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RESUMO

O crescente aumento da taxa de infeccBes fungicas hospitalares tém levantado um alerta a
comunidade cientifica. Devido a gravidade do assunto, a OMS emitiu um relatério listando os
patogenos prioritarios para infec¢bes fungicas de importancia a sadde publica, e pede por a¢bes
de fomento a pesquisa e desenvolvimento da promogéo de medidas de combate, bem como na
busca de novas drogas promissoras para o tratamento de infec¢des fungicas. O género Candida
corresponde a cerca de 80% das infec¢fes fungicas documentadas, e as duas espécies de maior
incidéncia sdo C. albicans, seguido de C. tropicalis. Este trabalho teve como compromisso,
avaliar o perfil farmacologico e os danos ultraestruturais de novas moléculas derivadas de
tiofeno frente a isolados clinicos de Candida albicans e Candida tropicalis, possibilitando uma
nova abordagem de tratamento, bem como, auxiliara futuros trabalhos na area. Para a analise,
os isolados foram inoculados em placas de petri, por 7 dias, para avaliar sua macro e
micromorfologia. Bem como, foram submetidos a testes de susceptibilidade antifingicas pelo
método de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM); e microscopia eletronica de transmissdo (MET) para verificar provaveis aspectos da
influéncia sobre as ultraestruturas celulares fangicas provocados pelos derivados tiofénicos. Os
compostos 6CN-ME, 6EST e 6EST-ACET apresentaram atividade antifungicas com CIM de
8,4 a 400ug/mL para as espécies testadas. As analises ultraestruturais mostraram a incidéncia
de alteracBes como invaginagdes na membrana plasmatica, aparecimento de uma morfologia
incomum na parede celular, entre outras. Finalmente, os resultados obtidos sdo Uteis para o
melhor entendimento do perfil de acdo antifungica desta classe de moléculas estudada, e podem

auxiliar no desenvolvimento de novos tratamentos para essas infeccoes.

Palavras-chave: Infec¢gdes nosocomiais; Derivados tiofénicos; Ultraestrutura celular.



ABSTRACT

The increasing rate of nosocomial fungal infections has raised an alert to the scientific
community. Due to the seriousness of the subject, the WHO issued a report listing the priority
pathogens for fungal infections of public health importance, and calls for actions to encourage
research and development to promote combat measures, as well as the search for new
promising drugs to the treatment of fungal infections. The genus Candida corresponds to about
80% of documented fungal infections, and the two species with the highest incidence are C.
albicans, followed by C. tropicalis. This work was committed to evaluate the pharmacological
profile and ultrastructural damage of new thiophene-derived molecules against clinical isolates
of Candida albicans and Candida tropicalis, enabling a new treatment approach, as well as
helping future work in the area. For the analysis, the isolates were inoculated in petri dishes,
for 7 days, to evaluate their macro and micromorphology. As well as, they were submitted to
antifungal susceptibility tests by the broth microdilution method to determine the Minimum
Inhibitory Concentration; and transmission electron microscopy (TEM) to verify probable
aspects of influence on fungal cell ultrastructures caused by thiophene derivatives. The
compounds 6CN-ME, 6EST and 6EST-ACET showed antifungal activity with MIC from 8.4
to 400pug/mL for the tested species. The ultrastructural analyzes showed the incidence of
alterations such as invaginations in the plasma membrane, appearance of an unusual
morphology in the cell wall, among others. Finally, the results obtained are useful for a better
understanding of the antifungal action profile of this class of molecules studied, and may help

in the development of new treatments for these infections.

Keywords: Nosocomial infections; Thiophene derivatives; Cellular ultrastructure.
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1. INTRODUCAO

O crescente aumento das infeccdes fungicas hospitalares, principalmente entre grupos
de pacientes criticos que necessitam de internacdo prolongada, tem preocupado a comunidade
médica mundial (Kontoyiannis; Wessel; Bodey, 2021; Verma; Prasad, 2022), e apesar dos
avancos nas ferramentas de cuidados a saude, tais infec¢bes fungicas podem acarretar a
hospitalizagdes prolongadas, numa média de 16 dias, com taxa de mortalidade em torno de
28,8% ao ano (Webb et al., 2018).

Dentre infecg¢Bes fungicas invasivas sisttmicas em humanos, hd uma prevaléncia do
género Candida em numero de incidéncias, sendo responsavel por uma média de 80-95% dos
casos reportados (Banerjee et al., 1991; Jain et al., 2021), e é considerada uma das principais
causas de sepse em pacientes hospitalizados. O diagndstico preciso da candidemia é
fundamental para a escolha do tratamento apropriado, bem como para prevenir a disseminacédo
da infeccdo (Sanguinetti et al., 2021). Candida albicans, que embora seja um microrganismo
da microbiota humana, é o agente etiolégico de maior ocorréncia, apresentando uma taxa em
torno de 60% dos isolados clinicos (Mora Carpio, Climaco, 2019). A segunda espécie a
apresentar maior ocorréncia é Candida tropicalis, que possui maior semelhanca genética com
C. albicans do que as outras espécies de Candida de interesse méedico (Butler et al., 2009;
Zuza-Alves, Silva-Rocha e Chaves, 2017).

A epidemiologia da candidemia tem sido extensivamente estudada em todo o mundo
para melhor compreender os fatores de risco, incidéncia e resultados associados a esta infeccao.
O tratamento da candidemia pode ser desafiador devido a varios fatores, como Resisténcia
antifangica, dificil identificacdo das espécies, atraso no diagndstico, falta de terapias eficazes
em casos de infeccdes refratarias, Toxicidade, entre outros (Poulakou, Bassetti, 2021; Badiee,
Kordbacheh, 2021).

A tratabilidade de tais quadros de candidemia fundamenta-se em trés pilares
fundamentais: o estado de salde clinico do paciente, a espécie de Candida isolada, e seu perfil
de sensibilidade aos antifingicos (BRASIL. Ministério da Salde, 2021). As classes principais
de medicamentos antifingicos mais utilizados para o tratamento da candidiase invasiva Sdo 0s
azolicos, como o fluconazol e voriconazol, que atuam na inibicdo seletiva da atividade da
lanosterol desmetilase, responsavel pela sintese de ergosterol, e por conseguinte, facilitando
uma ruptura da membrana fingica; as equinocandinas, como caspofungina, micafungina e

anidulafungina, que agem inibindo a sintese de -glucano na parede celular do fungo por meio
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da inibicdo da enzima 1, 3-beta-glucano sintase; e os poliénicos, como a anfotericina B e
nistatina, que atuam se ligando aos esterdis na membrana celular do fungo, formando poros
que desestabilizam a estrutura da membrana, levando a perda dos componentes celulares e
consequentemente, & morte celular (Bassetti et al., 2019).

Destes agentes antifungicos, 0s azois sao a classe de medicamentos de recomendacgéo
inicial, por possuirem excelentes perfis de seguranca, ndo apresentando citotoxicidade, e sdo
biodisponiveis por via oral; entretanto, um fator limitante do uso deste composto é a existéncia
de cepas de Candida resistentes aos derivados azdlicos, como constatado por Xisto e
colaboradores (2017), em que foi observada essa resisténcia em torno de 27% de todos os
isolados. Com base neste e em outros dados publicados, bem como nas dificuldades reais no
manejo terapéutico, pacientes com infecgdes por Candida refratarias aos farmacos comerciais
disponiveis representam um problema relevante (Lupetti, 2002; Johnson et al., 2008; Tarang
et al., 2020).

Diante deste contexto, na busca de uma droga promissora como adjuvante para o
tratamento de infecgdes fungicas, o tiofeno, uma molécula bioativa presente de variados
compostos ativos com aplicaces consideraveis no campo da quimica medicinal, tem atraido
grande interesse na inddstria da salde e no meio académico, com atividades como anti-
inflamatdrio, antioxidante, antipsicotico, antiarritmico, ansiolitico, modulador do receptor de
estrogénio, antimitético, antimicrobiano, inibidores de quinases, anticancerigenos, entre outros
(Shah, Verma, 2018). Com as inovacOes dos processos de produgdo da quimica medicinal, a
sintese de tiofenos também sofreu avancos e modificacdes, e através da elucidacdo da reacdo

de Gewald, foi possivel obter a molécula de 2-amino-tiofeno (Gewald, 1965).

