados em hospitais europeus e americanos. Um estudo realizado na Inglaterra, 

País de Gales e Irlanda do Norte demonstrou que as taxas de candidemia foram 

maiores em homens do que mulheres na maioria das faixas etárias, particularmente 

em idosos com mais de 75 anos. Apesar de infecções bacterianas constituírem a 

causa mais comum de doença infecciosa em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), as 

infecções fúngicas, principalmente candidemias, representam um problema 

preocupante de infecção hospitalar. Neste sentido, a incidência de candidemia, que 

varia de 2 a 6,7 por 1.000 admissões hospitalares, é de 5 a 10 vezes maior na UTI do 

que em enfermarias de clínica médica ou cirúrgica (HILLER et al., 2011). 

 

2.4.1 Tratamento das Candidíases 

 

Em 2010, o Ministério da Saúde indicava para tratamento de candidíase os 

seguintes antifúngicos para infecções de pele o mucosa: isoconazol (nitrato) como 

primeira escolha e tioconazol como segunda escolha. Outros antifúngicos também são 

eficazes: clotrimazol, miconazol, terconazol, itraconazol, fluconazol e nistatina. 

(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).    

No que se refere ao tratamento das candidemias, alguns fatores devem ser 

levados em conta como a necessidade da administração de antifúngicos de carater 

imediato e adequado, pois apenas a retirado do fator predisponente como um cateter, 

não é suficiente para remissão da complicação, tornando-se uma terapêutica 

insuficiente (PAPPAS et al., 2016). Estudos tem demonstrado que a demora na 

terapêutica eficiente favorece a mortalidade de paciente com candidemia (NUCCI et 

al., 1998; SILVA, 2017).  

Dentre os antifúngicos comercialmente disponíveis, os mais utilizados para o 

tratamento das candidemias são as da classe das equinocandinas (caspofungina, 

anidulafungina e micafungina) e da classe dos triazólicos o fluconazol. A anfotericina 
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B pode ser utilizada, mas sua indicação é mais restrita devido à sua toxicidade 

(GAFTER-GVILI et al., 2008; SILVA, 2017).  

Em pacientes não neutropênicos, mas com candidemia, a terapêutica inicial 

sugerida é o uso de equinocandinas. Quando o paciente apresentar sinais clínicos 

estáveis, que não tenha tido previamente exposição ao azol e que não esteja infectado 

com espécies resistentes como C. krusei ou C. glabrata, o fluconazol poderá ser 

utilizado para terapêutica com antifúngico alternativo. A anfotericina B em formulação 

lipídica pode ser utilizada em casos de resistência ou intolerância aos antifúngicos 

supracitados, porém, apresenta maior toxicidade, o que reflete em um espectro 

reduzido de utilização em pacientes, como por exemplo aqueles que possuem 

problemas renais (PAPPAS et al., 2016; SILVA, 2017). A Figura 10 demonstra a 

estrutura química das equinicandinas anidulafungina, caspofungina e micafungina. 

Figura 9 - Estrutura química da Anidulafungina, Micafungina e Caspofungina.  

 
Fonte: ChemSpider®. 

 

A Tabela 1 demonstra os principais antifúngicos existentes no mercado com 

suas respectivas informações como dosagens, distribuição e reações adversas mais 

comumente observadas (LIMA-NETO et al., 2014; SILVA, 2017). 

Tabela 1 - Agentes antifúngicos comumente utilizados frente a Candida spp. 

ANTIFÚNGICO  DOSAGEM  DISTRIBUIÇÃO  REAÇÕES ADVERSAS  

Anfotericina B  
Lipossomal 
 
 
  
Desoxicolato  

 
IV: 3-5 mg/kg/dia 
  
 
 
IV: 0,5 a 0,7 mg/kg/dia  

Metabolismo renal. Ampla 
biodisponibilidade. 
Concentrações elevadas 
em pulmões, fígado e baço. 
Baixa concentração em 
SNC. 

Transtornos 
cardiovasculares, hepáticos 
e respiratórios.  
 
 
Nefrotoxicidade, febre e 
calafrios  

Cetoconazol  Oral:  
200-400 mg / dia  
Tópico: a cada 12h por 2-4 
semanas.  

Metabolismo hepático. 
Ampla biodisponibilidade  

Hepatotoxicidade, prejuízo 
gastrointestinal e irritação 
tópica.  
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Fluconazol  Superficial  
Oral: 50-150mg / dia  
Invasivo  
Oral: 400-  
800 mg / dia  
Profilaxia  
100-200mg em dose única 
um dia antes de  
procedimentos cirúrgicos.  

Depuração urinária. Ampla  
biodisponibilidade. 
Concentrações elevadas  
no SNC e humor aquoso.  

Náuseas, vômitos e 
aumento transitório de 
transaminases.  

Itraconazol  Oral:  
100-400mg / dia  
IV:  
200mg a cada 12h  

Metabolismo 
hepático.Ampla 
biodisponibilidade. Baixas 
concentrações  
na saliva e urina.  

Náuseas, vômitos e 
aumento de transaminases.  

Voriconazol  Oral:  
200mg a cada 12h  
IV:  
3-6mg / kg a cada12h  

Metabolismo hepático. 
Ampla biodisponibilidade. 
Concentrações elevadas  
no SNC e no fígado.  

Perturbações visuais 
transitórias,  
aumento transitório de 
transaminases e 
fotossensibilidade.  

Caspofungina  IV:  
35-70 mg / dia  

Ampla biodisponibilidade. 
Baixas concentrações no 
SNC e urina.  

Febre, calafrios, erupção 
cutânea,  
cefaleias, anemia, 
hipocalemia,  
tromboflebite, hipotensão,  
aumento de transaminases 
e  
prejuízo gastrointestinal.  

Anidulafungina  Esofágico  
IV: 100 mg para o primeiro  
Dia, depois 50 mg / dia  
Invasivo  
IV: 200 mg para a primeira  
Dia, depois 100 mg / dia  

Amplo  
Biodisponibilidade.  
Baixas concentrações  
No SNC e  
urina.  

Sem reações adversas.  

Micafungina  Esofágico  
IV: 150 mg / dia  
Invasivo  
IV: 100 mg / dia  
Profilaxia  
IV: 50 mg / dia  

Ampla biodisponibilidade. 
Baixas concentrações no 
SNC e urina.  

Febre, dor de cabeça, 
hipocalemia, 
hipomagnesemia,  
Neutropenia e prejuízo 
gastrointestinal.  

Fonte: Lima-Neto et al., 2014; SILVA, 2017. 
  
 

2.5 CRIPTOCOCOSE 

 

Criptococose é uma doença fúngica causada por espécies do gênero 

Cryptococcus. São um grupo de leveduras encapsuladas pertencentes a classe 

Basidiomicetes, família Filobasidiaceae, gênero Filobasidiella. Distribuídos 

mundialmente, existem mais de 50 espécies pertencentes ao gênero Cryptococcus. 

No entanto, apenas Cryptococcus neoformans (que inclui C. neoformans var. grubii e 

var. neoformans) e Cryptococcus gattii (anteriormente conhecido como C. neoformans 

var. gattii) são patógenos humanos bem conhecidos. Em relação a outras espécies, 

houve poucos relatos de doença humana, como Cryptococcus albidus e Cryptococcus 

laurentii, especialmente em hospedeiros imunocomprometidos (HARRIS; 
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LOCKHART; DEBESS, 2011; BANERJEE; HAIDER; TREHAN, 2013; ZHAO et al., 

2019). 

A infecção por Cryptococcus neoformans é geralmente adquirida pela inalação 

de basidiosporos encontrados na madeira em decomposição e no solo contaminado 

com excretas de aves. A infecção pulmonar primária é a mais forma comum de 

criptococose. Disseminação secundária mais frequentemente resulta em infecção do 

sistema nervoso central (BADDLEY; FORREST, 2013).  

As espécies de Cryptococcus causam infecções em indivíduos 

imunocompetentes e imunocomprometidos. A maioria das infecções graves, no 

entanto, ocorre em indivíduos com imunidade comprometida, como na AIDS e 

pacientes que passaram por transplante de órgãos. O C. neoformans causa a maioria 

das infecções em hospedeiros imunocomprometidos, enquanto a maioria das 

infecções por C. gattii foi relatada em hospedeiros imunocompetentes (BRIZENDINE; 

BADDLEY; PAPPAS, 2013; ZHAO et al., 2019). 

A transmissão de Cryptococcus sp. ocorre por inalação dos blastoconídios da 

fase filamentosa do fungo presentes em uma fonte ambiental, como excrementos de 

aves ou solo. Após a inalação, o fungo pode permanecer alojado nos pulmões ou SNC 

por via hematogênica. A transmissão entre humanos ainda não foi relatada, no 

entanto, casos de infecção por tecidos transplantados já foram descritos na literatura 

(BEYT; WALTMAN, 1978; TARAI et al., 2010; ISLAM; DAS; ISLAM, 2010; 

ALSPAUGH, 2015). 

 

2.5.1 Tratamento da Criptococose 

 

O crescente número de casos de criptococose está associado não só à alta 

exposição de indivíduos imunodeprimidos às fontes de contaminação, mas também 

pela precariedade do diagnóstico e prognóstico da doença. Em muitos países a 

criptococose ainda não se insere entre as doenças de notificação obrigatória e não 

apresenta diagnóstico adequado, visto que, muitas vezes a sintomatologia é 

confundida com outras infecções, como por exemplo, meningite bacteriana e outras 

infecções pulmonares. A ausência de tratamento gera mortalidade de 100 % em 

pacientes com meningite criptocócica em um curto período (TSENG et al., 2015). 

O tratamento da criptococose é iniciado com uma terapia de ataque, por um 

período de duas a quatro semanas, sendo composta por anfotericina B (0,7 - 1,0 
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mg/Kg/dia) e 5-fluocitosina (100 mg/Kg/dia). Contudo, no Brasil, não há 

comercialização da fluocitosina (PERFECT et al., 2010; GULLO et al., 2013; LOYSE 

et al., 2013; TSENG et al., 2015).  

O tratamento com este antifúngico quase sempre resulta em algum grau de 

disfunção renal, dependendo quadro clínico do paciente. Mora-Duarte et al. (2002) 

demonstrou em seu estudo que 24 % dos pacientes tratados com anfotericina B (0,6-

1,0 mg/Kg/dia) apresentaram nefrotoxicidade comprovada por exames laboratoriais.  

Um estudo utilizando células renais de ratos conduzido por Varlam et al. (2001), 

sugeriu que a anfotericina B induzia apoptose das células tubulares renais e células 

intersticiais em taxas diretamente proporcionais a sua concentração. Observou-se 90 

% de apoptose e necrose com a concentração máxima utilizada de 5,0 mg/mL, 

reduzindo-se as lesões à medida que esta era proporcionalmente diminuída. Estudos 

subsequentes demonstraram que o efeito tóxico foi máximo nos túbulos renais com 

hipocalemia, hipostenúria e diminuição da capacidade de excretar ácidos, 

adicionalmente foram comprometidos devido a diminuição da depuração da creatinina 

(MORA-DUARTE et al., 2002; FILIPPIN; SOUZA, 2006). A Figura 12 demonstra a 

estrutura química do antifúngico anfotericina B. 

 

Figura 10 - Estrutura química da Anfotericina B.  

 
Fonte: ChemSpider®. 

Após o período do tratamento de ataque, é utilizado antifúngicos da classe dos 

azóis, o fluconazol (400-800 mg/dia) por um período de oito semanas. Posteriormente, 

é inicializado terapia com fluconazol em doses menores (200 – 400 mg/dia) por um 

período de seis a doze meses. Caso a infecção seja pulmonar, é comum substituir o 

fluconazol por itraconazol, pois ele não é indicado para tratamento de infecções no 
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SNC, pois devido a sua polaridade não ultrapassa a barreira hematoencefálica (BHE). 

No que se refere a alternativa para o fluconazol em casos de meningite, a escolha é 

o voriconazol (PERFECT et al., 2010; GULLO et al., 2013; LOYSE et al., 2013; TSENG 

et al., 2015).  

 

2.6 ALTERNATIVAS TERAPÊUTICAS 

 

A utilização indiscriminada de antifúngicos, principalmente em países 

subdesenvolvidos e que não possuem políticas de controle de liberação e distribuição 

de medicamentos, ocasiona a ocorrência de cepas resistentes às drogas 

comercialmente disponíveis. Estudos tem demonstrado uma elevada incidência de 

infecções por leveduras do gênero Candida que adquiriram resistência aos fármacos 

comercialmente disponíveis, principalmente os derivados azólicos (SAHU et al., 2013; 

SRINIVASAN et al., 2014; VIEIRA, 2017). 

As infecções por espécies de Candida têm ocasionado inúmeras complicações 

nas duas últimas décadas, não somente pelo aumento da incidência de infecções 

invasivas, mas também pelo limitado número de fármacos antifúngicos 

comercialmente disponíveis para tratamentos contínuos e com baixa toxicidade 

(ANTINORI et al., 2016). 

Um estudo desenvolvido por Fuentefria et al. (2016), utilizando 114 cepas de 

leveduras do gênero Candida mostrou que um total de 22 % dos isolados possuem 

resistência ao Fluconazol, 47 % apresentaram resistência ao itraconazol, 16 % ao 

miconazol e 11 % ao cetoconazol. A maior parte da resistência foi observada nos 

isolados de C. tropicalis, seguido de C. glabrata e C. albicans. Embora seja raro a 

ocorrência de resistência de Cryptococcus sp. e dermatófitos, tem sido descrito na 

literatura, nos últimos anos, mutações no gene ERG11, ocasionando alterações 

estruturais na enzima lanosterol 14-α desmetilase e alteração na síntese de 

ergosterol, levando a resistência à anfotericina B (MAY et al., 2016). 

Antifúngicos como terbinafina e itraconazol são frequentemente utilizados no 

tratamento das dermatofitoses (ZANG et al., 2007). No entanto, o nível de toxicidade, 

o tratamento em longo prazo e a baixa eficácia tem limitado sua utilização clínica. 

Diante disto, nas últimas décadas antifúngicos com melhor absorção e eficácia como 

voriconazol, caspofungina e formulações lipídicas de anfotericina B tem sido 

desenvolvidos e, com isso, a indústria farmacêutica tem dedicado seus esforços para 
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o desenvolvimento de novas drogas terapêuticas com elevada atividade antifúngica 

(ZHANG et al., 2007). 

Compostos com potencial atividade biológica estão presentes em diversas 

plantas, trabalhando em sinergismo, resultando em uma ampla variedade de 

bioatividades. Entre estas bioatividades, a propriedade antifúngica de algumas plantas 

medicinais tem sido descrita contra espécies de Candida clinicamente importante, 

apresentando resultados tanto in vitro como in vivo (MARTINS et al., 2015). 

Estudos in vitro com óleos essenciais e com extratos de Allium tuberosum 

(Cebola Nirá), Coriandrum sativum (Coentro), Cymbopogon martini (Capim Limão), 

Cymbopogon winterianus (Citronela) e Santolina chamaecyparissus (Santolina) 

indicam atividade antifúngica frente isolados de Candida spp. da cavidade oral de 

pacientes com doenças periodontais (FURLETTI et al., 2011). Da mesma forma, óleo 

essencial de Mentha suaveolens (Menta) monstra atividade in vitro fungicida e 

fungistática contra cepas de Candida albicans isoladas de pacientes com candidíase 

vulvo-vaginal e AIDS, em estudo in vivo, utilizando o mesmo óleo contra infecção 

vulvo-vaginal em modelo murino, foi observada uma redução dessa levedura neste 

processo micótico (PIETRELLA et al., 2011). 

Atividade antifúngica da curcumina já foi descrita contra espécies de Candida, 

Cryptococcus, Aspergillus e Sporothrix (MARTINS et al. 2009; MARTINS et al., 2015). 

O mecanismo de ação do composto natural curcumina ainda não está bem elucidado, 

acredita-se que várias vias de ação incluindo alterações na atividade ATPase da 

membrana celular fúngica, na biossíntese de ergosterol e secreção de proteases 

(KUMAR et al. 2014; CHEN et al. 2016). 

 

2.7 PLANEJAMENTO RACIONAL DE FÁRMACOS 

 

No que diz respeito à busca pelo desenvolvimento de novas drogas, a 

modificação molecular de agentes antimicrobianos preexistentes, tem sido há muitos 

anos uma das principais estratégias adotadas. A modificação molecular consiste na 

realização de pequenas modificações químicas em um composto protótipo matriz, 

possuidor de estrutura química e atividades biológicas bem conhecidas (mantendo 

constante seu grupo farmacofórico), obtendo-se novos compostos análogos ou 

homólogos, sem prejuízo das principais propriedades do composto (MONDELLO et 

al., 2003).  
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Embora se consiga incluir as modificações químicas e manter o protótipo 

matriz, a solubilidade de novos compostos deve ser considerada e, por isso, durante 

seu planejamento, em especial durante a rota sintética, a seleção dos grupos radicais 

e dos grupos farmacofórico deve priorizar aqueles com menor coeficiente de lipofilía 

(LogP), possibilitando uma maior solubilidade aos novos compostos em água, uma 

vez que sua pouca solubilidade em água pode reduzir o efeito terapêutico devido a 

sua baixa biodisponibilidade (MONTANARI, 2011; LIMA et al., 2008). 

Em nenhuma outra área da Química, o conhecimento completo da estrutura 

molecular é tão essencial como na Química Medicinal. Esta disciplina das Ciências 

Farmacêuticas estuda as origens moleculares da atividade biológica dos fármacos, 

determinando os parâmetros que relacionam estrutura e atividade e aplicando estes 

fundamentos no planejamento racional dos fármacos (COHEN et al., 1990).   

O estudo da Química Medicinal envolve diversas estratégias a serem 

empregadas no planejamento racional de compostos bioativos. As estratégias 

modernas no desenvolvimento de um novo composto-protótipo levam em 

consideração a abordagem fisiopatológica, pois tal estratégia fundamenta-se no alvo 

terapêutico escolhido, representando uma etapa fundamental no processo de 

descoberta de um novo fármaco. A química medicinal possui métodos eficientes para 

otimizar a potência e o perfil farmacológico de substâncias, levando ao planejamento 

e síntese de substâncias cada vez mais ativas, com biodisponibilidade satisfatória, 

desprovido de toxicidade e metabolismo adequado ao seu emprego terapêutico.  

(BARREIRO; FRAGA, 2008; MONTANARI, 2011). 

O processo de desenvolvimento de novos medicamentos divide-se em algumas 

etapas, sendo elas: estudos in vitro, in vivo, testes clínicos e comercialização 

(KATZUNG, 2012).  

Estudos modernos de planejamento molecular tem como base a identificação 

de uma biomolécula alvo, com ou sem estrutura tridimensional conhecida. Programa 

computacionais como ferramentas tecnológicas facilitam o planejamento em um 

processo conhecido como Computer-aided Drug Design (CADD), tornando possível a 

visualização da interação tridimensional do fármaco com o alvo, além de possibilitar 

estudos mais complexos de interação fármaco-receptor e docking (GUIDO et al., 

2010). De acordo com Barreiro, (2009), uma etapa crucial no desenvolvimento de um 

fármaco é a eleição do alvo farmacológico (Figura 13). 
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Figura 11 - Hierarquia para o desenvolvimento de novos fármacos segundo a abordagem fisiológica. 

 
Fonte: Barreiro, 2009. 

 

2.8 DERIVADOS TIOFÊNICOS COMO ALTERNATIVAS TERAPÊUTICAS 

 

Os derivados tiofênicos são uma classe importante de anéis heterocíclicos 

encontrados em vários compostos biologicamente ativos. O anel tiofênico, uma 

estrutura insaturada de cinco membros, sendo quatro carbonos e um átomo de 

enxofre, é um composto fracamente aromático que sofre principalmente reações de 

substituição no carbono 2 do anel aromático. Possui em sua estrutura quatro possíveis 

posições passíveis de substituições: R1, R2, R3 e R4, como demonstra a Figura 14 

(SAKER; NAHAR, 2009; MITTAL et al., 2004). 

Figura 12 - Representação molecular do anel tiofênico. 

 
Fonte: ChemDraw®. 

Atualmente, diversos fármacos comercialmente disponíveis possuem em sua 

estrutura química o anel tiofênico, sendo alguns destes: O bissulfato de clopidogrel 

(Plavix®) (Figura 15), que é um inibidor do difosfato de adenosina (ADP), onde a 

agregação plaquetária induzida tem sido um importante avanço para pacientes com 
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doença aterosclerótica cardiovascular (RODGERS; STEINHUBL, 2003), o ácido 

tiaprofênico (Surgam®) (Figura 20), é um fármaco anti-inflamatório não esteroidal 

(AINE), da classe do ácido arilpropiónico (profeno), usado para tratar a dor, 

especialmente a dor artrítica, tendo como mecanismo de ação o bloqueio da produção 

de um produto químico (prostaglandina), que o corpo produz em resposta a ferimentos 

ou certas doenças (SORKIN; BROGDEN, 1985).  

O cloridrato de duloxetina (Cymbalta®) (Figura 15), possui como mecanismo 

de ação a inibição seletiva da recaptação de serotonina e noradrenalina (SSNRI), 

sendo eficaz para o tratamento de depressão profunda, tratamento da incontinência 

urinária, dor neuropática periférica diabética, fibromialgia, doença articular 

degenerativa e dentre outros (BYMASTER et al., 2003). 

 
Figura 13 - Fármacos de uso comercial contendo o anel tiofênico. 

 
Fonte: Bymaster et al., 2003. 

O sertaconazol (Figura 16) é um medicamento comercialmente disponível da 

classe dos imidazois que possui atividade antifúngica frente a micoses superficiais 

como candidíases e dermatofitoses. Possui em sua estrutura o sistema 

benzo[b]tiofênico, que é frequentemente presente em compostos biologicamente 

ativos. O Sertaconazol interage com desmetilase 14-α, uma enzima citocromo P-450 

necessária para converter a lanosterol ergosterol. Pode também inibir a respiração 

endógena, interagir com os fosfolipídios de membrana, inibir a transformação de 

leveduras para formas de micélio, inibir a absorção de purina, e prejudicar triglicérides 

e/ou biossíntese de fosfolipídios. (PINTO et al., 2008). 
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Figura 14 - Molécula do Sertaconazol. 

 
Fonte: ChemSpider®. 

Mendonça Junior e colaboradores em 2011 e em 2012, observaram pela 

primeira vez a atividade antifúngica de derivados 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos. Foi 

constatado que os compostos com atividade antifúngica mais pronunciada foram os 

que possuíam grupo nitro-aromático ligado à sua porção 2-amino (Figura 17), com 

resultados satisfatórios frente ao fungo Cryptococcus neoformans, apresentando um 

CIM de 100 μg/mL e atividade fraca ou moderada para leveduras patogênicas do 

gênero Candida, tendo seus melhores valores de CIM = 200 μg/mL (SOUZA et al., 

2012; MENDONÇA-JÚNIOR et al., 2011).  

Figura 15 - Derivados tiofênicos com potencial antifúngico. 

 
Fonte: Mendonça-Júnior et al., 2011. 

 

Em 2012, o mesmo grupo publicou estudos de CADD (computer aided drug 

design - planejamento de fármacos auxiliado por computador) que permitiram a 

obtenção de informações estruturais e eletrônicas essenciais à atividade antifúngica 

desses derivados, onde foi constatado que a presença de grupos polares, ou seja, 

que aumentam a solubilidade em água (a exemplo do grupo NO2) são fatores 

determinantes para a potencialização da ação antifúngica da molécula (SCOTTI et al., 

2012). 
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Derivados tiofênicos complexados com metais como cádmio e zinco também 

são descritos na literatura com boa atividade antifúngica (Figura 18) (ALOMAR et al., 

2010). 

 

Figura 16 - Estrutura química dos derivados tiofênicos complexado com metais.  

 
Fonte: Alomar et al., 2010. 

PINTO et al. (2008) sintetizaram derivados 5-arilamino-4,7-

dioxobenzo[b]tiofeno, tendo posteriormente seu perfil antifúngico testado frente 

espécies de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis), Aspergillus 

(A. fumigatus, A. niger, e A. flavus) e dermatófitos (Microsporum canis, Microsporum 

gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Epidermophyton 

floccosum. Foi demonstrado que o espectro de atividade nos derivados de piridina foi 

ampliado pela ausência do grupo éster na posição 2 do benzo[b]tiofeno, 

demonstrando atividade contra todos os fungos testados (CIM <100 μg/mL) para 

Candida e (CIM 3.13-12.5 μg/mL) para dermatófitos.  

Em procedimentos de síntese de heterocíclicos, a utilização do 1,4-ditiano-2,5-

diol, a forma dimérica estável do α- mercaptoacetaldeído (Figura 19), é um sínton 

eficiente usado em procedimentos de síntese de 2 amino-tiofenos não substituídos 

nas posições 4 e 5 (GOSWAMI et al., 2017; LUNA et al., 2019). 

O 1,4-ditiano-2,5-diol, é um reagente comumente disponível no mercado e que 

apresenta baixo custo, tem sido amplamente utilizado na síntese orgânica de vários 

compostos, incluindo os derivados tiofênicos (FANG et al., 2013).  
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Figura 17 - Estrutura química do 1,4-ditiano-2,5-diol. 

 

Fonte: ChemDraw®. 

Devido a baixa solubilidade de derivados tiofênicos sintéticos, o uso do 1,4-

ditiano-2,5-diol torna-se um reagente promissor visando a obtenção de derivados com 

melhor perfil de solubilidade. Isso se dá pelo fato dele permitir gerar compostos sem 

cadeia alquílica ou cicloalquílica nas posições 4 e 5 do anel tiofênico, contribuindo 

assim para um menor LogP, e consequentemente para um incremento na 

solubilidade. 

 

2.8.1 Derivados Tiofênicos incorporados em Preparações Farmacêuticas com 

Ação Antifúngica 

 

Atualmente as ciclodextrinas (CD) são amplamente utilizadas como agentes 

complexantes para melhorar a solubilidade e a estabilidade de uma variedade de 

fármacos pouco solúveis e instáveis (HU et al., 2012). Hoje em dia, mais de 35 

medicamentos diferentes são comercializados a base CD sólido ou baseado em 

formulações complexas como, alprostadil (utilizado para disfunção erétil), meloxicam 

(ação antinflamatória), omeprazol (inibidor de bomba de próton), itraconazol 

(antifúngico) e aripiprazol (antipsicótico) (HWANG et al., 2012). 

Eleamen et al. 2017, em seu estudo, demonstraram que moléculas de 

derivados tiofênicos complexados com 2-hidroxipropyl-β-ciclodextrina apresentam 

elevada atividade antifúngica (CIM = 46,66 μg/mL) frente a Cryptococcus neoformans, 

quando comparado a droga livre não complexada (CIM = 166.66 - 333.33 μg/mL). A 

complexação da molécula com ciclodextrina foi capaz de aumentar a solubilidade da 

molécula, gerando assim melhores resultados no perfil antifúngico.  

De maneira semelhante, Guimarães et al. (2014) publicaram os resultados de 

seu estudo de incorporação de um derivado 2-amino-tiofênico (5CN05) em 

microemulsão (ME) para uso tópico em tratamento de infecções fúngicas. 
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Todos as cepas avaliadas mostraram-se sensíveis ao 5CN05 puro (Figura 20), 

que mostrou atividade moderada contra as espécies de Candida (CIM = 270 - 540 

μg/mL) e uma atividade superior contra Cryptococcus neoformans (CIM = 17 μg/mL), 

enquanto o valor de para o controle positivo (anfotericina B) foi apenas 0,5 μg/mL. A 

microemulsão contendo esse derivado tiofênico também resultou num incremento 

significativo do potencial antifúngico da droga, resultando em formulação com CIM = 

70 μg/mL, frente espécies de Candida, (C. albicans e C. parapsilosis) e excelente 

atividade contra C. neoformans (CIM = 2,2 μg/mL), sendo esse valor apenas ¼ da 

atividade da anfotericina B. 