No presente, a versatilidade do ligante 2-amino-tiofeno compreende um conjunto
interminavel de bibliotecas de triagem com uma diversificada serventia, possuindo uma ampla
gama de compostos moleculares presentes em varios farmacos comerciais (Puterova et al.,
2009; Tietze et al., 2021). Dentre essas atividades, as propriedades antifangicas também foram
descobertas oriundas de derivados de 2-amino-tiofeno, sendo portanto, compostos promissores
com potencial de auxiliar na descoberta de novos agentes antifungicos para aplicacdes
terapéuticas em humanos e animais (Mendonc¢a Junior et al., 2011; Fogue et al., 2012;
Guimardes et al., 2014; Abo-Salem et al., 2014; Vieira et al., 2021). Algumas moléculas ja

mostraram ser capazes de inibir espécies fungicas, como dermatofitos (Gupta; Cooper; Ryder,
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2008), Aspergillus, Cryptococcus e até mesmo a leveduras do género Candida (Cornely et al.,
2007).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivos avaliar novos agentes com
atividade antifungica derivados de tiofeno, com eficacia no combate de Candida albicans e
Candida tropicalis, propondo novos candidatos a protétipos de farmacos antifungicos através
da andlise de sua atividade antifangica in vitro, definindo a Concentracdo Inibitoria Minima
(CIM) destes derivados de tiofeno, e avaliar as possiveis alteracbes morfoldgicas intracelulares
provocadas por estas drogas em C. albicans e C. tropicalis por microscopia eletronica de

transmissao.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Infec¢bes fungicas hospitalares causadas pelo género Candida

InfecgOes fungicas tém emergido consistentemente, e representam uma séria ameaca a
salde global. A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) em 2020, conjuntamente com um grupo
de especialistas em antifiingicos de diversas partes do mundo, emitiram um relatério onde lista
0s patdgenos prioritarios para infeccdes fangicas de importancia para a satde publica, ao qual
incluem as espécies do género Candida resistentes aos tratamentos convencionais (World
Health Organization - WHO, 2020).

Embora Candida spp. componha a microbiota humana, sendo adquirida pela
transmissdo materno-neonatal imediatamente apds o nascimento, ao qual cumpre a funcdo de
sobrevivéncia evolutiva através do preparo do organismo estéril do bebé a se adaptar ao meio
ambiente, algumas dessas espécies também possuem um carater oportunista quando em
condicOes favoraveis (Filippidi et. al., 2014; Xiao; Fiscella; Gill, 2020). Tais espécies de
interesse médico sdo uma das causas mais comuns de infec¢fes nosocomiais (infecgoes
associadas aos cuidados de salude), sendo responsaveis por mais de quatrocentos mil casos
anuais no mundo, apresentando uma taxa de incidéncia de 0,24 a 34,3 pacientes a cada mil
admissdes em UTI (Bassetti et al., 2019; Cortegiani et al., 2018), e segundo uma revisdo
sistémica e meta-analise mais recente, possui uma taxa de mortalidade proxima de 30,2%, que

é fortemente afetada pelas condigdes subjacentes e pela presenca de sepse ou choque séptico
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(Liu, Zhang, Wang, 2020). No Brasil, essa taxa de mortalidade geralmente ultrapassa 50%
(Colombo et al., 2014; Canassa, Cruz, 2019).

Segundo o levantamento epidemioldgico brasileiro de pacientes com candidemias, por
Doi et al. (2016), os casos mais expressivos advinham de condigdes subjacentes como doencas
malignas, doencas gastrointestinais e neuroldgicas, submetidos a cateter venoso central,
ventilacdo mecanica, ou hemodialise, apresentando uma mortalidade bruta durante a internacéo
hospitalar de 72%.

A incidéncia global de candidemia teve um aumento alarmante, de mais de cinco vezes
na Ultima década (Barchiesi et al., 2016), 0 que representa uma séria ameaca na area médica,
devido as dificuldades de diagndstico e manejo terapéutico complexo (Kontoyiannis, Wessel,
Bodey, 2021; Verma, Prasad, 2022), além de carecer de um gasto econémico elevado na
intervencdo da doenca correspondente ao tempo prolongado de permanéncia (Zaoutis et al.,
2005; Ostrosky-Zeichner et al., 2021) como constatado por Choi et al. (2019), que mensurou
a média do total de custos médicos com a média do tempo de internacao de hospitais na Coreia
do Sul, apresentando um 6nus de 7.295 dolares/17 dias de internamento per capita do estudo.

Além disso, essas infec¢es nosocomiais por Candida spp. também apresentam outros
riscos correlacionados pos-episodio dessas fungemias, como o aparecimento de sequelas
graves, tal qual, comprometimento de 6rgaos, como coracgdo, cérebro e olhos, complicacdes
neuroldgicas decorrentes de meningites fungicas por Candida, endocardite, endoftalmite,
acometimento de articulagdes e faléncia renal (Colombo, Guimarées, 2003; Bassetti et al.,
2020).

Devido a alta heterogeneidade de infeccBes das espécies do género Candida e sua
distribuicdo geografica dispersa, as manifestagdes clinicas variam consideravelmente e sdo
imprecisas, podendo ser assintomaticas, apresentar sinais convencionais de infecces, como
febre minima, ou até mesmo em casos graves, o desenvolvimento de choque séptico (Clancy
et al., 2000; Pappas et al., 2018).

Ha& uma variedade de fatores enddgenos e exdgenos que promovem a crescente
incidéncia de infec¢des pelo género Candida (Frans et al., 1999; Scully, Fidel, 2021). Dentre
os fatores de risco incluem pacientes com idade avancgada, azotemia, hemodiélise, uso prévio
de antibidticos, nutricdo parenteral, transfusdo sanguinea, quimioterapia, cirurgias abdominais,
barreira mucosa danificada, entre outras (Frans et al., 1999; Yapar et al., 2011; Li et al., 2017,
Scully, Fidel, 2021). E a transmissibilidade hospitalar geralmente acontece horizontalmente,

via cateteres intravasculares, alimentacdo parenteral total, cateteres urinarios de demora,
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cateteres venosos centrais (incluindo Port-A-Cath ou cateter de Foley), e sondas gastricas de
demora (Kao et al., 1999; Pfaller, Diekema, 2007; Liu et al., 2017).

O método de diagnostico laboratorial padréo de infecgBes invasivas por Candida € a
hemocultura seguido da presenca de evidéncias empiricas dos sinais clinicos de infeccdo. No
entanto, esse teste de diagnostico apresenta fatores limitantes, como baixa sensibilidade de
resultados, e atraso na identificacdo da espécie isolada, que pode levar em média 2 dias ou mais
para a detecgdo do crescimento, 0 que acaba retardando o inicio do tratamento antifingico
apropriado, e essa intervencdo tardia esta associada significativamente alta morbidade e
mortalidade, podendo elevar essa taxa bruta de mortalidade em duas vezes em um atraso de
tratamento de 12-24h (Mikulska et al., 2012). Outros métodos de deteccdo que podem ser
utilizados nesses tipos de infec¢do séo os ensaios de deteccdo molecular em reagdes em cadeia
da polimerase (PCR) e testes soroldgicos com deteccdo de antigenos (Pappas et al., 2018).

2.1.1. Candida albicans

Tratando-se da espécie mais comum do género Candida, e importante do ponto de vista
clinico e epidemioldgico, C. albicans € uma levedura dipléide, saprobios, comensal natural da
microbiota humana e animal, presente no trato digestivo, urogenital, e na cavidade oral; porém
em determinadas condicdes, pode-se apresentar com um perfil altamente patogénico, como nos
casos das infecgOes sistémicas fatais. Atualmente, trata-se de uma das principais leveduras
patogénicas oportunistas (Giolo, Svidzinski, 2010; Khan et al., 2021).

Dentre as espécies de Candida capazes de se desenvolver reversivelmente tanto entre
células de levedura unicelulares (crescimento isotropico) e uma forma de crescimento
filamentoso pluricelular, as hifas e pseudo-hifas (crescimento apical), C. albicans e C.
tropicalis apresentam tal caracteristica, e por isso sdo definidas como polimorficas (Calderone;
Fonzi, 2001).