 
 
Figura 18 - Estrutura química da molécula 5CN05. 

 

                                                              Fonte: ChemDraw®.
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

A metodologia da presente tese englobou dois estudos: um utilizando o 

derivado tiofênico cicloexilado e suas nanoformulações e outro utilizando derivados 

tiofênicos sintetizados a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol. Ambos os estudos foram 

realizados com análises diferentes, como demonstra o fluxograma de metodologia 

(Figura 19). 

Figura 19 - Fluxograma de metodologia utilizada.  
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3.2 OBTENÇÃO DOS MICRORGANISMOS 

 

Para os testes com o composto 6CN10, quinze isolados de Candida foram 

obtidos de amostras clínicas de pacientes com candidemia atendidos em um hospital 

público de Recife-PE. As quatro espécies de Cryptococcus foram disponibilizadas pela 

Coleção de Culturas URM, na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As 

espécies de Candida e Cryptococcus são descritos na Tabela 2. 

Para os testes com os derivados tiofênicos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-

diol, as espécies de Candida, Cryptococcus e dermatófitos foram disponibilizados pela 

Coleção de Culturas URM, na UFPE (Tabela 3). Todos os fungos foram mantidos em 

Sabouraud Dextrose Ágar (SDA), e estocados em temperatura ambiente (24 ºC ±2 

ºC). Candida parapsilosis  ATCC 22019 foi utilizado como cepa padrão. 

 

Tabela 2 - Isolados clínicos testados frente ao composto 6CN10.   
Nº do isolado MICRORGANISMO SUBSTRATO 

99 Candida albicans Sangue 

122 Candida albicans Sangue  

4451 Candida albicans Sangue 

8299 Candida albicans Sangue 

9925 Candida albicans Sangue 

5623 Candida famata Sangue 

8340 Candida glabrata Sangue 

632 Candida guilliermondii Sangue 

14206 Candida krusei Sangue 

7866 Candida tropicalis Sangue 

290 Candida parapsilosis Sangue 

7736 Candida parapsilosis Sangue 

9968 Candida parapsilosis Sangue 

13531 Candida parapsilosis Sangue 

451 Candida parapsilosis Sangue 

ATCC 22019 Candida parapsilosis - 

URM 6895 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+) 

URM 6901 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+) 

URM 6907 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+) 

URM 6909 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+) 
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Tabela 3 - Isolados testados frente aos derivados tiofênicos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol.  

Nº URM MICRORGANISMO SUBSTRATO 

4990 Candida albicans Secreção vaginal 

4987 Candida albicans Secreção vaginal 

4986 Candida albicans Secreção vaginal 

4984 Candida parapsilosis Secreção vaginal 

4970 Candida parapsilosis Secreção vaginal 

ATCC 22019 Candida parapsilosis - 

5811 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+) 

5980 Cryptococcus neoformans LCR (paciente HIV+) 

6999 Epidermophyton floccosum  - 

6754 Epidermophyton floccosum  Rim transplantado 

5431 Trichophyton mentagrophytes Escamas epidérmicas (paciente HIV+) 

5432 Trichophyton mentagrophytes Escamas epidérmicas (paciente HIV+) 

6753 Trichophyton rubrum Rim transplantado 

700 Trichophyton tonsurans Couro cabeludo 

2822 Trichophyton tonsurans Couro cabeludo 

 

3.3 DESCRIÇÃO METODOLÓGICA PARA O COMPOSTO 6CN10 

 

3.3.1 Obtenção do Composto 6CN10 

 

O composto 6CN10 foi sintetizado no Laboratório se Síntese e Vetorização de 

Molécula-UEPB (LSVM-UEPB) de acordo com procedimentos previamente descritos 

(Mendonça-Junior et al., 2011) e sua estrutura química foi confirmada pela 

comparação do espectro RMN1H. O complexo 6CN10:HP-β-CD foi preparado de 

acordo com o procedimento descrito por Eleamen et al. (2017). Anfotericina B, poli--

caprolactona, 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina, Tween 80, Mygliol 812, cloranfenicol e 

dimetilsulfóxido (DMSO) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil). A Figura 1 

demonstra a estrutura química do 6CN10. 

 

3.3.2 Preparação das Nanoformulações 

 

Quatro formulações diferentes (Tabela 5) foram preparadas Laboratório se 

Síntese e Vetorização de Molécula-UEPB (LSVM-UEPB) usando o método de 

nanoprecipitação descrito por Fessi et al. (1989). Para a produção das nanoesferas, 
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6CN10 puro ou complexo 6CN10:HP-β-CD foi vertido em acetona contendo o 

polímero poli--caprolactona. Em seguida, essa fase orgânica foi adicionada gota a 

gota em uma fase aquosa contendo o surfactante (Tween 80) sob agitação magnética 

moderada a 25 ºC. O solvente orgânico foi eliminado por rotaevaporação e o volume 

final das suspensões foi ajustado para 10 mL. Para produzir as nanocápsulas, o 

Mygliol 812 foi adicionado à fase orgânica. A quantidade final do 6CN10 nas 

formulações foi analisada espectrofotometricamente (Genesys 10S, Thermo 

Scientific, EUA) a 280 nm. As nanoformulações foram armazenadas a 4 ºC até o uso. 

 

3.3.3 Identificação Fenotípica Clássica 

 

Os isolados foram identificados no Laboratório de Micologia Médica-UFPE pela 

macro e micromorfologia. A cor, a forma, a topologia de cada colônia e a morfologia 

celular foram consideradas utilizando o meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com 

2,5 % de extrato de levedura (Difco, EUA). Foi realizada a indução da estrutura de 

reprodução sexual com ágar Gorodkowa (Difco, EUA). Os clamidósporos foram 

induzidos em ágar biliar (Difco, EUA) e pontuados como presentes ou ausentes após 

3 dias a 25 °C. Os isolados foram testados bioquimicamente por ensaios de 

assimilação de carboidratos e fermentação. A produção de urease e ácido acético 

também foi avaliada usando meios com ureia e carbonato de cálcio (Difco, EUA), 

respectivamente. A temperatura máxima de crescimento para cada isolado foi 

determinada. Todos os parâmetros fenotípicos clássicos foram analisados de acordo 

com Barnett et al. (2000) e Hoog et al. (2000). Esta etapa foi desenvolvida no 

Laboratório de Micologia Médica do Centro de Biociências na Universidade Federal 

de Pernambuco (LMM/CB/UFPE). 

 

3.3.4 Identificação por MALDI-TOF MS 

  

Inóculos homogêneos de células leveduriformes foram cultivados e mantidos 

em meio Extrato de Levedura Peptona Dextrose Ágar (YPD). As incubações foram 

padronizadas às 20 h e as cepas foram cultivadas aerobicamente a 37 °C. De modo 

a evitar alterações no padrão de expressão da proteína, as condições de cultura e o 

tempo de crescimento foram padronizados como descrito acima. Todas as culturas 

foram verificadas quanto à pureza antes da análise por MALDI-TOF MS. 
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Uma única colônia foi depositada diretamente em uma placa alvo de 196 

posições (Bruker Daltonik GmbH), e dois desses depósitos foram feitos para cada 

isolado. Alíquotas de 1 µl de ácido fórmico a 70 % foram adicionadas e misturadas 

suavemente com as leveduras. Quando o meio líquido foi quase evaporado, a 

preparação foi recoberta com 1 µl de solução de matriz saturada {75 mg/ml de ácido 

α-ciano-4-hidroxicinâmico em etanol/água/acetonitrila [1:1:1] com 0,03 % de ácido 

trifluoroacético (TFA)}. Um total de 20 isolados (2 x 20 pontos) foram depositados por 

placa, e a amostra da matriz foi cristalizada por secagem ao ar a temperatura ambiente 

por 5 minutos (LIMA-NETO et al., 2014). 

O equipamento utilizado foi o espectrômetro de massa MALDI-TOF Autoflex III 

(Bruker Daltonics Inc., EUA / Alemanha) equipado com um laser de Nd:YAG (granada 

de alumínio com ítrio dopada com neodímio; Nd:Y3Al5O12) de 1064 nm ajustado com 

uma potência de 66 %. A faixa de massa de 2.000 a 20.000 Da foi registrada usando 

um modo linear com um atraso de 104 ns (nanosegundo) e uma voltagem de 

aceleração de +20 kV (quilovolt). As listas de picos resultantes foram exportadas para 

o software MALDI Biotyper ™ 3.0 (Bruker Daltonics, Bremem, Alemanha) onde as 

identificações finais foram alcançadas. Esta etapa foi realizada no Centro de 

Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE). 

 

3.3.5 Teste de Sensibilidade a Antifúngicos 

 

Os ensaios de microdiluição em caldo seriada contendo diluições do fármaco 

ou nanoformulações foram preparados seguindo as diretrizes CLSI M27-A3. 

Dispersão de nanoesferas e nanocápsulas de 6CN10 (contendo 250 µg/mL de 

6CN10) e complexo 6CN10:HP-β-CD (contendo 100 µg/mL de 6CN10) foram 

utilizados. 6CN10 puro (10,0 mg) e complexo 6CN10:HP-β-CD contendo 14 % de 

6CN10 (10,0 mg) foram dissolvidos em 1,0 mL de DMSO e depois diluídos em 9,0 mL 

de meio RPMI 1640 padrão (Sigma Chemical Co.,St.,Louis, MO) tamponado a pH 7,0 

com 0,165 M de ácido morfolinopropanosulfônico (MOPS; Sigma, Brasil) resultando, 

respectivamente, em soluções com concentrações de 1,0 mg/mL e 140 μg/mL. As 

concentrações testadas variaram de 0,32 a 333,33 µg/mL para 6CN10 puro, de 0,045 

a 46,66 µg/mL para o complexo 6CN10:HP-β CD, de 0,08 a 83,33 µg/mL para 

nanoesferas e nanocápsulas de 6CN10, de 0,003 a 3,33 µg/mL para nanoesferas e 
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nanocápsulas do complexo 6CN10:HP-β-CD. A anfotericina B foi usada como 

medicamento de referência em concentrações de 0,015 a 8,0 μg/mL.  

De modo a obter um inóculo de levedura contendo 1,0 a 5,0 x 106 UFC/mL-1, 

cada cepa foi cultivada em tubo de ensaio contendo 20 mL de Sabouraud Dextrose 

Ágar mais extrato de levedura (SDA; Difco) a 35 ºC durante dois dias. Em seguida, as 

suspensões da levedura foram preparadas em solução fisiológica estéril (0,85 %) e 

mantidas a 28 ± 2 ºC, e então ajustadas para 90 % de transmitância a 530 nm. Foram 

feitas duas diluições seriadas ,de 1:100 e 1:20 para obter um inóculo final contendo 

1,0 a 5,0 x 103 UFC/mL. 

Para os testes de susceptibilidade, 100 µl de cada solução testada (6CN10 e 

complexos 6CN10:HP-β-CD, nanoformulações contendo 6CN10 e complexo 

6CN10:HP-β-CD, nanoformulações livres de fármaco e medicamento de referência) e 

10 diluições foram adicionadas em poços de microdiluição contendo 100 µl de meio 

RPMI 1640 padrão tamponado a pH 7,0 com 0,165 M de MOPS, então os poços foram 

inoculados com 100 µL do inóculo previamente obtido. As microplacas foram 

incubadas a 35 °C em incubadora sem CO2 e avaliadas visualmente após 48 h para 

isolados de Candida e 72  h após a incubação para isolados de Cryptococcus. As 

CIMs corresponderam à menor diluição do fármaco que mostrou 100 % de inibição do 

crescimento em comparação com as leveduras não tratadas. Todos os testes foram 

realizados em duplicata. Esta etapa foi desenvolvida no LMM/CB/UFPE. 

 

3.3.6 Formação de Biofilme 

 

A formação de biofilme realizada foi modificada por Vandenbosch et al. (2010). 

Os biofilmes de Cryptococcus neoformans foram formados em discos de silicone 

estéreis em uma placa de microtitulação de 24 poços (TPP, Trasadingen, Suíça). Os 

discos foram lavados com água MilliQ (Millipore, Billerica, MA, EUA) e autoclavados. 

Células de levedura foram cultivadas em ASD por 48 h a 37 °C, em seguida, 3 a 5 

colônias foram suspensas em solução salina 0,9 % (p/v) e centrifugadas por 5 min a 

1.000 rpm. 

Subsequentemente, o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas e 

ressuspensas três vezes em 1 mL de solução salina a 0,9 % (p/v). O inóculo foi ainda 

diluído em base azotada de levedura 0,1 X (YNB, BD, Franklin Lakes, EUA) 

suplementada com glucose 5 mM (milimorlar) (Sigma-Aldrich) para produzir uma 
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densidade óptica de 0,07 a um comprimento de onda de 600 nm. Em seguida, 1 mL 

de uma diluição 1:100 do inóculo em YNB 0,1 foi adicionado a cada poço contendo 

um disco de silicone com três formulações 6CN10 (6CN10-nanoesfera, 6CN10:HP-β-

CD-nanoesfera e 6CN10:HP-β-CD-nanocápsula na concentração final de 83,33 

µg/mL, 3,33 µg/mL e 3,33 µg/mL, respectivamente). Controles apropriados também 

foram incluídos. As placas de microtitulação de 24 poços foram incubadas durante 48 

h a 37 ºC. 

 

3.3.7 Aspectos Éticos 

 

A coleta das amostras clínicas dos pacientes (estudo feito com o composto 

6CN10) foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal de Pernambuco sob o protocolo 

01847812.0.0000.5208. 

 

3.4 DESCRIÇÃO METODOLÓGICA PARA OS DERIVADOS TIOFÊNICOS OBTIDOS 

A PARTIR DO 1,4-DITIANO-2,5-DIOL 

 

3.4.1 Derivados 2-Amino-Tiofênicos 

 

Os derivados 2-amino-tiofênicos (2) obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol 

(Tabela 4) utilizados nesse trabalho foram fornecidos pelo Laboratório de Síntese e 

Vetorização de Moléculas (LSVM), na Universidade Estadual da Paraíba (UEPB). As 

moléculas foram obtidas por meio de uma rota sintética linear de acordo com o 

esquema reacional a seguir (Figura 22), tendo seus rendimentos e características 

físico-químicas determinadas (LogP, Rf, ponto de fusão, aparência física e cor).  As 

estruturas dos compostos foram confirmadas através de ressonância magnética 

nuclear, de hidrogênio e de carbono, técnicas bidimensionais de ressonância 

magnética nuclear, infravermelho e espectrometria de massas.   
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Figura 20 - Rota reacional utilizada para obtenção dos derivados 2- amino-tiofênicos. 

 

Fonte: ChemDraw®. 

 

Em suma, o intermediário 2-amino-tiofeno-3-carbonitrila (1) foi obtido através 

da quarta versão da reação de Gewald (PUTEROVÁ; KRUTOSÍKIVÁ; VÉGH, 2010) e 

em seguida foi reagido com diferentes aldeídos aromáticos substituídos gerando os 

compostos finais desejados (2). A Tabela 4 demonstra informações sobre os 

derivados tiofênicos utilizados nesta tese. 

Tabela 4 - Códigos, nomes químicos, forma molecular e características físico-químicas dos compostos 
utilizados para os testes. 

Composto Nomenclatura IUPAC Fórmula Molecular Aparência e cor LogP 

CN01 2-[(4-metoxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C13H10N2OS Cristal verde 3,92 

CN02 2-[(4-clorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H7ClN2S Cristal verde 4,61 

CN03 2-[(4-fluorobenzilideno)amino]-tiofeno3carbonitrila C12H7FN2S Cristal verde 4,21 

CN04 2-[(2,4-diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H6Cl2N2S Cristal amarelo 5,17 

CN05 2-[(2,6-diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H6Cl2N2S Cristal amarelo 5,17 

CN06 2-[(2-nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H7N3O2S Cristal verde 3,34 

CN07 2-[(3-nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H7N3O2S Cristal verde 3,34 

CN08 2-[(3-hidroxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H8N2OS Cristal verde 3,36 

CN09 2-[ (4-metilbenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H8N2OS Cristal verde 4,54 

CN10 2-{[(4-nitro-1H-indol-3-il)metileno]amino}-tiofeno-3-carbonitrila C14H8N4O2S Pó amorfo amarelo 2,88 

CN11 2-{[(5-metoxi-1H-indol-3-il)-metileno]amino}-tiofeno-3-carbonitrila C15H11N3OS Cristal azul 3,46 

CN12 2-[(4dimetilaminobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C14H13N3S Pó amorfo laranja 4,33 

CN13 2-[(4nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H7N3O2S Pó amorfo marrom 3,34 

CN15 2-{[(1H-indol-3-il)metileno]amino}-tiofeno-3-carbonitrila C14H9N3S Pó amorfo amarelo 3,59 

CN17 2-[(3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C15H14N2O3S Pó amorfo amarelo 3,67 

CN19 2-(benzilideno-amino)-tiofeno-3-carbonitrila C12H8N2S Cristal verde 4,05 

CN20 2-[(2,3-diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H6Cl2N2S Pó amorfo verde 5,17 

CN21 2-[(4-bromobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila C12H7BrN2S Pó amorfo verde 4,88 

CN23 2-{[(1,1'-bifenil)4-il-metileno]amino}-tiofeno-3-carbonitrila C18H12N2S Cristal verde 5,72 
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3.4.2 Teste de Sensibilidade a Antifúngicos 

 

Placas de microdiluição de 96 poços contendo fluconazol e anfotericina B para 

leveduras e fluconazol e cetoconazol para dermatófitos como drogas referência e 

soluções dos derivados tiofênicos foram preparadas seguindo as orientações CLSI 

M38-A2 e CLSI M27-A3 (CLSI, 2008). Foram utilizadas soluções dos derivados 

tiofênicos puros. Os derivados tiofênicos foram dissolvidos em dimetilsulfóxido 

(DMSO), e diluídos em meio de cultura padrão RPMI 1640, tamponado a pH 7,0 com 

0,1 M de ácido morfolinopropanosulfônico (MOPS) numa concentração inicial de 1.024 

μg/mL-1. A linhagem Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controle do 

teste. 

A fim de se obter um inóculo de levedura, foi utilizada a metodologia descrita 

no ítem 4.3.5. Para os dermatófitos uma diluiçãode 1:50 foi feita para se obter um 

inóculo final de 104 UFC.mL-1. 

Para os testes de sensibilidade, foram adicionados 100 µL das soluções de 

cada droga teste (derivados tiofênicos) aos poços da primeira coluna da Placa de 

Microdiluição Referência, e em seguida, foram realizadas 10 diluições seriadas em 

poços de microdiluição contendo 100 L de meio padrão RPMI 1640 tamponado a pH 

7,0 com MOPS (obtendo-se concentrações de 1.024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 

2 e 1 μg/mL-1 para os derivados tiofênicos, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,006 

μg/mL-1 para fluconazol, 16 – 0.3 μg/mL para cetoconazol e anfotericina B. Em 

seguida, os poços foram inoculados com 100 L do inóculo previamente obtido. 

As microplacas foram incubadas a 35 °C em uma incubadora de livre de CO2 e 

tendo sua avaliação visual após 48 h de incubação para isolados de Candida e 96 h 

após a incubação para isolados de dermatófitos. Os CIMs corresponderam as 

menores concentrações dos tiofenos que mostraram inibição de crescimento em 

comparação com fungos não tratados. Esta etapa foi realizada no LMM/CB/UFPE. 

 

3.4.3 Atividade Hemolítica 

 

As moléculas utilizadas nesta etapa foram as que apresentaram melhor perfil 

antifúngico frente aos dermatófitos (Figura 24).  

Hemácias humanas do tipo O+ foram suspensas em solução salina (NaCl 

0,85 % + CaCl2 10 mM) a 2 % e incubadas em placas de 96 poços de fundo 
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arredondado com diferentes concentrações dos derivados 2-amino tiofênicos. As 

placas foram incubadas por um período de 3 horas a 37 °C sob constante agitação e, 

posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 4 min a 4 ºC e a 

absorbância do sobrenadante medida em 540 nm (Benchmark Plus, BIO- RAD, 

Software Microplate Manager – versão 5.2) para estabelecer o percentual de 

hemólise. Como controle positivo de lise celular foi utilizado Triton X-100 (Sigma-

Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) a 1 % e solução salina (NaCl 0,85 % + CaCl2 10 

mM) como controle negativo. Os experimentos foram realizados em quadruplicata, 

com repetição em intervalos de tempo distintos (ODDO et al., 2017).  

Os resultados foram expressos como porcentagem de hemólise determinada 

através da equação descrita abaixo, onde a absorbância é (Abs), controle positivo 

(CP) e controle negativo (CN). 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑚𝑜𝑙í𝑡𝑖𝑐𝑎 (%) =
(𝐴𝑏𝑠. 𝑑𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 − 𝐴𝑏𝑠. 𝑑𝑜 𝐶𝑁)𝑥 100

(𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑜 𝐶𝑃 − 𝐴𝑏𝑠 𝑑𝑜 𝐶𝑁)
 

 

3.4.4 Análise da Atividade Citotóxica dos Derivados Tiofênicos 

 

3.4.4.1 Fluxograma dos ensaios in vitro 
 
 
 
 
 
  
 

 

3.4.4.2 Derivados tiofênicos utilizados 

 

 As moléculas utilizadas nesta etapa foram as que apresentaram melhor perfil 

antifúngico frente aos dermatófitos. São elas:   

a) CN05 (2-[(2,6-diclorobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila); 

b) CN06 (2-[(2-nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila); 

c) CN07 (2-[(3-nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila); 

d) CN13 (2-[(4nitrobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila); 

e) CN17 (2-[(3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila); 

Atividade dos 

derivados 

tiofênicos 

Células não 

transformadas 

Análise da 

viabilidade celular 

Análise do IC50 
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f) CN19 (2-(benzilideno-amino)-tiofeno-3-carbonitrila); 

g) CN21 (2-[(4-bromobenzilideno)amino]-tiofeno-3-carbonitrila). 

 

3.4.4.3 Cultivo celular  

 

Para avaliação da citotoxicidade dos derivados 2-amino-tiofênicos foram 

utilizadas as linhagens celulares não tumorais imortalizadas de fibroblastos humanos 

(MRC-05), células epiteliais de rim de macaco (Vero) e fibroblastos murinos (3T3) 

provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro e acondicionadas no Banco de 

células Tumorais do LINAT/UFPE. As células Vero e MRC-05 foram cultivadas em 

meio DMEM Low Glicose e as células 3T3 em meio RPMI 1640 ambos suplementados 

com 10 % de Soro Fetal Bovino, 10 mM de HEPES e 1 % U/mL de 

Penicilina/Estreptomicina. O meio das células MRC-05 foi suplementado com 20 % de 

Soro Fetal Bovino, 10 % de Insulina e 10 % de Fator de Crescimento de Fibroblasto. 

As linhagens foram mantidas em estufa contendo 5 % CO2 a 37 °C e rotineiramente 

avaliadas quanto a contaminação por micoplasma. 

 

3.4.4.4 Citotoxicidade em células não transformadas 

  

As células foram plaqueadas (1x104 células/poço) e incubadas em estufa de 

atmosfera úmida contendo 5 % CO2 a 37 ºC durante 24 h. Em seguida, os derivados 

CN05, CN06, CN07, CN13, CN17, CN19 e CN21 foram adicionados nas 

concentrações de 1, 10, 50 e 100 µM e as placas foram incubadas por 72 h. O controle 

do veículo (DMSO) foi adicionado na mesma concentração presente nas soluções 

finais. Em seguida, 20 μL da solução de MTT foi adicionada a cada poço e após 3 h 

de incubação 130 μL de SDS 20 % foram adicionados para a dissolução dos cristais 

de formazan, guardando a reação ao abrigo da luz por 24 h. Após esse período, a 

leitura da densidade ótica foi realizada em espectrofotômetro no leitor de microplacas 

(EL808 - Biotek®) em absorbância de 570 nm. A média da densidade óptica das 

condições teste foi comparada com a média do veículo 0,5 %  para a determinação 

da viabilidade celular (MOSMANN, 1983). 
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3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para o composto 6CN10, a análise estatística entre os diferentes tratamentos 

com antibiofilme foi realizada por análise de variância (ANOVA) com nível de 

significância definido como p <0,05. O teste de comparações múltiplas (Tukey) foi 

utilizado após ANOVA, para comparar as médias encontradas, uma a uma.  

Para os derivados tiofênicos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol, a análise 

da média, desvio padrão e viabilidade foram realizadas no software Excel®. Em todos 

os ensaios foram realizados três experimentos independentes e cada condição foi 

avaliada em replicatas técnicas. Todas as análises estatísticas foram desenvolvidas 

no Graphpad Prism versão 5.01. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 RESULTADOS OBTIDOS COM O COMPOSTO 6CN10 

 

4.1.1 Identificação das Cepas 

 

As leveduras (cinco Candida albicans, uma C. famata, uma C. glabrata, uma C. 

guilliermondii, uma C. krusei, cinco C. parapsilosis, uma C. tropicalis e quatro 

Cryptococcus neoformans) foram identificadas por abordagem fenotípica. O MALDI-

TOF identificou os isolados do complexo C. parapsilosis como C. parapsilosis sensu 

stricto e Cryptococcus neoformans como Cryptococcus neoformans var. grubii, todos 

com score acima de 2,0. 

 

4.1.2 Sensibilidade Antifúngica in vitro 

 

Para cada experimento de susceptibilidade antifúngica, os controles de inóculo 

mostraram um crescimento claramente detectável após o período de incubação, 

indicando que todos os isolados eram viáveis e que as concentrações utilizadas eram 

adequadas ao crescimento fúngico. A CIM da cepa padrão foi de 0,5 μg/mL para 

anfotericina B, confirmando a reprodutibilidade do teste. Nanoformulações sem adição 

de drogas (branco) também foram usadas como controle e não mostraram atividade 

frente à nenhuma levedura testada. 

A Tabela 5 demonstra os valores da Concentração Inibitória Mínima (CIMs) de 

6CN10 (fármaco livre), 6CN10 complexado com 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina 

(6CN10:HP-β-CD) e as quatro nanoformulações (6CN10-nanocápsula, 6CN10:HP-β-

CD-nanocápsula, nanoesfera 6CN10 e 6CN10:HP-β-CD-nanoesfera) em comparação 

com a anfotericina B  contra isolados de C. neoformans, C. albicans, C. famata, C. 

glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis and C. parapsilosis (incluindo a cepa 

referência C. parapsilosis ATCC 22019). 
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Tabela 5 - Resultados da avaliação da atividade antifúngica das nanoformulações contendo 6CN10 e 
complexo 6CN10:HP-β-CD. 

†CIM -Concentração Inibitória Mínima. 
‡AnfB – Anfotericina B. 
††C – Crescimento até a Concentração mais alta testada. 

URM – URM Coleção de Culturas/UFPE/Brazil. 

 

Como pode ser observado na Tabela 5, o 6CN10 (fármaco livre) foi capaz de 

inibir o crescimento de todas as cepas em diferentes concentrações. As espécies de 

Candida foram levemente mais suscetíveis apresentando valores de CIM de 41,66 a 

333,33 μg/mL, enquanto as cepas de Cryptococcus apresentaram valores de CIM 

entre 166,66 e 333,33 μg/mL.  De acordo com Abreu et al. (2004), Mohareb et al. 