Ademais, esses microrganismos possuem uma grande capacidade adaptativa ao
extremos fisiologicos dentro do hospedeiro humano, como aderéncia a diferentes membranas
epiteliais oriundas de varios locais anatomicamente distintos e formacdo de biofilme,
dimorfismo na invasdo de tecidos, termotolerancia, evasdo do sistema imune, robusta produgéo
de exoenzimas hidroliticas, entre outras; tais fatores de viruléncia contribuem para a
patogénese, e tornam as espécies de C. albicans um dos agentes infecciosos de dificil
tratamento (Calderone; Fonzi, 2001; Mishra; Ali; Shukla, 2021).
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2.1.2. Candida tropicalis

C. tropicalis € uma levedura diploide, normalmente de reproducdo assexuada, porém
hé estudos que relatam a ocorréncia de parassexualidade entre duas células diploides formando
uma tetrapldide (Seervai et al., 2013), e polimdrfica, podendo apresentar-se na forma de células
de brotamento, pseudomicélio contendo conidios individualmente, e em raras situagdes,
apresentam hifas verdadeiras, igualmente como relatado nas espécies de C. albicans (Suzuki
etal., 1991; Kumar, Sharma, Prasad, 2021). Trata-se de uma espécie pertencente & microbiota
humana natural, normalmente presente na pele, sistema gastrointestinal, geniturinario e
respiratorio (Zuza-Alves et al., 2017), porém também é um patdgeno humano oportunista capaz
de causar infecgdes sistémicas graves (Webster; Odds, 1988; Takahashi et al., 2021).

Sua epidemiologia a classifica como a segunda espécie do género Candida mais
comumente isolada, com uma taxa de 22,7% dos casos relatados em muitos centros no Brasil
(Colombo et al., 2006; Costa et al., 2021), porém essa incidéncia fangica é significativamente
varidvel nas diferentes localizacdes geograficas, onde até entdo, sdo nas regides equatoriais que
possuem um maior nimero de casos (Ann Chai, Denning,Warn, 2010; Pereira et al., 2019),
podendo assegurar a possibilidade dos fatores clima, temperatura e grau de umidade sejam
determinantes para essa adaptacdo da espécie (Vogel et al. 2007; Lima et al., 2021).

C. tropicalis tem-se mostrado como um patégeno hospitalar, sobretudo, sendo
prevalente em pacientes em tratamento oncoldgico, apresentando como fatores de risco
associados a infeccdo a leucemia aguda, neutropenia e terapia antineoplasica (Ann Chai,
Denning, Warn, 2010; Dantas et al., 2020), entretanto, o seu alcance como agente patogénico
é amplo, sendo também responsavel por promover infec¢cdes oculares em pacientes (Dozier et
al., 2011; Chen et al., 2021), colonizar em préteses valvares mitrais provocando endocardites
(Nagaraja et al., 2005), bem como causar artrites sépticas (Vicari et al., 2003). Seu grau de
viruléncia e patogenicidade é bastante consideravel, possuindo uma alta disseminag¢do, como
constatado por e Khan et al. (2020), que, através de estudos comparativos entre espécies de
Candida, C. albicans e C. tropicalis, se mostraram altamente patogénicas.

Uma das preocupag¢fes mundiais no tratamento e manejo de infec¢Ges fangicas € o
surgimento crescente da resisténcia microbioldgica, tanto a resisténcia relacionada as classes
Unicas, quanto a multirresisténcia, o que leva, muitas vezes, ao fracasso terapéutico (Perlin,
Rautemaa, Alastruey, 2017). O termo “resisténcia” diz respeito a reducéo da suscetibilidade de
inibicdo de um microrganismo a um farmaco antifungico diante de analises in vitro, que
quantificam o valor das concentragdes inibitdrias minimas (CIM ou, do inglés Minimum

Inhibitory Concentration - MIC) dos isolados (Mayr, Lass-FIorl, 2011). Essa resisténcia pode
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ser de carater intrinseco (primario) quando 0 microrganismo possui naturalmente

caracteristicas de autoprotecdo sem nunca ter sido exposto a droga em questdo; ou de forma

adquirida (secundaria), quando o microrganismo que era previamente suscetivel, comeca a

apresentar um perfil de resisténcia apds o contato com a droga (Kanafani; Perfect, 2008).

Assim como C. albicans possui competentes mecanismos de resisténcia e viruléncia,

C. tropicalis similarmente, dispde de estratégias equipotentes, como formacdo de biofilme,

presenca de adesinas, polimorfismo, producdo de exoenzimas, entre outras (Ann Chai;
Denning; Warn, 2010; Zuza-Alves et al., 2017).

2.2 Tratabilidade comercial e os problemas existentes nos tratamentos

convencionais

O tratamento de infec¢Oes sistémicas pelo género Candida se baseia tanto na espécie

isolada quanto no perfil de susceptibilidade aos antifungicos. As classes de drogas tradicionais

para o tratamento das infeccGes possuem um repertorio antiflngico limitado, e sdo mostradas

na figura 1 com seus respectivos alvos moleculares. Sao elas:

Equinocandinas: Tem como representantes caspofungina, micafungina e
anidulafungina; Seu mecanismo de acédo se deve a inibicdo da enzima UDP-glucose -
(1,3)-D-glucano-p (3)-D-glicosiltransferase (ou 1,3-B-D-glucano sintase), que é
responsavel pela sintese de 1,3-B-D-glucano (BG), um polissacarideo especifico
presente em grandes concentracdes na parede celular de fungos que incluem as espécies
Candida, sendo responsavel pela rigidez da parede celular (Lipke; Ovalle, 1998;
Arendrup; Perlin, 2014). Tal inibi¢éo, provoca, por consequéncia, uma desestabilizagdo
da integridade da parede celular, causando uma reducdo na rigidez estrutural, o que
incapacita na resisténcia as pressdes osmaticas, promovendo a morte destes
microrganismos por lise celular (Prasad; Shah; Rawal, 2016). Porém, seu uso clinico é
restrito devido a sua baixa absorcdo oral, sendo disponivel apenas em formulagoes
endovenosas, e 0 seu espectro de acao é restrito entre algumas espécies de Candida e

Aspergillus (Denning, 2003).

Poliénicos: Como anfotericina B e formulagdes lipidicas de anfotericina B; possuem

como mecanismo de acgéo principal a formacdo de poros na membrana citoplasmatica
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do fungo através de ligacdes hidrofobicas nos esterdis fungicos (preferencialmente no
ergosterol), o que favorece a morte celular por extravasamento dos componentes
citoplasmaticos (Catalan; Montejo, 2006; Hamill, 2020). Embora essa classe de
farmaco apresente um amplo espectro de atividade, seu uso traz principalmente riscos
renais, acometendo as células tubulares, reduzindo a funcédo renal dos pacientes que
chegam a usar (Clements; Peacock, 1990; Luber et al., 1999; Bates et al., 2001).

Pirimidinas: Equivalido pelo composto sintético flucitosina (5-fluorocitocina; 5-FC);
Esse farmaco age na inibicdo da biossintese de DNA gracas a inibicdo da enzima
timidilato sintetase (enzima chave envolvida na sintese de DNA e na divisdo nuclear),
como também, atua na inibicdo da sintese protéica e modificacdo da sequéncia de
aminoacidos quando incorporado no RNA dos fungos, o que resulta em lise e morte
celular (Vermes et al., 2000). Porém, o uso desse composto como monoterapia tem sido
questionado devido ao surgimento de uma vertiginosa selecdo de resisténcia, toxicidade

e espectro limitado (Rang et al., 2011; Chandra; Ghannoum, 2017).

Alilaminas: Tem como drogas a terbinafina e naftifina. Trata-se de um inibidor da
producdo de ergosterol através de um bloqueio especifico e seletivo na enzima
esqualeno epoxidase, que é envolvida na sintese de ergosterol, gerando um acumulo de
esqualeno e reduzindo a producdo da biossintese de ergosterol, e interrompendo o
crescimento celular (Shear et al., 1991; Murray et al., 2014). Possui poucos efeitos
adversos, porém sua aplicacdo é limitada apenas ao tratamento de dermatomicoses
(Balfour; Faulds, 1992).