(2005) e Ram et al. (1997), compostos contendo o anel tiofeno apresentam atividade 

antifúngica contra C. albicans e C. neoformans. Experimentos realizados por Ryu et 

al. (2005) evidenciaram que os tiofenos sintéticos possuem boa atividade contra A. 

niger, C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, discordando em parte de nossos achados 

que mostraram moderado a fraco efeito antifúngico contra cepas de Candida.  

O complexo 6CN10:HP-β-CD foi completamente ineficaz para todas as 

espécies de Candida (todas as cepas cresceram na maior concentração testada de 

46,66 μg/mL (G)), porém, este complexo apresentou valores de CIM de 46,66 μg/mL 

contra todas as cepas Cryptococcus, sendo quatro vezes mais ativo do que o fármaco 

livre 6CN10. 

Microrganismo 

Cepa ou 

número 

do 

paciente 

Compostos e Nanoformulações – CIM† valores em μg/mL. 

6CN10-

nanocápsula 

6CN10: 

HP-β-CD- 
nanocápsula 

6CN10-

nanosefera 

6CN10: 
HP-β-CD- 

nanoesfera 

Complexo

-6CN10: 

HP-β-CD 

6CN10- 

fármaco 

livre 

Anf.B‡ 

C. albicans 99 C†† C C C C 41.66 0.25 

C. albicans 122 C C C C C 41.66 0.25 

C. albicans 4451 C C C C C 41.66 1 

C. albicans 8299 C C C C C 166.66 2 

C. albicans 9925 C C C C C 166.66 2 

C. famata 5623 C C C C C 333.33 2 

C. glabrata 8340 C C C C C 166.66 0.5 

C. guilliermondii 632 C C C C C 83.33 0.5 

C. krusei 14206 C C C C C 333.33 1 

C. tropicalis 7866 C C C C C 83.33 1 

C. parapsilosis 290 C C C C C 83.33 1 

C. parapsilosis 7736 C C C C C 83.33 1 

C. parapsilosis 9968 C C C C C 333.33 2 

C. parapsilosis 13531 C C C C C 83.33 0.25 

C. parapsilosis 451 C C C C C 83.33 1 

C. parapsilosis ATCC 22019 C C C C C 83.33 0.5 

C.neoformans URM 6895 83.33 0.2 0.65 0.1 46.66 333.33 0.5 

C.neoformans URM 6901 83.33 0.1 0.32 0.1 46.66 333.33 0.25 

C. neoformans URM 6907 83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 166.66 0.125 

C.neoformans URM 6909 83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 166.66 0.125 
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Esta diferença de sensibilidade entre os dois gêneros (Candida e 

Cryptococcus) também foi observada em todas as nanoformulações avaliadas, onde 

todos os isolados de Candida cresceram (nas concentrações mais altas testadas), 

enquanto as cepas de Cryptococcus apresentaram valores de CIM variando de 0,1 a 

83,33 μg/mL, portanto, mais ativo que o fármaco livre 6CN10, com valores de CIM 

comparáveis ou melhores do que o medicamento de referência anfotericina B. 

As nanocápsulas de 6CN10 e complexo 6CN10:HP-β-CD foram capazes de 

inibir o crescimento de cepas de Cryptococcus com valores de CIM de 83,33 μg/mL e 

0,1 – 0,2 μg/mL, respectivamente. As nanocápsulas 6CN10 são de 2 a 4 vezes mais 

eficazes que o fármaco livre 6CN10. As nanocápsulas 6CN10:HP-β-CD são 233 a 466 

vezes mais ativas do que o complexo 6CN10:HP-β-CD, e até 3.333 vezes mais ativo 

que o fármaco livre 6CN10, sendo mais eficiente que o medicamento de referência 

supracitado para todos os isolados Cryptococcus. 

Os melhores resultados de inibição obtidos foram observados para as 

nanoesferas. As nanoesferas 6CN10 apresentaram valores de CIM de 41,66 a 0,32 

μg/mL, sendo 4 a 1,040 vezes mais ativo que o fármaco livre 6CN10. As nanoesferas 

6CN10:HP-β-CD apresentaram valores de CIM de 0,2 a 0,1 mg/mL, sendo 233 a 466 

vezes mais ativas que o complexo 6CN10:HP-β-CD e até 3.333 vezes mais ativo que 

o fármaco livre  6CN10, e de 2,5 a 5 vezes mais ativo que a anfotericina B para C. 

neoformans URM 6895 e URM 6901. 

Em estudos anteriores, nosso grupo já havia constatado que a incorporação de 

derivados de tiofeno em preparações farmacêuticas provoca um aumento na atividade 

antifúngica dos compostos, como observado nos estudos de Guimarães et al. (2014) 

realizados com o derivado 2-aminotiofeno denominado 5CN05. Após a incorporação 

em um sistema de microemulsão, resultou em um aumento de 7,7 vezes na atividade 

frente ao C. neoformans (reduzindo CIM de 17,0 para 2,2 μg/mL), e no trabalho de 

Eleamen et al. (2017) onde foi observado um aumento na atividade anticriptococose 

de cerca de 3,5 a 7 vezes, quando comparado ao composto 6CN10 complexado com 

HP-β-CD.   

Esses resultados ajudam a validar o estudo publicado por Scotti et al. (2012) e 

comprovam que os procedimentos farmacotécnicos, que auxiliam na camuflagem da 

baixa solubilidade aquosa intrínseca dos derivados 2-aminotiofeno contribuem para a 

aumento do potencial antifúngico. 
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4.1.3 Tratamento de Biofilme de Cryptococcus 

  

As três formulações mais bioativas de 6CN10 foram testadas frente à biofilmes 

de quatro isolados de Cryptococcus em discos de silicone (Tabela 4). A Tabela 4 

demonstra que as contagens de placas correspondem à média ± erro padrão referente 

a média de três experimentos independentes em três discos de silicone. 

 Como pode ser observado na Tabela 6, os grupos Branco e Controle não 

apresentaram diferença estatisticamente significante para nenhuma das linhagens 

avaliadas, indicando que os componentes da nanoformulação não apresentam 

atividade fungicida contra os biofilmes. A nanoformulação mais eficiente foi a 

6CN10:HP-β-CD-nanoesfera, que reduziu o número de UFCs recuperadas dos discos 

para todos os isolados investigados, com porcentagens de redução variando de 90,9 

a 100 % (p <0,05) comparado ao controle. Sendo, a maior redução observada para C. 

neoformans URM 6907 (100 %, p<0,05). 

 
Tabela 6 - Número de UFC do biofilme de Cryptococcus neoformans em discos de silicone após o 
tratamento com nanoformulações de 6CN10. 

Cepas 
Cryptococcus 

6CN10-
nanoesfera 

6CN10:HP-β-
CD- 

nanoesfera 

6CN10:HP-β-
CD nanocápsula 

Branco† Controle‡ 

URM†† 6895 12.33 ± 4.16 3.00 ± 1.00 17,66 ± 2.08 43.00 ± 6.08 47.00 ± 4.00 
URM 6906 30.66 ± 4.72 3.33 ± 1.52 18.33 ± 2.08 36.00 ± 4.58 36.66 ± 3.51 
URM 6907 8.66 ±1.52 0.66 ± 0.57 7.66 ± 1.52 9.66 ±.2.51 9.33 ± 3.78 
URM 6909 2.33 ± 1.52 1.66 ± 0.57 26.00 ± 3.00 6.66 ± 2.51 15.00 ±6.08 

† Branco - leveduras e discos de silicone em compostos das nanoformulações sem 6CN10 
‡ Controle - leveduras e discos de silicone apenas em meios de cultura (YNB suplementado com 5 

mM de glicose). 
†† URM - URM Coleção de Culturas/UFPE/Brasil.  
Os valores são expressos como média ± erro padrão referente a média de três experimentos 
independentes em três discos de silicone. 

 

6CN10-nanoesfera foi a segunda melhor nanoformulação, promovendo uma 

redução estatisticamente significativa (p <0,05) na UFC para 50 % das cepas (URM 

6895 e URM 6909) quando comparada ao grupo Controle. Para a linhagem URM 

6909, os valores de redução dos grupos tratados com 6CN10-nanoesfera e 

6CN10:HP-β-CD-nanoesfera não apresentaram diferença estatística.  

Finalmente, o tratamento com 6CN10:HP-β-CD-nanocápsula promoveu uma 

pequena redução na UFC para as cepas URM 6895 e URM 6906 (em torno de 50 %; 

p<0,05). 
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Nossos resultados mostraram apenas um efeito fungistático para os compostos 

6CN10-nanoesfera e 6CN10:HP-β-CD-nanocápsula, enquanto 6CN10:HP-β-CD-

nanoesfera mostrou atividade fungicida contra o biofilme de Cryptococcus. 

No presente estudo, os discos de cateter foram utilizados para a formação de 

biofilme de acordo com Vandenboch et al. (2010). A Figura 23 demonstra os discos 

em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) com formação de biofilme. As Figuras 

23A e 23B representam os controles positivos que evidenciam o crescimento de C. 

neoformans URM 6906 e C. neoformans URM 6907. Nenhuma droga foi usada como 

controle (apenas o meio YNB), que mostra o crescimento esperado. As Figuras 23C 

e 23D mostram crescimento de C. neoformans URM 6906 e C. neoformans URM 6907 

com o uso de branco (nanoformulação sem 6CN10). As Figuras 23E e 23F 

representam o uso de 6CN10:HP-β-CD-nanoesfera contra C. neoformans URM 6907 

e C. neoformans URM 6909 respectivamente, onde não há crescimento das cepas de 

Cryptococcus no biofilme. 
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Figura 21 - Micrografia eletrônica de varredura após 48 h de formação de biofilme de Cryptococcus 
neoformans em discos de silicone. 

   

  

  

URM 6906 (23A) e URM 6907 (23B) apenas em meio YNB (Controle); URM 6906 (23C) e URM 6907 
(23D) tratadas com Branco (nanoformulações sem 6CN10); URM 6907 (23E) e URM 6909 (23F) 
tratados com 6CN10:HP-β-CD-nanoesfera. 
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4.2 RESULTADOS OBTIDOS COM OS DERIVADOS TIOFÊNICOS OBTIDOS A 

PARTIR DO 1,4-DITIANO-2,5-DIOL 

 

4.2.1 Sensibilidade Antifúngica in vitro 

 

Durante a determinação da concentração inibitória mínima do fármaco, 

evidenciou-se que as condições para crescimento das leveduras e dermatófitos 

utilizados foram adequadas, uma vez que o controle positivo realizado em poços 

contendo apenas o meio de cultura e o inóculo demonstrou crescimento dos fungos 

após o período de incubação escolhido, enquanto no controle negativo, foi utilizado 

apenas meio de cultura, evidenciando ausência de crescimento fúngico, como 

esperado.  

Dentre as leveduras testadas (Tabela 7), a C. parapsilosis 4970 apresentou o 

perfil de sensibilidade mais desfavorável, demostrando crescimento na maior 

concentração utilizada para os 15 compostos, apresentando atividade moderada 

apenas para o composto CN05 e CN20 com 128 μg/mL, sendo seguida pela C. 

albicans 4990, tendo seu crescimento na maior concentração testada frente a 13 

compostos. A levedura de referência ATCC 22019, mostrou um perfil de sensibilidade 

moderado para as moléculas CN06, CN11, CN21 e CN23, ambos com CIM de 128 

μg/mL. 

 No que se refere as leveduras do gênero Cryptococcus, os dois isolados 

avaliados apresentaram um ótimo perfil de sensibilidade quando comparados aos 

isolados das espécies de Candida. A cepa 5811 apresentou sensibilidade moderada 

(CIM 128 μg/mL) frente aos compostos CN03, CN04, CN05 e boa sensibilidade frente 

aos compostos CN02 (32 μg/mL), CN06 (64 μg/mL), CN07 (8 μg/mL), CN08 (64 

μg/mL), CN10 (32 μg/mL), CN11 (32 μg/mL), CN20 (64 μg/mL), CN21 (16 μg/mL). 

Compostos que possuem grupos indólicos em sua estrutura, como o CN10 e CN11 já 

apresentaram na literatura atividade antiparasitária (antileishmania), demonstrando 

que a presença desse grupo é fator potencial para atividade antimicrobiana 

(RODRIGUES et al. 2015).  

As moléculas CN07 e CN10 possuem em sua estrutura química um grupo nitro, 

sendo este, presente em outros estudos que demonstraram atividade antifúngica, de 

acordo com Mendonça Júnior et al. (2011), em seu trabalho publicado neste mesmo 

ano, observaram que os derivados 2-amino-tiofênicos com atividade antifúngica mais 
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pronunciada foram os cicloalquio[b]tiofenos que possuíam grupo nitro-aromático 

ligado a sua porção 2-amino, mostrando resultados satisfatórios frente à C. 

neoformans (CIM 100 – 200 μg/mL), e atividade fraca ou moderada para Candida sp. 

Isso demonstra que a inclusão de um grupo nitro-aromático potencializa uma ação 

antifúngica. 

O C. neoformans 5980 apresentou sensibilidade moderada (CIM 128 μg/mL) 

frente aos compostos CN03, CN05, CN06 e CN11 e boa sensibilidade frente aos 

compostos CN02 (32 μg/mL), CN07 (64 μg/mL), CN20 ( 64 μg/mL), CN21 (32 μg/mL) 

e CN16 (16 μg/mL). No trabalho de Scotti et al. (2012) diferentes cicloalquil[b]tiofeno 

testados apresentaram boa inibição, com valores de CIM que variam de 78 μg/mL 

(benzo[b]tiofeno) a 312 μg/mL (ciclohepta[I]tiofeno) frente a cepa de C. neoformans.  
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Tabela 7 - Resultados da avaliação da atividade antifúngica observados de compostos selecionados frente a leveduras. 
Cepas testadas nº 

URM 
CN01 CN02  CN03 CN04 CN05 CN06 CN07 CN08  CN09 CN10 CN11 CN12 CN13 CN15 CN17 CN19 CN20 CN21 CN23 Flua Anf.B 

ATCC 22019 1.024 1.024  512 C C 128 C 1.024 C C 128 1.024 1.024 1.024 C C 512 128 128 0.5 0.5 

C. albicans 4990   C* 256  256 C 512 C 512 C C C C C C C 1.024 C 512 C C 0.5 0.25 

C. albicans 4987 C C  C C 512 C 128 C C 512 512 C C 1.024 512 C C 256 C 2 1 

C. albicans 4986 C C  512 C C C C C 1.024 C 512 C C 1.024 512 C 128 C C 2 0.5 

C. parapsilosis 4984 C C  C C 256 512 C 512 C C C C C 512 C C 128 C 512 0,25 1 

C. parapsilosis 4970 C C  C C 128 C C C 512 C C C C C C 1.024 128 C C 1 1 

C. neoformans 5811 512 C  128 128 128 64 8 64 1.024 32 32 1024 512 512 512 C 64 16 512 >64 0.25 

C. neoformans 5980 512 32  128 512 128 128 64 512 1.024 C 128 C C 512 512 C 64 32 16 >64 0.25 

Atividade antifúngica dos derivados tiofênicos, fluconazol e anfotericina B frente a isolados de leveduras. Os resultados estão expressos em µg/mL. 
C* = Crescimento até a Concentração mais alta testada. Valores de CIM acima de 1.024 µg/mL.  
URM = Coleção de culturas Universidade Recife Micologia.  
ATCC = American Type Culture Collection.  
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Dentre os dermatófitos testados, (Tabela 8) o E. floccosum 6754 

apresentou no perfil de sensibilidade redizido, demostrando crescimento na 

maior concentração utilizada para 13 compostos, tendo atividade moderada 

apenas para o composto CN19 (256 μg/mL). Seguido a cepa supracitada, o T. 

mentagrophytes 5431 apresentou crescimento na maior concentração testada 

frente a 11 compostos, tendo seu CIM variável nas demais moléculas (128 – 

1.024 μg/mL).  

O E. floccosum 6999 apresentou o melhor perfil de sensibilidade dentre 

os dermatófitos, demonstrando resultados que variaram de 1.024 – 16 μg/mL. 

As moléculas CN06 (128 μg/mL), CN06 (32 μg/mL), CN07 (64 μg/mL), CN12 

(128 μg/mL), CN15 (256 μg/mL), CN17 (256 μg/mL) CN19 (16 μg/mL) e CN20 

(256 μg/mL).   

O isolado T. rubrum 6753 apresentou ótimo perfil de sensibilidade, 

demonstrando resultados de CIM que variaram de 1.024 a 32 μg/mL. As 

moléculas CN05 (64 μg/mL), CN10 (64 μg/mL) e CN13 (64 μg/mL), CN17 (64 

μg/mL) e CN21 (32 μg/mL) presentaram a melhor atividade frente a esse 

dermatófito.  

Já o T. tonsurans 700 apresentou um perfil de sensibilidade aproximado 

para algumas moléculas testadas igualmente para o T. rubrum 6753 como: CN05 

(64 μg/mL), CN10 (128 μg/mL), CN21 (64 μg/mL). O composto mais promissor 

frente ao T. tonsurans 700 foi o CN19, que apresentou um CIM de 32 μg/mL.  

 Para o T. tonsurans 2822, a maioria dos compostos demonstraram 

atividades que variaram de 1.024 a 256 μg/mL, excetuando-se o composto 

CN19, que apresentou CIM de 32 μg/mL.  

 O E. floccosum 6754 e o T. mentagrophytes 5431 apresentaram o perfil 

de sensibilidade mais desfavorável, demonstrando perfil de sensibilidade 

variável de 128 – 1.024 μg/mL.  

Pôde-se observar que os compostos CN05 (2,6-diclorobenzaldeído), 

CN06 (2-nitrobenzaldeído),  CN07 (3-nitrobenzaldeído), CN10 (4-nitroindol-3-

carboxaldeído) CN13 (4-nitrobenzaldeído), CN17 (3,4,5-trimetoxibenzaldeído), 

CN19 (hidrogênio/composto não substituído), CN21 (4-bromobenzaldeído) 

apresentaram os melhores resultados para dermatófitos, com valores de CIM 

variando entre 16 – 64 μg/mL, sendo alguns até melhores que o fluconazol, 
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utilizado com referência. Dentre eles, o grupo nitro está presente nos compostos 

CN06 e CN07, demonstrando que sua presença é um fator importante para 

atividade antifúngica, como supracitado.  

A molécula CN05 que apresenta em sua estrutura halogênios como cloro 

(Cl), apresentou ótima atividade frente ao T. tonsuran 700 e T. rubrum 6753. De 

acordo com Mendonça Júnior et al. (2011), a presença de halogênios (Cloro e 

Flúor) é intimamente relacionada às estruturas químicas da maioria dos 

derivados azólicos, tais como miconazol, clotrimazol, econazol e cetoconazol. 

Outros grupos halogênicos como o Flúor (F), estão presentes no fluconazol, 

voriconazol, posaconazol, ruvaconazol e albaconazol, sendo importantes grupos 

relacionados à atividade antifúngica desses derivados. Outros halogênios como 

Bromo (Br) estão presentes nos compostos CN21 que apresentou ótima 

atividade frente aos dermatófitos. 
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Tabela 8 - Resultados da avaliação da atividade antifúngica observados de compostos selecionados frente a fungos dermatófitos. 
Cepas testadas  

nº URM 
CNO1 CN02 CN03 CN04 CN05 CN06  CN07 CN08 CN09 CN10 CN11 CN12 CN13 CN15 CN17 CN19 CN20 CN21 CN23 Fluc Cet 

ATCC 22019 1.024 1.024 512 C C 128 C 1.024 C C 128 1.024 1.024 1.024 C C 512 128 128 0.5 0,06 

E. floccosum 6999 256 128 256 128 C 32 64 C C 1.024 C 128 1.024 256 256 16 256 512 C 16 0,1 

E. floccosum 6754 1.024  C* C C C C C 1.024 512 C C C 512 C C 256 C 512 C 2 0,1 

T. tonsurans 700 1.024 C 256 C 64 C C 1.024 C 128 C 256 512 C 128 32 C 64 C >64 0,06 

T. mentagrophytes 5431 1.024 1.024 256 C C C C C 128 C C 1.024 C C 256 C C 128 1.024 32 0,1 

T. rubrum 6753 1.024 1.024 C C 32 C 128 C C 64 C 1.024 64 C 64 C C 32 1.024 64 0,06 

T. mentagrophytes 5432 1.024 1.024 512 C C C C 1.024 512 512 C 512 C C 128 256 C 1.024 C 64 0,03 

T. tonsurans 2822 1.024 1.024 C C 256 C C 1.024 C 512 C 1.024 C C C 32 C 1.024 C 32 0,06 

Atividade antifúngica dos derivados tiofênicos, fluconazol e cetoconazol frente a isolados de dermatófitos. Os resultados estão expressos em µg/mL. 
C* = Crescimento até a Concentração mais alta testada. Valores de CIM acima de 1.024 µg/mL.  
URM = Coleção de culturas Universidade Recife Micologia.  
ATCC = American Type Culture Collection.  
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4.2.2 Atividade Hemolítica dos Derivados 2-Aminotiofênicos 

  

Os valores da atividade hemolítica derivados 2-aminotiofênicos com atividade 

antifúngica estão descritos na Figura 24 por meio de valores em porcentagem de 

hemólise. As moléculas CN05, CN19 e CN21 na concentração de 32 µg/mL 

apresentaram uma taxa de hemólise de 5 %. A molécula CN06 (32 µg/mL) apresentou 

uma taxa moderada de hemólise (12,5 %) e a CN07 (64 µg/mL) apresentou a maior 

taxa de atividade hemolítica (50 %). As moléculas CN13 e CN17 (64 µg/mL) 

apresentaram as menores taxas de hemólise, sendo 2,5 %. 

Figura 22 - Porcentagem da atividade hemolítica de sete derivados 2-aminotiofênicos. 

 

4.2.3 Avaliação da Toxicidade dos Derivados 2-Aminotiofênicos em Células Vero, 

MRC-05 e 3T3 

 

A análise da toxicidade frente as células Vero, MRC-05 e 3T3 não revelou 

diferenças na viabilidade celular em nenhuma das concentrações avaliadas após 72h 

de incubação (Tabela 9). A Figura 25, 26 e 27 demonstram a viabilidade celular de 

diferentes células frentes aos derivados 2-amino-tiofênicos. Todas as amostras 

apresentaram um perfil semelhante de resultados.  
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Tabela 9 - Citotoxicidade celular demonstrada pela concentração do IC50 frente as linhagens não-
tumorais Vero, MRC-05 e 3T3. 

Derivados Tiofênicos Vero MRC-05 3T3 

    

CN05 >100±0 >100±0 >100±0 

CN06 >100±0 >100±0 >100±0 

CN07 >100±0 >100±0 >100±0 

CN13 >100±0 >100±0 >100±0 

CN17 >100±0 >100±0 >100±0 

CN19 >100±0 >100±0 >100±0 

CN21 >100±0 >100±0 >100±0 

 

Figura 23 - Curva de viabilidade celular de células epiteliais de rim de macaco (VERO) frente aos 
derivados 2-aminotiofênicos.   
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Figura 24 - Curva de viabilidade celular de fibroblastos murinos (3T3) frente aos derivados 2-
aminotiofênicos.   

  

 

Figura 25 - Curva de viabilidade celular de fibroblastos humanos (MRC-05) frente aos derivados 2-
aminotiofênicos.   

  

     3T3 
  

  
  
 V

ia
b

il
id

a
d

e
 C

e
lu

la
r 

(%
) 

  
  

  
 V

ia
b

il
id

a
d

e
 C

e
lu

la
r 

(%
) 

   MRC-05 



78 

 
 

5 CONCLUSÕES 

 

A incorporação de 6CN10 e mais evidencialmente 6CN10 complexado com 2-

hidroxipropil-βciclodextrina (6CN10: HP-β-CD) em nanossistemas como nanoesferas 

e nanopartículas provou ser uma excelente maneira de minimizar propriedades físico-

químicas indesejadas inerentes às drogas, em particular sua baixíssima solubilidade, 

o que tornou menos atraente a ideia de realizar estudos in vivo.  

A complexação do fármaco com HP-β-CD promoveu um incremento da 

“solubilidade em água” sem alterar sua estrutura química, neste contexto foi possível 

uma menor quantidade de droga para manter a mesma atividade antifúngica, o que 

certamente contribuirá para minimizar a possibilidade de ocorrência de efeitos 

colaterais ao realizar estudos in vivo. 

No que se refere aos derivados 2-amino-tiofênicos obtidos a partir do 1,4-

ditiano-2,5-diol, a maioria dos compostos utilizados tiveram fraca ou moderada atividade 

antifúngica frente a leveduras do gênero Candida, demonstrando baixo potencial 

antifúngico para utilização dos compostos como droga livre. Para o Cryptococcus sp., 

as moléculas CN02, CN06, CN07, CN08, CN10, CN11, CN20, CN21 e CN23 

apresentaram resultados bastante satisfatório, uma vez que foi obtido valor de  CIM 

de 8 μg/mL para a molécula CN07, sendo esta, a menor concentração inibitória 

encontrada. 

Os resultados apresentados nesta pesquisa sugerem que os derivados 2-

amino-tiofenos obtidos a partir do 1,4-ditiano-2,5-diol podem ser utilizado como 

potencial agente antifúngico contra Cryptococcus neoformans e dermatófitos, e o 

composto  6CN10 complexado com 2-hidroxipropil-βciclodextrina (6CN10:HP-β-CD) 

em nanossistemas com potencial para leveduras do gênero Candida e Cryptococcus, 

ambos podendo ser considerados favoráveis para o desenvolvimento de novos 

agentes terapêuticos e promissores para a indústria farmacêutica. 

Em relação aos testes de citotoxicidade me células não transformadas, as 

moléculas testadas apresentaram valores de IC50 não tóxicos frente as células VERO, 

3T3 e MRC-5. 
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Abstract 

The objective of this study was to evaluate the in vitro susceptibility of nanoformulations 

(nanospheres and nanocapsules) of a promising antifungal 2-amino-thiophene (6CN10) and 

6CN10 complexed with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (6CN10:HP-β-CD) compared with 

the free-drug against Candida and Cryptococcus, using the microdilution method. The Candida 

and Cryptococcus clinical strains were identified by phenotypic methods and MALDI-TOF 

MS. For in vitro antifungal susceptibility it was used reference microdilution trials. Serial drug 

or nanoformulations dilutions were prepared by following the CLSI M27-A3 guidelines. 

Furthermore, anti-biofilm formation was verified for Cryptococcus neoformans. All Candida 

isolates were sensitive to the free drug (MIC = 41.66–333.33 μg/mL) and were able to grow 

even in the higher concentration tested to all 6CN10-nanoformulations. However, the 

Cryptococcus neoformans strains evaluated presented MIC values of 0.32–83.33 μg/mL for 

6CN10-nanoformulations, and MIC values of 0.1 – 0.2 μg/mL for 6CN10:HP-β-CD-

nanoformulations, being up to 3,333 times more active than the free drug (MIC values of 

166.66-333.33 μg/mL), and presenting superior activity to the reference drug Amphotericin B 

(MIC = 0.5-0.125 μg/mL). Moreover, 6CN10:HP-β-CD-nanosphere showed high anti-biofilm 

potential. The in vitro study showed that the nanoformulations provide enhancement of drug 

efficiency against Cryptococcus compared to the free-drug. These results allow us to expand 

the possibility of 6CN10-loaded nanoformulations become a near future alternative for 

cryptococcosis and candidiasis therapy. In vivo experiments are essential for clinical use. 