Derivados azélicos: Corresponde a maior classe de antifungicos, sendo representada
pelos compostos sintéticos como miconazol, fluconazol, voriconazol, cetoconazol,
itraconazol, voriconazol, e posaconazol; Tratam-se basicamente de inibidores da
biossintese do ergosterol atraves da inibigdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase,
presente no citocromo P450, sendo a responsavel pela oxidagdo da molécula do
lanosterol. Os azois possuem atomos de nitrogénio que se ligam ao grupo heme férrico
localizado no sitio regulatorio da lanosterol 14a-desmetilase, atuando assim como um
inibidor ndo competitivo, e essa inibi¢do causa o bloqueio da conversdo de lanosterol
em ergosterol (Sanglard et al., 1998). Possuindo um perfil toxico as células fangicas,

esse acumulo de lanosterol levard a uma desestabilizagdo que resultara em morte celular
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(Kelly; Arnoldi; Kelly, 1993). A grande desvantagem na utilizacdo é o seu carater
fungistatico (Vicente et al., 2003). Porém, de todos os compostos azélicos disponiveis,
0 mais prescrito € o fluconazol por ser um dos antifingicos de primeira linha no
tratamento de candidemia, estando na lista de medicamentos essenciais aprovados pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Kneale et al., 2016) devido ao seu 6timo perfil
de seguranca (mesmo em pacientes debilitados e com insuficiéncias renais),
estabilidade na formulacdo das varias apresentagcBes comerciais, boa penetracao
tecidual, absorcao oral confiavel, auséncia de interacdes medicamentosas importantes
e baixo custo de tratamento (Charlier, 2006). Outra problematica crescente é o
aparecimento de resisténcia natural e adquirida ao fluconazol, que foi relatada dentre
as especies de Candida, inclusive o surgimento de espécies multirresistentes, como é o
caso da Candida auris (Lockhart et al., 2016).

Célula fangica

Parede e membrana celular

- @ @ @5 pioteinas

Ergosterol

squaleno Anfotericina B | 8_Glucano sintase

Lanosterol Nistatina
Flucitosi o1
‘.@
) __E i di
Esqualeno 2, 3 epoxido e

Figura 1: Mecanismo de agdo dos agentes antifingicos comerciais e seus alvos de atuag&o.
Fonte: autor (2022), adaptado de Katzung et al. (2012).

2.3. Derivados tiofénicos, e 0 2-amino-tiofeno
Em 1883, Victor Meyer isolou pela primeira vez o tiofeno (Figura 2), uma molécula
bioativa heteroaromatica contendo enxofre como heteroatomo, e que possui formula molecular

C4HsS (Joule, Smith, 1972; Jha et al., 2012). Posteriormente, elucidou-se a presenca desta
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estrutura em diversos produtos naturais e compostos ativos que possuem atividades
farmacoldgicas notaveis, como analgésico e anti-inflamatério (Fakhr et al., 2008), anti-
hipertensivo (Russell et al., 1988), agente quimioterapico (Al-said et al., 2011; Dallemagne et
al., 2003), antimicrobiano (Ahmed, Nour, 1982; Ferreira et al., 2004), entre outros. Uma
propriedade que confere vantagens terapéuticas desse composto é a possibilidade de incorporar
a outros compostos heterociclicos, potencializando sua atividade biologica, como por exemplo,
as tienopirimidinas, que sdo antimetabolitos potenciais por serem andlogos estruturais de

purinas biogénicas (Jha et al., 2012).

/ A\

S

Figura 2: Estrutura quimica da molécula de tiofeno. Fonte: autor (desenhada no
software ChemOffice Cloud).

Devido ao crescente interesse farmacéutico em novas moléculas terapéuticas,
estratégias de composicdo e modificacdo molecular com um potencial ativo em alvos
biol6gicos expandiram a quimica medicinal, e a sintese de tiofenos também sofreu avancos.
Na segunda metade da década de 60, através de reacdes de condensacdo multicomponentes,
utilizando uma molécula de cetona ou aldeido, um composto com metileno ativo em meio
bésico, e acrescido do elemento enxofre, Karl Gewald obteve a molécula 2-aminotiofeno
(Figura 3) (Gewald, 1965; Gewald; Schinke; Béttcher, 1966). Trata-se de uma sintese quimica
com condicdes reacionais de baixa exigéncia, facilidade de isolamento do produto e rendimento
consideravel, e que ao longo dos anos, passou por varias técnicas de melhoramento dos seus
meios de produgdo para potencializar sua sintese, tais como: uso de liquido ibnico como suporte
solavel para a sintese (Hu et al., 2006), irradiacdo de microondas (Sridhar et al., 2007),
energia ultrassonica (Mojtahedi et al., 2010), inducao por energia solar (Mekheimer et al.,
2008), uso de PEG como solvente (Liang et al., 2014), utilizacdo de catalisadores de zedlitos

(Kurmach; Yaremov; Shvets; 2022), entre outros.
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Figura 3: Estrutura quimica da molécula de 2-amino-tiofeno. Fonte: autor (desenhada
no software ChemOffice Cloud).

Hoje, o ligante 2-amino-tiofeno compreende um conjunto interminavel de bibliotecas
de triagem com funcionalidades diversas, apresentando uma ampla gama de compostos
moleculares presentes em varios farmacos comerciais (Puterova et al., 2009), como Zyprexa®
(Olanzapina), Etizolam (Yoshitomi Pharmaceutical Ltda), Tinoridina (Yasuda et al., 1980),
com suas respectivas atividades farmacoldgicas: antipsicotico, ansiolitico, e anti-inflamatério
e analgésico nao esteroidal.

Propriedades antifungicas também foram descobertas oriundas de derivados de 2-
amino-tiofeno, como o composto de nomenclatura 2-[(3,4-dicloro-benzilideno)-amino] -5,6-
di-hidro-4H-ciclopenta[é]tiofeno-3-carbonitrila, com atividade fungicida em algumas espécies
de Candida, e em Criptococcus neoformans (Mendonga Junior et al., 2011; Guimaraes et al.,
2014); com também, os trés compostos: 3-Amino-4-imino-4H-tieno [3,4-c] [1] benzopirano,
3-Amino-4H-tieno [3,4-c] [1] benzopiran-4-ona e 3-Amino-4H-tieno [3,4-c] [1] naftopiran-4-
ona, que agem interferindo na sintese protéica no fungo dermatofito Microsporum gypseum
(Fogue et al., 2012); e o composto 2-amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila,
que combinado a quitosana, demonstrou atividade contra trés espécies de Candida (C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis) (Oliveira et al., 2022); entre outros.

Diante do limitado espectro de acdo dos antifungicos comerciais, bem como de suas
contra indicagOes, efeitos colaterais e evolugéo da resisténcia medicamentosa, a busca e
descoberta de novos farmacos que sejam tdo ou mais seguros e eficazes que 0s ja aprovados ao
uso se faz necessaria (Zida et al., 2016). Moléculas com 2-amino-tiofeno podem ser usadas
como precursores para o desenvolvimento de novos farmacos antifingicos (Forero et al.,
2011), do mesmo modo que o uso de terapias combinadas por meio de agentes antifingicos
que apresentem diferentes modos de acdo tem sido cada vez mais defendida e usada nos
tratamentos de infec¢des refratarias, conforme a ocorréncia crescente de uma eficacia reduzida
por parte dos agentes antifungicos comerciais atuais, aléem de suplementarmente, minimizar o
surgimento de resisténcia (Sussman et al., 2004).

Nesse contexto, propusemos investigar o potencial de oito derivados de 2-amino-

tiofeno frente a isolados clinicos de C. albicans e C. tropicalis no intuito de identificar novos
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agentes terapéuticos eficazes no combate de infecgbes fungicas, dificultando o

desenvolvimento do processo infeccioso.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar in vitro novos agentes com atividade antiflngica derivados de tiofeno, com
eficacia no combate de Candida albicans e Candida tropicalis, propondo novos candidatos a

prototipos de farmacos antifungicos.

3.2. Objetivos Especificos

e Selecionar os isolados clinicos de Candida albicans e Candida tropicalis;

e Revisar morfologicamente as culturas dos complexos C. albicans e C. tropicalis
isoladas de amostras clinicas depositadas na Micoteca URM/UFPE quanto as
caracteristicas macroscopicas e microscopicas (morfologia celular)

e Auvaliar a atividade antiflngica in vitro, e definir a Concentrag¢do Inibitoria Minima
(CIM) dos derivados de tiofeno;

e Auvaliar as possiveis alteracdes morfoldgicas intracelulares provocadas pelas drogas em

C. albicans e C. tropicalis por microscopia eletronica de transmisséo;

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento da pesquisa
Trata-se de um estudo de natureza bésica, laboratorial, in vitro, de carater transversal

prospectivo, experimental, cuja analise foi quantitativa e qualitativa.

4.2 Local da pesquisa
O presente estudo foi realizado no Laboratério de Micologia Médica Sylvio Campos,

localizado no Centro de Biociéncias (CB), e Laboratdrio de Microscopia Eletrénica (LME)
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do Instituto Keizo Asami (iLIKA), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Campus
| - Cidade Universitaria, Recife/PE.

4.3. Triagem e manutencéo dos isolados

A triagem dos isolados foi realizada segundo as espécies de Candida albicans e
Candida tropicalis, oriundos de amostras de pacientes de hospitais publicos do Recife — PE,
armazenados na Micoteca URM/UFPE, conforme tabela 1. Utilizou-se meio &gar Sabouraud

para reativacao, cultivo e manutencao das espécies.

Codigo Codigo Micoteca URM Espécie

GenBank

UEMB668 C. albicans
MWE29732 UEMBo668 C. albicans

UERMB667 C. albicans
MMWE29734 UBEMBOG9 C. albicans
MWEB61537 UEMEB368 C. albicans
MWE29742 UEMBAT0 C. tropicalis
MMWE29740 UERMEB377 C. tropicalis
MWE29743 UEMEB374 C. tropicalis
MWB29738 UERMB671 C. tropicalis
MMWE29739 UBMBAOT2 C. tropicalis

Tabela 1 — Rela¢do dos isolados selecionados apds triagem com seus respectivos
cddigos de identificacdo das espécies de Candida albicans e C. tropicalis.

4.4. Revisdo de Caracteristicas Macro e Micromorfologicas

As caracteristicas macromorfoldgicas foram avaliadas por método comum de cultivo,
apos inoculagdo e crescimento em placas de Petri (90 mm) contendo meio agar Sabouraud a
temperatura de 37°C apds 7 dias. A interpretagdo dos resultados foi realizada através de

avaliacdo morfovisual das distintas variantes apresentadas pelos isolados.

Para as caracteristicas micromorfologicas, analisando as células vegetativas como
critério taxondmico, foi realizado através de cultivo em lamina contendo meio agar Sabouraud,
a temperatura de 37°C. Apos 7 dias de incubacdo, as laminulas foram coradas utilizando
corante azul de Amann (lactofenol blue), e observados através de microscopia os diferentes
morfotipos celulares (globosa, subglobosa, elipsoidal, cilindrica, ovalada, alongada, ogival,

botuliforme ou lunata) (Cursino; Silva; Melo, 2017).
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4.5. Avaliacao da suscetibilidade antifungica in vitro dos isolados frente a derivados de
tiofeno

Para avaliar quantitativamente o espectro de acdo in vitro dos potenciais agentes
antimicrobianos contra os isolados fungicos, realizou-se o teste de suscetibilidade de
microdiluicdo em caldo frente aos derivados de tiofeno. O agente antifungico utilizado para o
controle do experimento foi o fluconazol (FLU). Para isso, utilizou-se o teste de suscetibilidade
pelo método de microdiluicdo em caldo (MDC) em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI), conforme as recomendacdes descritas no documento M27-A3 do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI®, 2008).

- Preparo e padronizacéo dos in6culos

Os indculos foram preparados em 5ml de solucdo salina esterilizada, a partir das
culturas de Candida albicans e Candida tropicalis, subcultivadas em meio agar Sabouraud
dextrose por 24h (overnight). A padronizagdo da concentragdo do inéculo foi programada
através de mensuracdo da transmitancia por espectrofotémetro, que corresponde a turvacao
equivalente de uma solucdo-padrdo 0,5 da escala de McFarland no comprimento de onda de
530nm, configurando uma suspensdo numa concentracéo entre 1x10° a 5x10° células/mL. Em
seguida, as suspensdes contendo os indculos foram diluidas numa proporcdo de 1:100 em
salina, e posteriormente, na propor¢cdo de 1:20 no meio RPMI-1640, resultando numa
suspensédo na concentragdo de 5x102 a 2,5x108 (Figura 4).

Transmita
2\ g =  nca- =% —
McFarland
Cultura 0,5 ( - Diluics :
. Suspend 530nm): iluicao :08060000 \
24ha Repique er em - 1:100 com 500000000000
3°C da SmL de 1;(1?0:1 salina; - Concentra
cultura solugo rélu)l(aq/ml Diluigéo ¢do final:
salina T 1:20 com 5x102 a
meio RPMI 2 5x103

Figura 4: Preparagédo do inoculo de leveduras segundo a metodologia do CLSI.

- Compostos derivados de tiofeno e seus preparos
Os derivados de tiofeno utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo Laboratério de
Sintese e Vetorizagdo de Moléculas (LSVM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).



29

Foram testados os seguintes derivados: 6EST, 6EST-ACET, SB44, 6CN-Me, 7CN12, LNNO3,
SB83, SB200. Esses oito compostos foram pesados em balanca analitica de precisdo dentro de
eppendorfs. A proporcdo seguida para solugdo estoque foi de 3200mg da droga / 1mL dos
solventes, sendo solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) e etanol, e diluidos em meio
RPMI-1640 até a obtencdo das concentracbes de testes de 400 a 0,78125ug/mL. A
concentracdo final de DMSO nas dilui¢bes foi inferior a 5%, conforme recomendactes
descritas na literatura, dado que concentra¢des acima de 20% se tornam tdxicas para as células
(Farias et al., 2018). Manteve-se a temperatura ambiente por 24 horas antes do ensaio.

- Meio de cultivos
Utilizou-se o0 meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) com adigéo de L-glutamina
e sem bicarbonato de s6dio, tamponado com acido 3-[N-Morfolino] propanosulfénico (MOPS;
Sigma-Aldrich) num pH 7,2-7,4. Para esterilizacdo, filtrou-o utilizando um sistema de filtracdo

a vacuo com membrana PES 0.22 pum.

- Procedimentos do teste de suscetibilidade antifangica in vitro

A experimentacdo do teste de suscetibilidade foi executada em capela de fluxo laminar.
Utilizou-se placas de microtitulacdo planas de 96 pog¢os, nos quais 0s oito derivados de tiofeno
foram diluidos sequencialmente em meio RPMI-1640 para a obtencdo das concentracdes de
400 a 0,78125ug/mL, e em cada poco, foram adicionadas aliquotas de 100uL das suspensdes
celulares. Montou-se ainda o controle de esterilidade do meio (controle negativo) e o controle
de crescimento do indculo fangico (controle positivo). Ao final, as placas foram vedadas, e
incubadas a 35°C. As leituras de determinacdo da concentracgdo inibitéria minima (CIM) foram
executadas visualmente entre 24 e 48h. E considerou-se para os valores para a CIM aqueles
que inibiram 100% o crescimento quando comparados com o controle. Na validagdo do método
utilizado no teste de suscetibilidade antifingica, para checar fatores como deterioracéo
significativa do agente antifungico, entre outros, foi realizado analises com duas cepas de
controle de qualidade, C. parapsilosis ATCC® 22019, e C. albicans ATCC® 14053 (cepas
consideradas aceitaveis), e uma cepa referéncia, C. tropicalis ATCC® 750 (cepa util para
realizar estudos de referéncia), que se mostraram de acordo com as recomendacdes,
apresentando um MIC para fluconazol dentro do intervalo aceito pelo documento M27-A3 do
CLSI.
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4.6. Analise ultraestrutural de alteracGes morfoldgicas e estruturais

A verificacao de provaveis aspectos da influéncia sobre as estruturas celulares fungicas
provocados pelos derivados de tiofeno foi conduzida através de microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Apds os resultados da analise da sensibilidade antifingica, foi realizado
um ensaio com as células de duas linhagens de leveduras (URM8668 e URM8377), onde dividiu-
se as células tratadas em concentragcdes subinibitorias das drogas e células ndo tratadas
(controle negativo). Seguiu 0 método de Karnovsky (1965) para preparar as amostras para
microscopia de transmissao. As células foram recuperadas atraves de centrifugagdo em tubos
de eppendorf de 1,5 mL para a separacdo e retirada do meio de cultura, prosseguindo com
sucessivas lavagens com tampdo fosfato-salino (PBS) a 0,1M e pH 7.1, e posterior fixacdo das
estruturas celulares utilizando solucdo de Karnovsky (mistura de glutaraldeido a 2,5% e
formaldeido a 4%, pH 7.2, em tampéo cacodilato de sédio a 0,1 M, pH 7,4) (Karnovsky, 1965).
Apds 24h no fixador, efetuou-se sucessivas lavagens com tampao cacodilato, e ao final,
adicionou-se o tetroxido de 6smio (pds-fixador e contraste) na proporcdo 1:1 Osmio 1% +
tampdo Cacodilato 0,1M por 2 horas, na auséncia de luz, e temperatura ambiente. Mais uma
sequéncia de lavagens com tampéo cacodilato é executada, e por fim, inicia-se a etapa de
desidratacdo da amostra adicionando acetona a 30% por 15 minutos. Esse processo prossegue
em mais quatro etapas, variando a concentracdo de acetona em 50, 70, 90 e 100% (pura), e
mais 5 etapas misturando proporc¢des de acetona + resina do tipo epoxi (Epoxy Embedding
Medium kit - Sigma-Aldrich) em estado liquido (proporcGes de 4:1; 3:1, 2:1; 1:1; 1:2) até a
adicdo da resina pura a amostra. Fez-se a inclusdo desta resina em formas de silicone (etapa de
emblocamento), e manteve em estufa a 60°C. Apds a formacdo do bloco de resina, o material
foi cortado em seccBes ultra finas utilizando um ultramicrétomo, corados com acetato de
uranila e citrato de chumbo para o contrate, e analisados através de bombardeamento de

elétrons no Microscopio Tecnai Spirit Biotwin G2/FEI (Figura 5) da Fiocruz-PE.
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Figura 5: Microscopio Eletrénico de Transmissdo modelo Tecnai Spirit Biotwin G2 /
Marca FEI. Fonte: autor (2023).