 

Keywords: Antifungal Susceptibility, 2-Amino-thiophene, Cryptococcus neoformans, 

Nanospheres, Nanocapsule, Biofilm.  
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Introduction 

The incidence of fungal infections has been increasing since 1970, mainly by yeasts due 

to the use of medical devices as catheters, and others. In immunosuppressed patients, fungal 

infections remain a significant cause of morbi-mortality, mainly by Candida e Cryptococcus 

species.1-3 

Cryptococcosis is a systemic and opportunistic mycosis that occurs globally with 

223,100 cases estimated annually and a mortality rate of about 81 % predominantly in 

immunocompromised patients and the main organ affected is the central nervous system 

(CNS).4,5 

Candidiasis is an important fungal infection related intrinsically to health, being caused 

by Candida spp. The prevalence of these organisms varies with geographic location and specific 

anatomical site, with C. albicans being the most prevalent, with an associated mortality of over 

70 % in cases of candidemia.6 

The initial treatment recommended by the American Infectious Diseases Society in the 

cases of disseminated candidiasis and cryptococcosis includes azole derivatives, caspofungin, 

amphotericin B (AmpB) or a combination of fluconazole and AmpB in the relapse. However 

due to the increasing appearance of resistance to all commercially available antifungal7,8 and to 

lack of more effective and less toxic alternative therapies, several researchers around the world 

have been seeking new therapeutic alternatives for the treatment of fungal infections. For 

example. We have suggested the use of ciclopirox olamine for systemic cryptococcosis 

therapy,9 and Magalhães et al.10 reported the effectiveness of hydroxyaldimines for inhibition 

of growth of Cryptococcus spp.  

In recent years our research group have demonstrated the potential of 2-amino-

thiophene derivatives to inhibit fungal growth.11-15 In 201111, the analysis of 44 derivatives 

against strains of clinical isolates of Candida and Cryptococcus showed that: i) 2-amino-
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thiophenes present fungicidal activity; ii) C. neoformans strains present greater sensitivity to 

the compounds, being the most promising compound the 2-[(4-nitrobenzylidene)-amino]-

4,5,6,7-tetrahydro-4H-benzo[b]thiophene-3-carbonitrile, called 6CN10 (Figure 1) with MIC 

values at 100 µg/mL. In 201212, computer-Aided Drug Design (CADD) studies were performed 

with more than 50 2-amino-thiophene derivatives, including 6CN10, and it has been observed 

that the main factor limiting the antifungal activity of these compounds is their low aqueous 

solubility. In order to overcome this undesirable characteristic, in 201715 we obtained 

complexes of 6CN10 with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CD) and we could observe 

an increase in the anti-Cryptococcus activity from about 3.5 to 7 times, proving that 

improvements in water solubility, has the capacity to promote an increase in the antifungal 

potential of 2-amino-thiophene derivatives. 

Thus, the present study aims to evaluate the in vitro antifungal activity of 

nanoformulations containing 6CN10 and 6CN10:HP-β-CD complex in order to compare its 

efficacy to the free-drug and amphotericin B, by the determination of the minimal inhibitory 

concentrations (MICs) against species of pathogenic yeasts (Candida and Cryptococcus), 

besides the ability to eradicate Cryptococcus in biofilms.  

Experimental 

Reagents 

Compound 6CN10 was synthesized according to previously procedures (Mendonça-

Junior et al.)11 and its chemical structure was confirmed by comparing its 1H NMR spectrum. 

6CN10:HP-β-CD complex was prepared according to procedure describe in Eleamen et al..15 

Amphotericin B, poly--caprolactone, 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin, Tween 80, Mygliol 

812, chloramphenicol and dimethylsulfoxide (DMSO) were purchase from Sigma-Aldrich 

(Brazil). 
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Nanoformulations preparation 

Four different formulations (Table 1) were prepared using the method of 

nanoprecipitation described by Fessi et al..16 For production of the nanospheres, 6CN10 pure 

or 6CN10:HP-β-CD complex was poured into acetone containing the polymer poly--

caprolactone. Then, this organic phase was drop-wise added in an aqueous phase containing the 

surfactant (Tween 80) under moderate magnetic stirring at 25 ºC. The organic solvent was 

eliminated by rotaevaporation, and the final volume of the suspensions was adjusted to 10 mL. 

To produce the nanocapsules, Mygliol 812 was added to the organic phase. The final amount 

of the 6CN10 in the formulations was assayed spectrophotometrically (Genesys 10S, Thermo 

Scientific, USA) at 280nm. The nanoformulations were stored at 4 ºC until use.  

Strains and growth cultures 

Fifteen isolates of Candida obtained from patients with candidemia, four isolates of 

Cryptococcus obtained from cerebrospinal fluid (CSF) of immunocompromised patients and 

the reference strain Candida parapsilosis ATCC 22019 were evaluated against antifungal 

potential of pure 6CN10, 6CN10:HP-β-CD complex and nanoformulations containing 6CN10. 

The clinical isolates were obtained from two Tertiary Public Hospitals at Recife, Brazil. All 

Cryptococcus isolates evaluated in this work were stocked under mineral oil 17 in the URM 

Culture Collection – UFPE. This Collection is registered in the WDCM of the WFCC as “604” 

under the acronym URM (University Recife Mycology). 

Blood samples from patients with candidemia and CSF from immunocompromised 

patients were processed for mycological diagnosis using standard methods (direct examination 

and isolation in culture) at the Medical Mycology Laboratory, Federal University of 

Pernambuco, Recife, Brazil. Direct examination was performed without to add staining or 

clarification for blood samples and with India ink staining to CSF. Cultures were prepared using 

Sabouraud dextrose agar (SDA) (Difco) with chloramphenicol (50 mg/mL) and incubated at 30 
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and 35 C in an aerobic atmosphere for 5 days. Pure cultures were transferred onto the surface 

of SDA for species identification. 

The collection of the clinical samples from patients was approved by the Ethics 

Committee of the Centre of Health Sciences of the Federal University of Pernambuco under 

protocol 01847812.0.0000.5208. 

Classical phenotypic identification 

The isolates were identified by macro- and micromorphology. The colour, shape, 

topology of each colony and the cell morphology were considered using Sabouraud Dextrose 

Agar (SDA) medium with 2.5 % yeast extract (Difco, USA). The induction of sexual 

reproduction structure using Gorodkowa agar (Difco, USA) was performed. Chlamydospores 

were induced on bile agar (Difco, USA) and scored as present or absent after 3 days at 25 °C. 

The isolates were tested biochemically by carbohydrate assimilation and fermentation assays. 

The production of urease and acetic acid were also assessed using urea and calcium carbonate 

media (Difco, USA), respectively. The maximum temperature of growth for each isolate was 

determined. All classical phenotypic parameters were analyzed according to Barnett et al.18 and 

Hoog et al..19 

MALDI-TOF MS identification 

Homogeneous inocula of yeast cells were grown and maintained on Yeast Extract 

Peptone Dextrose Agar medium (YEPD). Incubations were standardized at 20 h and strains 

were grown aerobically at 37 °C. In order to avoid changes in the protein expression pattern, 

the culture conditions and growth time were standardized as described above. All cultures were 

checked for purity prior to MALDI-TOF MS analysis. 

One single colony was directly deposited onto a 196 position target plate (Bruker 

Daltonik GmbH), and two such deposits were made for each isolate. Aliquots of 1 µL of 70 % 

formic acid were added and mixed gently with the yeasts. When the liquid medium was almost 
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evaporated, the preparation was overlaid with 1 µL of saturated matrix solution {75 mg/ml of 

α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) in ethanol/water/acetonitrile [1:1:1] with 0.03 % 

trifluoroacetic acid (TFA)}. A total of 20 isolates (2 x 20 spots) were deposited per plate, and 

the matrix-sample was crystallized by air-drying at room temperature for 5 minutes.9 

The equipment used was MALDI TOF Autoflex III Mass Spectrometer (Bruker Daltonics Inc., 

USA/Germany) equipped with a Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluminium garnet; 

Nd:Y3Al5O12) laser of 1064nm, set to a 66 % power. The mass range from 2,000 to 20,000Da 

was recorded using a linear mode with a delay of 104 ns and an acceleration voltage of +20 kV. 

The resulting peak lists were exported to the software MALDI Biotyper™ 3.0 (Bruker 

Daltonics, Bremem, Germany) where the final identifications were achieved. 

In vitro antifungal susceptibility 

Reference microdilution trials containing serial drug or nanoformulations dilutions were 

prepared by following the CLSI M27-A3 guidelines.20 Dispersion of nanospheres and 

nanocapsules of 6CN10 (containing 250 μg/mL of 6CN10) and 6CN10:HP-β-CD complex 

(containing 100 μg/mL of 6CN10) were used. 

Pure 6CN10 (10.0 mg) and 6CN10:HP-β-CD complex containing 14 % of 6CN10 (10.0 

mg) were dissolved in 1.0 mL of DMSO, and then diluted in 9.0 mL of standard RPMI 1640 

medium (Sigma Chemical Co., St., Louis, MO) buffered to pH 7.0 with 0.165 M of 

morpholinopropanesulphonic acid (MOPS; Sigma, Brazil) resulting, respectively, in solutions 

having concentrations of 1.0 mg/mL and 140 μg/mL. The concentrations tested ranged from 

0.32 to 333.33 µg/mL for pure 6CN10; from 0.045 to 46.66 µg/mL for 6CN10:HP-β-CD 

complex; from 0.08 to 83.33 µg/mL for nanosphere and nanocapsule of 6CN10; from 0.003 to 

3.33 µg/mL for nanosphere and nanocapsule of 6CN10:HP-β-CD complex. AmpB was used as 

reference drug at concentrations from 0.015 to 8.0 μg/mL. 
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In order to obtain a yeast inoculum containing 1.0 to 5.0 x 106 CFU/mL, each strain was 

cultured on a tube containing 20 mL of 4 % Sabouraud Dextrose Agar (SDA; Difco) plus yeast 

extract at 35 °C for two days. After that, yeast suspensions were prepared in sterile 

physiological solution (0.85 %) and maintained at 28  2 C, and then adjusted to 90 % 

transmittance at 530 nm. Two serial dilutions from 1:100 and 1:20 were made to obtain a final 

inoculum containing 1.0 to 5.0 x 103 CFU/mL. 

For the susceptibility tests, 100 µL of each tested-solution (6CN10 and 6CN10:HP-β-

CD complex solutions, nanoformulations containing 6CN10 and 6CN10:HP-β-CD complex, 

nanoformulations drug-free and reference drug) and of 10 serial dilutions were added in 

microdilution wells containing 100µL of standard RPMI 1640 medium buffered to pH 7.0 with 

0.165 M of MOPS, then wells were inoculated with 100 µL of the previously obtained 

inoculum. The microplates were incubated at 35 °C in a non-CO2 incubator and were visually 

evaluated 48 h after the incubation to Candida isolates and 72 h after incubation to 

Cryptococcus isolates. MICs corresponded to the lowest drug dilution that showed 100 % 

growth inhibition compared to untreated yeasts. All tests were performed in duplicate. 

Formation and treatment of the biofilm on silicone discs 

Biofilm formation was carried out modified of Vandenbosch et al..21 Cryptococcus 

biofilms were obtained on sterile silicone discs in a 24-well microtitre plate (TPP, Trasadingen, 

Switzerland). The discs were washed in MilliQ water (Millipore, Billerica, MA, USA) and 

autoclaved. Yeast cells were cultured onto SDA for 48h at 37 °C, then 3-5 colonies were 

suspended in saline solution 0.9 % (w/v) and centrifuged for 5 min at 1.000 g. Subsequently, 

the supernatant was removed and the cells were washed and resuspended three times in 1 mL 

of saline solution 0.9 % (w/v). This inoculum was further diluted in yeast nitrogen base 0.1X 

(YNB, BD, Franklin Lakes, USA) supplemented with 5 mM glucose (Sigma-Aldrich) to yield 

an optical density of 0.07 at a wavelength of 600 nm. Then, 1 mL of a 1:100 dilution of the 
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inoculum in YNB 0.1 was added to each well containing a silicone disc with three 6CN10 

formulations (6CN10-nanosphere, 6CN10:HP-β-CD-nanosphere and 6CN10:HP-β-CD-

nanocapsule at final concentration of 83.33 µg/mL, 3.33 µg/mL and 3.33 µg/mL, respectively). 

Appropriate controls were also included. The 24-well microtiter plates were incubated for 48 h 

at 37 °C.  

The number of CFU on each silicone disc was determined by pour plating. To this end, 

the silicone discs with biofilms were transferred to 10 mL of SDB and biofilm cells were 

removed from the silicone by three cycles of 30 s of sonication and 30 s of vortex mixing. With 

this procedure, all sessile cells were removed from the silicone discs and clumps of cells were 

broken apart. Serial 10-fold dilutions of the resulting cell suspension were made, and 1 mL of 

each dilution was plated and SDA was added. Plates were incubated for 48 h at 37 °C, after the 

number of CFU per disc was counted. For each strain and treatment, biofilms formed on at least 

three silicone discs in at least three independent experiments were included, and the results 

were expressed as arithmetic mean. 

Statistics 

Statistical analysis among different anti-biofilm treatments were analyzed by one-way 

analysis of variance (ANOVA) with a significance level defined as p< 0.05. The multiple 

comparisons test (Tukey) was used, after ANOVA, to compare the means found, one by one. 

All statistical analyses were created with Graphpad Prism version 5.01. 

Results 

Strain identifications 

The yeasts were identified by phenotypic approach as five Candida albicans, one C. 

famata, one C. glabrata, one C. guilliermondii, one C. krusei, five C. parapsilosis, one C. 

tropicalis and four Cryptococcus neoformans. The MALDI-TOF identified the C. parapsilosis 
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complex isolates as C. parapsilosis sensu stricto and Cryptococcus neoformans as 

Cryptococcus neoformans var. grubii, all with score above 2.0. 

In vitro antifungal susceptibility 

For each antifungal susceptibility experiment, the inoculum controls showed clearly 

detectable growth after the incubation period, indicating that all isolates were viable and that 

the conditions used were suitable for fungal growth. The MIC of the reference strain was 0.5 

μg/mL to AmpB confirming the reproducibility of the test. Nanoformulations drug-free (blank) 

were also used as control and showed no activity against all fungal pathogens. 