4.7. Analise estatistica

O registro dos dados foi feito na forma de banco de dados do Microsoft Office Excel -
Windows, e analisados por meio de estatistica descritiva, através de tabelas. As CIMs foram
expressas pelas médias geométricas para facilitar as comparagdes das atividades dos
compostos. As diferencas entre as médias foram comparadas utilizando o teste de ANOVA
(apos verificacdo da distribuicdo normal dos dados), seguidos pelo teste post-hoc de Tukey,
sendo consideradas diferencas significantes no nivel de 95% (P < 0,05), com o auxilio do
software GNU-PSPP® versdo 1.6.2. Os graficos foram gerados utilizando os programas Origin
Pro. Para todos os testes realizados neste trabalho, foram utilizados experimentos em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Revisdo das Caracteristicas Macromorfologicas

Analisando os aspectos morfologicos das col6nias de cepas de C. albicans e C.
tropicalis, submetidas as mesmas condi¢fes ambientais, constatamos o surgimento de
morfologias amplamente variadas, conforme descritos por Slutsky, Buffo, Soll (1985) e
Phongpaichit, Mackenzie, Fraser, (1987), elucidados na figura 6. Para ambas espécies, a
coloracdo variou de branco-leitoso a cor creme; de aspecto Umido, viscoso, cremoso, aveludado
e seco; brilhosos e opacos; margens inteiras, onduladas, lobuladas e cotonosas; e estrutura da
superficie das col6nias variadas: semi-lisa, anelada, crateriforme, celebriforme e rugosa, porém

um unico fenotipo ndo foi expresso: a forma lisa.

Essas diferentes morfologias em espécies de Candida tém sido apontadas supostamente
como fatores que oferecem maiores condigcdes de variabilidades adaptativas em diferentes
ambientes dentro daquelas populacdes (Soll, 2009), e isso contribuiria para sua patogénese
(Franca et al., 2011; Gow et al., 2017). Essas alteragdes morfologicas sdo reversiveis,
espontaneas e independem de sinais externos (Soll, 1992), e ja foram observadas em C.
albicans (Slutsky et al., 1985; Soll et al., 1993), C. tropicalis (Soll et al., 1988), C. parapsilosis
(Lott et al., 1993), C. lusitaniae (Yoon et al., 1999) e C. glabrata (Lachke et al., 2000, 2002).

Franca e colaboradores (2011), utilizando de analises ultraestruturais da arquitetura de
colénias com diferentes morfologias, constataram existir uma diferenca na estrutura e
composicdo interna dos diferentes fendtipos de colbnias. Em populagdes que apresentaram
arquiteturas mais complexas, como em anel e rugosas, houve a presenca de material
extracelular exclusivamente nas areas de depressdes dessas colbnias, o que infere sobre a
possibilidade desse material contribuir para a formacdo e manutencdo da arquitetura desses
fenotipos em colbnias de Candida. Alem disso, esse material extracelular também foi
correlacionado a contribuicdo da constituicdo do biofilme, que em colénias com estruturas mais
simples, como € o caso do fenotipo liso, a formacdo do biofilme ndo foi tdo expressiva;

enquanto os fendtipos mais complexos formaram os maiores biofilmes.
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C. albicans

C. tropicalis

Figura 6: Colénias de cepas de C. albicans e C. tropicalis isoladas de casos clinicos
apresentando diferentes morfologias, a temperatura de 37°C, por 7 dias. Fonte: autor
(2022).

5.2. Revisdo das Caracteristicas Micromorfoldgicas

Por tratar-se de um género que apresenta como uma de suas caracteristicas bioldgicas
o polimorfismo, a avaliacdo da morfologia celular é outro alvo marcante das pesquisas nessa
area. Muito se especula a respeito dessa alternancia fenotipica celular, alegando que essa
capacidade de alternar entre as formas de levedura, hifas e pseudo-hifas sdo fatores que
garantem vantagens de alguma maneira para a viruléncia (Sudbery; Gow; Berman, 2004;
Hirakawa et al., 2015).

De modo geral, leveduras podem apresentar diferentes morfotipos celulares, como
globosa, subglobosa, elipsoidal, cilindrica, ovalada, alongada, ogival, botuliforme, semilunata
e triangular (Kurtzman et al., 2011), porém, as formas mais comumente encontradas em
espécies de Candida, e obtidas neste trabalho conforme consta na figura 7, indiferentes entre
as espécies e especimes, sdo os fendtipos ovais a oblongos, com grande presenca de
brotamentos (Jones, 1990), e que segundo Sudbery, Gow e Berman (2004), essa morfologia

celular auxilia na disseminacao do fungo pela corrente sanguinea.
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C. albicans

Figura 7: Morfotipos celulares de espécies de Candida albicans e Candida tropicalis,
num aumento de 400x. Fonte: autor (2022).

Outro morfotipo encontrado de forma excepcional, apenas na estirpe 07am, foram as
células opacas, que sdo um pouco maiores e mais oblongas do que as células convencionais,
como mostra na Figura 8, descritas pelo sistema de Comutagdo Branco-Opaco em Candida
albicans. Trata-se de uma mudanca epigenética, reversivel, que transforma as células
assexuais, ditas como brancas, em células competentes para o acasalamento sexual (opacas)
(Prasad, 2017). Essa mudanca € vista como uma estratégia de sobrevivéncia: as células brancas
sdo geralmente mais robustas do que as células opacas, o que auxiliaria na manutengdo da

linhagem celular até o momento apropriado para o acasalamento (Miller; Johnson; 2002).
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Figura 8: Células opacas de Candida albicans coradas com azul de Amann, em um
aumento de 400x. Fonte: autor (2022).

5.3. Teste de susceptibilidade antifungica in vitro

A avaliacdo da suscetibilidade antifingica dos isolados frente aos derivados de tiofenos
foi realizada através da determinacdo das ConcentracBes Inibitdrias Minimas (CIM),
considerando uma inibicdo de 100%. Dos oito compostos testados, trés apresentaram uma
inibicdo significativa do crescimento fungico. Para os demais compostos, ndo houve atividade

nas concentragdes testadas. A tabela 2 exibe os resultados da CIM dos isolados frente aos

compostos.
CIM (ng/mL)
Strains. SBS3 SB200 SB44 TCN12 LINNO03 6CIN- 6EST 6EST- FLU
ME ACET

v URMSBe66 =400 =400 =400 =400 =400 100 6.25 50 8
E URMRBO6E =400 =400 =400 =400 =400 400 50 =400 025
= URMRB368 =400 =400 =400 =400 =400 =400 23 =400 4
5 URMSE669 =400 =400 =400 =400 =400 200 125 400 0.5

URMSB667T =400 =400 =400 =400 =400 100 125 50 0.5
) URMSB670 =400 =400 =400 =400 =400 200 25 400 0.5
"EE URMSS671 =400 =400 =400 =400 =400 200 100 200 4
= URMSE672 =400 =400 =400 =400 =400 400 25 200 0.5
g URMSB377 =400 =400 =400 =400 =400 400 200 =400 32
%] URMSB374 =400 =400 = 400 =400 =400 400 100 400 64
8 14053 =400 =400 =400 =400 =400 25 6.25 12,5 0.5
= 750 =400 =400 =400 =400 =400 200 200 200 1
- 22019 =400 =400 =400 =400 =400 6,25 6.25 12,5 2

Atividade inibitdria dentro da faixa de concentragdo testada;

Tabela 2 — Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) em pg/mL dos derivados
de tiofeno e Fluconazol (FLU), frente aos Isolados oriundos de casos clinicos de C. albicans
e C. tropicalis.
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Fluconazol (FLU) alcangou uma CIM que variou de 0,25 ng/mL a 64 pg/mL em todas
as espécies, 0 composto 6CN-ME atingiu CIMs de 70,7 ug/mL a >400 pg/mL para C. albicans,
e 141,4 ung/mL a 282,8 ng/mL para C. tropicalis, o composto 6EST-ACET apresentou um
CIMs de 35,3 ug/mL a 282,8 ug/mL para C. albicans, e 141,4 pg/mL a 282,8 pg/mL para C.
tropicalis, e por fim, o composto 6EST obteve valores de 8,4 a 35,3 pg/mL para C. albicans,
e 17,3 a 141,4ug/mL para C. tropicalis, respectivamente, conforme pode-se ver no gréafico 1,
as média geométrica dos resultados das CIMs dos derivados de tiofeno testados, e analise da
variancia entre os grupos. Os demais compostos apresentaram um CIM maior que a maxima

concentracdo testada.