Table 1 shows the Minimal Inhibitory Concentration (MICs) values of 6CN10 (free-

drug), 6CN10 complexed with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (6CN10:HP-β-CD), and the 

four nanoformulations (6CN10-nanocapsule, 6CN10:HP-β-CD-nanocapsule, 6CN10-

nanosphere and 6CN10:HP-β-CD-nanosphere) compared with Amphotericin B (AmpB) 

against isolates of Cryptococcus neoformans, Candida albicans, C. famata, C. glabrata, C. 

guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis and C. parapsilosis (including the reference strain C. 

parapsilosis ATCC 22019).  

As can be seen in Table 1, the 6CN10 free-drug was able to inhibit the growth of all 

strains in different concentrations. The Candida strains were slightly more susceptible showing 

MIC values ranging between 41.66 to 333.33 μg/mL, while the Cryptococcus strains presented 

MIC values of 166.66 and 333.33 μg/mL.  

6CN10:HP-β-CD complex was completely ineffective for all Candida strains (all strains 

grew (G) at the highest concentration tested of 46.66 μg/mL),  however showed MIC values of 

46.66 μg/mL against all Cryptococcus strains, being four times more active than the 6CN10 

free-drug. 

This difference in sensitivity between the two species (Candida and Cryptococcus) was 

also observed in all nanoformulations evaluated, where all isolates of Candida grew (at the 
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highest  concentrations tested), while Cryptococcus strains showed MIC values ranging from 

0.1 to 83.33 μg/mL, therefore more active than the 6CN10 free-drug, and with MIC values 

comparable or better than the reference drug AmpB. 

The nanocapsules of 6CN10 and 6CN10:HP-β-CD complex were able to inhibit the 

growth of Cryptococcus strains with MIC values of 83.33 μg/mL and 0.1 - 0.2 μg/mL, 

respectively. 6CN10-nanocapsules are 2 to 4 times more effective than the 6CN10 free-drug. 

6CN10:HP-β-CD-nanocapsules are 233 to 466 times more active than the 6CN10:HP-β-CD 

complex, and even 3,333 times more active than the 6CN10 free-drug, being more efficient 

than the reference drug (AmpB) for all Cryptococcus strains.  

The best results of inhibition were observed for the nanospheres. 6CN10-nanospheres 

presented MIC values of 41.66 to 0.32 μg/mL being 4 to 1,040 times more active than the 

6CN10 free-drug. 6CN10:HP-β-CD-nanospheres showed MIC values of 0.2 to 0.1 mg/mL, 

being 233 to 466 times more active than the 6CN10:HP-β-CD complex, and up to 3,333 times 

more active than the 6CN10 free-drug, being still 2.5 to 5 times more active than the AmpB for 

C. neoformans URM 6895 and URM 6901. 

Treatment of the biofilm 

The effect of the three most bioactive 6CN10 formulations was determined on 

Cryptococcus biofilms formed on silicone discs by four different strains (Table 2). Table 2 

shows plate counts correspond to the mean ± standard error of mean of three independent 

experiments on three silicone discs. 

As can be observed in Table 2, Blank and Control groups did not present statistically 

significant difference for any of the evaluated strains indicating that the nanoformulation 

components do not present fungicidal activity against the biofilms. The most efficient 

nanoformulation was 6CN10:HP-β-CD-nanosphere, which was able to reduce the CFU´s 

number recovered from the discs for all strains investigated, with reduction percentages ranging 
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from 90.9 % to 100 % (p <0.05) compared to Control. Being, the highest reduction observed 

for C. neoformans URM 6907 (100%, p <0.05). 

6CN10-nanosphere was the second best nanoformulation, promoting a statistically 

significant reduction (p <0.05) in CFU for 50 % of the strains (URM 6895 and URM 6909) 

when compared to Control group. For the strain URM 6909 the reduction values of the groups 

treated with 6CN10-nanosphere and 6CN10: HP-β -CD-nanosphere do not present statistical 

difference.  

At least, treatment with 6CN10:HP-β-CD-nanocapsule promoted a small reduction in 

CFU for strains URM 6895 and URM 6906 (around 50 %; p <0.05). 

Our results showed only a fungistatic effect for 6CN10-nanosphere and 6CN10:HP-β-

CD-nanocapsule, whereas 6CN10:HP-β-CD-nanosphere showed fungicidal activity against 

Cryptococcus biofilms. 

In the present study, catheter discs were used for biofilm formation in accordance with 

Vandenboch et al..21 Figure 2 shows a Scanning Electron Microscopy discs with biofilm 

formation. Figures 2A and 2B represents the positive controls evidencing the growth of C. 

neoformans URM 6906 and C. neoformans URM 6907. No drugs were used to control (YNB 

media only), which shows the expected growth. Figures 2C and 2D shows growth of C. 

neoformans URM 6906 and C. neoformans URM 6907 with the use of blank (nanoformulation 

without 6CN10). Figures 2E and 2F represents the use of 6CN10:HP-β-CD-nanosphere against 

C. neoformans URM 6907 and C. neoformans URM 6909 respectively, where there is no 

growth of the Cryptococcus strains in the biofilm. 

Discussion 

According to Abreu et al.22 and Mohareb et al.23 compounds containing thiophene ring 

possess selective and significant antifungal activity against C. albicans, and in accordance with 

Ram et al.24 strains of Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, 



113 

 
 

Trichophyton mentagrophytes and Sporothrix schenckii were sensitive to the analogous 

thiophene evaluated in this work. Experiments carried out by Ryu et al.,25 evidenced that 

synthetic thiophenes possess good activity against A. niger, C. albicans, C. krusei and C. 

tropicalis, dissenting in part of our findings that showed moderate to weak antifungal effect 

against Candida strains. However, Lima et al.26 found growth reduction of dermatophytes, 

including Trichophyton rubrum corroborating our results. 

Analogous or homologous structural variations can be performed to give new physical 

properties and to modify the reactivity of the molecules, which leads to changes in the 

distribution in cells and tissues. In addition, increase the access to the active sites of enzymes 

and receptors. Heterocyclic compounds, such as thiophene derivatives, possess broad biological 

activity however have not been extensively studied on antifungal context. Our group 

(Mendonça-Junior et al.;11 Scotti et al.,12 and Souza et al.13) have tested the in vitro antifungal 

activity of various thiophene derivatives against pathogenic fungi and we have already noticed 

that fungi of the Cryptococcus neoformans species are more sensitive to 2-amino-thiophene 

derivatives than species of the genus Candida. 

There are several factors involved in the C. neoformans virulence as the ability to grow 

at 37 °C, the secretion of extracellular proteases and phospholipases, the production of 

mannitol, urease, lactase and melanin that protects against oxidizing agents, immune system 

and damage caused by heat, cold and ultraviolet radiation. Furthermore, the presence of 

glucoroxilomanana-polysaccharide capsule has been implicated in modulating the 

Cryptococcus blood-brain barrier interaction.27 The capsule is a major virulence factor but its 

role in the central nervous system invasion remains unclear. Capsule associated structural 

changes such as phenotypic switching, has been reported to enhance crossing of the blood-brain 

barrier.28,29 We believe that the capsule can interacts in vitro with the nanoparticles structure, 

improving the access of the 6CN10 to the yeast, which results in lower MIC values. This 
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interaction may be mediated by oxylipins, 3-OH fatty acids that are released in the capsule 

surface as founded by Sebolai et al..30 However, complementary ex vivo and in vivo studies are 

necessary to investigate the mechanisms of the antifungal activity of these nanoformulations 

containing thiophene. 

 In previous studies, our group had already found that the incorporation of thiophene 

derivatives in pharmaceutical preparations causes an increase in the antifungal activity of the 

compounds, as observed in the studies of Guimarães et al.14 performed with the 2-amino-

thiophene derivative called 5CN05 embedded in a microemulsion system, resulting in a 7.7-

fold increase in activity against C. neoformans (reducing MIC to 17.0 for 2.2 μg/mL), and in 

the work of Eleamen et al.15 where it was observed an increase in the anti-Cryptococcus activity 

from about 3.5 to 7 times, when compound 6CN10 was complexed with HP-β-CD. These 

results help to validate the study published by Scotti et al.12 and, prove that pharmacotechnical 

procedures, that help to mask the intrinsic low aqueous solubility of 2-amino-thiophene 

derivatives, contribute to the increase of its antifungal potentials. 

This study confirms the promising potential of 2-amino-thiophene derivatives to 

become a new class of antifungal agents, especially useful for infections caused by 

Cryptococcus. Incorporating 6CN10 and more clearly 6CN10 complexed with 2-

hydroxypropyl-β-cyclodextrin (6CN10:HP-β-CD) in nanosystems such as nanospheres and 

nanoparticles proved to be an excellent way to minimize inherent unwanted drug 

physicochemical properties, in particular its very low water solubility, which made less 

attractive the idea of performing in vivo studies, due to this large pharmacokinetics barrier. 

Thus, allowing us to perform in vivo studies. The complexation of the drug with HP-β-CD 

improve the “water solubility” and the incorporation in nanoformulations confer “high 

bioavailability” to the drug (6CN10) without changing the drug’s chemical structure, in this 

context it is necessary a smaller amount of drug to ensure the antifungal activity, which certainly 
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will minimize the possibility of the occurrence of side effects when performing in vivo studies. 

These facts associated to the significant increase in the anti-cryptococcal activity (more than 

3,000 times compared to the free drug), with MIC values lower than the reference drug AmpB 

(up to 5 times more active), leads us to believe that after conducting more studies to ensure the 

efficacy, the mode of action at molecular level and the safety, some of these nanosystems 

containing 6CN10 may be used in the clinical medicine as an alternative treatment against 

systemic cryptococcosis infections. 
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Table 1. Antifungal activity of free-drug (6CN10), 6CN10:HP-β-CD complex, 6CN10 

nanoformulations and Amphotericin B against Candida and Cryptococcus clinical isolates, 

obtained from patients with candidemia and neurocryptococcosis respectively, in two Tertiary 

Public Hospitals at Recife, Brazil, from July 2012 to June 2013.  

Microorganism 
Strain or 

patient 

number 

Compounds and Nanoformulation – MIC† values in μg/mL 

6CN10-

nanocapsule  

6CN10: 

HP-β-CD 

nanocapsule 

6CN10-

nanosphere 

6CN10: 

HP-β-CD 

nanosphere 

6CN10: 

HP-β-CD 

complex 

6CN10 

free-drug 
AmpB‡ 

C. albicans 99   G†† G G G G 41.66 0.25 

C. albicans 122 G G G G G 41.66 0.25 

C. albicans 4451 G G G G G 41.66 1 

C. albicans 8299 G G G G G 166.66 2 

C. albicans 9925 G G G G G 166.66 2 

C. famata 5623 G G G G G 333.33 2 

C. glabrata 8340 G G G G G 166.66 0.5 

C. guilliermondii 632 G G G G G 83.33 0.5 

C. krusei 14206 G G G G G 333.33 1 

C. tropicalis 7866 G G G G G 83.33 1 

C. parapsilosis 290 G G G G G 83.33 1 

C. parapsilosis 7736 G G G G G 83.33 1 

C. parapsilosis 9968 G G G G G 333.33 2 

C. parapsilosis 13531 G G G G G 83.33 0.25 

C. parapsilosis 451 G G G G G 83.33 1 

C. parapsilosis 
ATCC 

22019 
G G G G G 83.33 0.5 

C.neoformans URM 6895 83.33 0.2 0.65 0.1 46.66 333.33 0.5 

C.neoformans URM 6901 83.33 0.1 0.32 0.1 46.66 333.33 0.25 

C. neoformans URM 6907 83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 166.66 0.125 

C.neoformans URM 6909 83.33 0.1 41.66 0.2 46.66 166.66 0.125 

†MIC - Minimal Inhibitory Concentration. 
‡AmpB - Amphotericin B. 
††G - Growth at the highest concentration tested. 

URM - URM Culture Collection/UFPE/Brazil. 
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Table 2. Number of CFU of Cryptococcus neoformans biofilms on silicone discs after 6CN10 

nanoformulations treatment.  
Cryptococcus 

strain 

6CN10-

nanosphere 

6CN10:HP-β-CD 

nanosphere 

6CN10:HP-β-CD 

nanocapsule 
Blank† Control‡ 

URM†† 6895 12.33 ± 4.16 3.00 ± 1.00 17,66 ± 2.08 43.00 ± 6.08 47.00 ± 4.00 

URM 6906 30.66 ± 4.72 3.33 ± 1.52 18.33 ± 2.08 36.00 ± 4.58 36.66 ± 3.51 

URM 6907 8.66 ±1.52 0.66 ± 0.57 7.66 ± 1.52 9.66 ±.2.51 9.33 ± 3.78 

URM 6909 2.33 ± 1.52 1.66 ± 0.57 26.00 ± 3.00 6.66 ± 2.51 15.00 ±6.08 

† Blank - yeasts and silicone discs in compounds of the nanoformulations without 6CN10. 
‡ Control - yeasts and silicone discs in culture media only (YNB supplemented with 5 mM glucose). 
†† URM - URM Culture Collection/UFPE/Brazil. 

Values are expressed as Mean ± SEM of three independent experiments. 
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Figure 1. Chemical structure of 6CN10. 
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Figure 2. Scanning electron micrograph after 48 h biofilm formation of 

Cryptococcus neoformans on silicone discs. URM 6906 (2A) and URM 6907 

(2B) in YNB media only (Control); URM 6906 (2C) and URM 6907 (2D) 

treated with Blank (nanoformulations without 6CN10); URM 6907 (2E) and 

URM 6909 (2F) treated with 6CN10:HP-β-CD-nanosphere. 
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APÊNDICE B – PATENTE 1 – DERIVADOS 2 AMINOTIOFÊNICOS COMO 

AGENTES ANTIFÚNGICOS 
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