C. albicans
g{; tropicalis
*e
400 - =400
3004 ab ab ab b
2828 2828 282,8 282,8
Q
= 200 -
ahb
141.4 —+
T 14
100 - 141, =
70,7 |
a
35,3 J 35.3
° | 1
BCN-Me 6EST 6EST-ACET OUTROS

Gréfico 1 - Média geométrica dos resultados das CIMs dos derivados de tiofeno
testados, e analise da variancia entre 0s grupos.

Comparando aos trabalhos de Vasconcelos e colaboradores (2013), que testaram
atividade antifingica do composto timol (2-isopropil-5-metil-fenol) em cepas de C. albicans,
obtiveram um CIM caracterizada pela auséncia total de atividade celular de 350pg/mL,
mostrando um perfil de inibicdo menor do que os compostos de tiofenos. Caiana et al. (2020),
submeteram a testes antifungicos o composto benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

enopiranosideo contra espécies de Candida, onde obtiveram um resultado de CIM de
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1024pg/mL para as espécies de C. albicans, e >1024ug/mL para uma estirpe de C. tropicalis.
Ja Cruz e colaboradores (2018), através de analises de derivados hidrazino-tiazolicos, também
submetidos a teste de susceptibilidade em isolados clinicos de C. albicans, as quatro
substancias testadas apresentaram valores menores de CIM, de 0,125 a 16,0 pg/mL,

apresentando um perfil de inibicdo maior do que os compostos de tiofenos.

Alguns estudos demonstram o potencial dos derivados do tiofeno como agentes
antifungicos contra espécies de Candida. Por exemplo, Zhou et al. (2015-2016), que
pretendendo desenvolver compostos com atividade antifingica melhorada contra Candida
albicans, sintetizou uma série de derivados de tiofeno e avaliou sua atividade antifingica. Os
autores descobriram que varios dos compostos exibiram atividade antifungica significativa,
com alguns exibindo atividade comparavel a do farmaco controle fluconazol, apresentando
valores de MIC variando de 8 a 128 pg/mL. Da mesma forma, Nandi et al. (2017) sintetizou
uma série de derivados de 1,2,3-triazol a base de tiofeno e avaliaram sua atividade antifangica
contra varias cepas de fungos, incluindo Candida albicans. Os autores descobriram que varios
dos compostos exibiram atividade antiflngica potente contra Candida albicans, com alguns

mostrando atividade superior a das drogas de controle, exibindo MICs de 4 a 32 pg/mL.

Nos trabalhos de Yang e colaboradores (2016-2018), testou-se 0s compostos derivados
de tiofeno-2,5-dicarboxamida, tiofeno-2,4-dicarboxamida e hidrazida do &cido tiofeno-2-
carboxilico, que exibiram potentes atividades antifingicas contra Candida albicans e Candida
tropicalis, com MICs variando de 0,125 a 8 pg/mL, 0,5 a 8 pg/mL e 1 a 8 pug/mL
respectivamente. Eles também mostraram baixa citotoxicidade para células hepaticas humanas,
indicando um bom potencial como uma nova classe de compostos antifingicos seguros e

eficazes.

5.4. Analise ultraestrutural de alteracdes morfoldgicas e estruturais

Com o processamento de imagens através da microscopia eletronica de transmisséo
(MET) é possivel evidenciar os aspectos das influéncias dos compostos de tiofeno testados
sobre a ultraestrutura celular das linhagens submetidas a estudo, e elucidar os mecanismos de

acdo dessas drogas.
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Como mostra na Figura 9, as leveduras controle de C. albicans e C. tropicalis
apresentam-se intactas, com sua integridade de parede e membrana celular, além da

preservacgao de sua area citoplasmatica.

Candia’a albicans

Figura 9: Micrografia das leveduras controle de C. albicans e C. tropicalis sem
alteraces ultra estruturais, apresentando sua integridade de parede e membrana celular, além

da preservacao de sua area citoplasmatica [nucleo (N), nucléolo (nu)]. Fonte: autor (2023).

Em contrapartida, as células submetidas ao tratamento com os derivados de tiofeno
mostraram-se estruturalmente alteradas em comparacdo com o controle (Figuras 10). No
composto 6-EST, podemos ver anormalidades celulares em ambas as espécies. C. tropicalis
apresentou na sua ultraestrutura, o surgimento de varias invaginacdes na membrana plasmatica,
0 que claramente se supde que houve um estresse de membrana capaz de provocar um
descolamento da parede celular conforme vemos na Figura 10 D-E. Em leveduras de C.
albicans, o dano celular foi expresso, além das invaginacdes na membrana plasmaética,
conjuntamente, ocorreram o aparecimento de uma morfologia incomum na parede celular e na
membrana nuclear, desorganizacéo e formacao de vacuolos do conteddo citoplasmatico (Figura

10 A-C). Para o composto 6CN-Me, C. tropicalis exibiu uma grave morfologia distorcida,
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chegando a perda de sua forma celular normal (Figura 11). Na espécie C. albicans, ndo foi
possivel obter imagens de microscopia para 0 composto 6CN-Me; acreditamos que o material

celular foi insuficiente para os cortes da amostra.

Candida albicans

Figura 10: Micrografia das leveduras de C. albicans (A-C) e C. tropicalis (D-E)
quando submetidas ao composto 6EST. (A-B) C. albicans evidenciando invaginac¢des na
membrana plasmatica (setas), conjuntamente, ao aparecimento de uma morfologia anormal
na parede celular (C-setas) e na membrana nuclear [nacleo (N), nucléolo (nu)],
desorganizacao e formacao de vacutolos do contetdo citoplasmatico (circulo). (D-E) C
tropicalis exibiu invaginacdes na membrana plasmatica (CM) e parede celular (CW) (setas)

[nucleo (N), reticulo endoplasmético (RE)]. Fonte: autor (2023).
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Figura 11: Micrografia das leveduras de C. tropicalis quando submetida ao composto
6CN-Me evidenciou graves deformacdes, chegando a descaracterizar sua forma celular
normal. Fonte: autor (2023).

Além dessas anormalidades ultraestruturais, notamos que ndo houve registros de
brotamentos nas micrografias submetidas aos tratamentos, o que pode ser um indicio de um
blogueio na replicacdo celular; todavia, tal descoberta carece de mais analises.

Ao compararmos tais resultados com relatos da literatura cientifica, estas alteracoes e
distorgdes na estrutura celular s&o comuns entre as classes de medicamentos recomendados e
disponiveis para tratamento do género Candida, como é o caso do fluconazol, que possui um
perfil de microscopia similar, apresentando enrugamento da superficie lisa da parede celular e
depressdes, cavitacdo e colapso ultraestruturais na membrana (Liss; Letourneau, 1989;
Dornelas-Ribeiro et al., 2012 ), bem como a anfotericina B e 0 miconazol, que mostraram um
desequilibrio dinamico e instavel da célula ao desestabilizar a membrana plasmatica (Grela et
al., 2019; De Nollin; Borgers, 1975). Da mesma forma, novos estudos propondo tratamentos
inéditos também demonstraram semelhancas nos resultados microscopicos, como é o caso do
tratamento com peptideos antimicrobianos plantaricina em C. albicans que apresentou
descontinuidade e ruptura na membrana celular, encolhimento protoplasmatico, morfologia
irregular da célula e regido nuclear, e vacuolizacdo (Sharma; Srivastava, 2014), entre outras.

Assim como os poliénicos, que consistem de moléculas anfifilicas, capazes de diminuir

a fluidez da membrana, aumentando a propensdo a poros e levando a morte celular
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(Vandeputte; Ferrari; Coste, 2012), e a classe dos antifungicos azolicos, que exercem uma
atuacdo direta na deplecéo de ergosterol, causando deterioragcdes na estrutura e funcionamento
na membrana, inibindo o crescimento celular (Lupetti et al., 2002), as suas eficicias séo
comprovada através de estudos de mecanismo de agéo.

Em estudos avaliando os possiveis mecanismos de acdo de alguns compostos derivados
de tiofeno, moléculas compostas de hidrato de hidrazina e tiofenos substituidos que
apresentaram atividade antifngica contra cepas de fungos, incluindo Candida albicans, com
valores de MIC variando de 0,125 a 1,0 pg/mL, atraves de analises de ancoragem molecular
para examinar a interagdo dos compostos com o local ativo da enzima fungica lanosterol 14a-
demetilase (CYP51). Esses estudos de docking molecular sugeriram que os derivados do
tiofeno podem interagir com o sitio ativo do CYP51, inibindo assim sua atividade. Essa
interacdo pode envolver a formacdo de pontes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas entre os
derivados do tiofeno e os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo do CYP51. A
lanosterol 14a-demetilase € uma enzima chave envolvida na biossintese do ergosterol, que é
um componente essencial da membrana celular flngica. A inibicdo do CYP51 resulta na
deplecdo dos niveis de ergosterol, levando ao rompimento da membrana celular flngica e
subsequente morte celular, resultando em atividade antifingica contra espécies de Candida
albicans (Abdelwahab et al., 2020).

Contudo, ainda custa elucidar a nivel molecular, a farmacodinamica da acdo exata e seu
espectro de especificidade fangica dos derivados de tiofeno apresentados neste trabalho.
Pesquisas futuras sdo necessarias para propor os mecanismos moleculares completos de acao
que expliquem a eficacia no combate aos fungos, bem como sua farmacocinética, garantindo

uma grande oportunidade para introducéo de novas terapias.

Até o presente momento, constatamos que este trabalho se trata do primeiro a utilizar
de microscopia eletrbnica de transmissdao (TEM) para estudar a atividade antifungica de

derivados do tiofeno contra espécies de Candida.
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6. CONCLUSAO

Entdo, de acordo com o0s objetivos apresentados, é possivel concluir que:
- As cepas de Candida albicans e C. tropicalis apresentaram morfotipos de colonias

variadas, independente da espécie, com excec¢do da auséncia da forma lisa;

- Pela andlise microscopica, a morfologia celular foi indiferente entre as espécies, e
espécimes testadas.

- Os derivados de tiofeno 6CN-Me, 6EST e 6EST-ACET apresentaram atividade
inibitoria contra os isolados clinicos de C. albicans e C. tropicalis;

- As analises micrograficas evidenciam que os compostos derivados de tiofeno testados

tiveram efeitos pronunciados na ultraestrutura celular de C. albicans e C. tropicalis.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos evidenciaram que derivados de tiofeno podem possuir capacidade
antifangica contra espécies patogénicas de Candida, podendo ser boas alternativas como
terapias de controle de crescimento e combate. A gravidade das infecgdes provocadas por
Candida, o aumento de casos de resisténcia, conjuntamente com a limitada disponibilidade de
medicamentos, agrava a urgéncia em desenvolver novas classes de farmacos. Porém, analises
complementares ainda necessitam serem realizadas para demarcar os limites e possiveis
otimizacGes que tais drogas podem sofrer a fim de encontrar um medicamento seguro, com
atividade potente especifica para patégenos fingicos, menos tdxicos, ou com comportamento
farmacocinético aperfeicoado.

Tais resultados sinalizaram a possibilidade de futuros estudos envolvendo esta classe
de moléculas, que caracterizem e elucidem os mecanismos de acdo e ampliem seu espectro de

acdo contra outras espécies de fungos.
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APENDICE - ANALISE ESTATISTICA

CNEWAY /VARIABLES= MIC BY Grupo
/STATISTICS=DESCRIPTIVES HOMOGENEITY .

Descritivas
95% Cunﬁdence_lnter\.fal for Mean
Grupo | N | Média | Desvio padrao | Erro padrdo | Intervalo inferior | Intervalo superior | Minimo | Maximo
MIC 1 5 | 193,12 144,47 64,61 13,73 372,51 70,70 | 400,00
2 2 17,10 12,46 297 1,63 32,57 8,40 35,30
3 5 | 230,68 184,66 82,58 1,39 458,97 35,30 | 400,00
4 5 | 226,24 77,45 34,64 130,08 322,40 | 141,40 | 282,80
5 3 74,16 44,13 19,74 19,36 128,96 17,30 | 141,40
] 5 | 249,08 109,82 49,11 113,32 386,04 | 141,40 | 400,00
Total 30 | 165,16 135,35 24,71 114,62 215,71 8,40 | 400,00
Test of Homogeneity of Variances
Estatistica de Levene | dfl | df2 | Sig.
MIC 839 | 524 [,000
ANOVA
Soma dos quadrados | df | Mean Square F Sig.
MIC Between Groups 2307590 3 46151,79 | 3,69 | ,013
Within Groups 3005346 24 12522 27
Total 5312935 ] 29
ONEWAY /VARIABLES= MIC BY Grupo
/STATISTICS=DESCRIPTIVES HOMOGEWEITY
/POSTHOC=TUKEY .
Descritivas
95% Confidence Interval for Mean
Grupo | N | Média | Desvio padrdo | Erro padrdo | Intervalo inferior | Intervalo superior | Minimo | Maximo
MIC 1 5 | 193,12 144,47 64,61 13,73 372,51 70,70 | 400,00
2 3 17,10 12,46 2,97 1,63 32,57 8,40 35,30
3 5 | 230,68 184,66 82,58 1,39 458,97 35,30 | 400,00
4 5 | 226,24 77,45 34,64 130,08 322,40 | 141,40 | 282,80
5 5| 74,16 44,13 19,74 19,36 128,96 | 17,30 | 141,40
] 5 | 249,08 109,82 49,11 113,32 386,04 | 141,40 | 400,00
Total 30 | 165,16 135,35 24,71 114,62 215,71 8,40 | 400,00
Test of Homogeneity of Variances
Estatistica de Levene | dfl | df2 | Sig.
MIC 8,39 5| 24 ,DDD_
ANOVA
Soma dos quadrados | df | Mean Square F Sig.
MIC Between Groups 230759,0 | 5 46151,79 | 3,69 |,013
Within Groups 3005340 | 24 12522 27
Total 5312935 ] 29




Multiple Comparisons (MIC)

57

95% Confidence Interval

(1) Family (1) Family | Mean Difference (I-J) | Erro padrdo | Sig. | Intervalo inferior | Intervalo superior
Tukey HSD 1 2 176,02 70,77 | ,168 42,81 394,85
3 37,56 70,77 | ,994 -256,39 181,27

4 33,12 70,77 | 997 -251,95 185,71

3 118,96 70,77 | 957 09,87 337,79

& -50,50 70,77 | 965 -275,39 162,27

2 1 -176,02 70,77 | ,168 394,85 42 81
3 -213,58 70,77 | 059 432,41 5,25

4 -209,14 70,77 | 067 427,97 9,69

3 -97,06 70,77 | 904 -275,89 161,77

& -232,58 70,77 | ,033 451,41 -13,75

3 1 37,50 70,77 [ /594 -181,27 256,39
2 213,58 70,77 | ,059 -5,25 432,41

4 4 44 70,77 | 1,000 -214,39 223,27

5 156,52 70,77 | 269 62,31 375,35

& -19,00 70,77 | 1,000 -237,83 199,83

4 1 33,12 70,77 | 997 -185,71 251,95
2 209,14 70,77 | 067 -9,69 427,97

3 4,44 70,77 | 1,000 223,27 214,39

3 152,08 70,77 | 297 66,75 370,91

& -23,44 70,77 | 999 -242,27 195,39

3 1 -118,96 70,77 [ 1257 -337,79 09,87
2 57,06 70,77 | 904 -161,77 275,89

3 -156,52 70,77 | ,269 -375,35 62,31

4 152,08 70,77 | 297 -370,91 66,75

& 175,52 70,77 | 170 304,35 43,31

& 1 56,56 70,77 | 965 -162,27 275,39
2 232,58 70,77 | ,033 12,75 451,41

3 19,00 70,77 | 1,000 -199,83 237,83

4 23,44 70,77 | ,999 -195,39 242,27

5 175,52 70,77 | ,170 43,31 304,35
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