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RESUMO 

 

O gênero Candida compreende um grupo com diversas espécies de leveduras, 

que podem ser comensais ou patogênicas para os seres humanos. Nos últimos 

anos, há um aumento no número de infecções ocasionadas por espécies de 

Candida, como também o crescimento no número de cepas resistentes aos 

antifúngicos convencionais utilizados na prática clínica, assim, limitando a 

disponibilidade de opções para o tratamento e contribuindo para um pior 

prognóstico do paciente. Além disso, esses antifúngicos apresentam significativa 

toxicidade e efeitos colaterais, como também variação em sua eficácia frente às 

espécies. Desta maneira, torna-se fundamental a pesquisa por novas moléculas 

que possuam eficiente inibição contra o crescimento fúngico, especialmente, de 

cepas resistentes. Nesse contexto, os derivados tiofenos são compostos 

heterocíclicos que possuem atividade in vitro contra espécies de leveduras e 

fungos filamentosos. Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo 

avaliar o potencial farmacológico de novos compostos derivados de tiofeno frente 

às espécies de Candida, estocados na Coleção de Culturas Micoteca URM/UFPE. 

Para a análise, foram selecionados 25 isolados das espécies de Candida. Em 

seguida, os isolados foram semeados em Meio Ágar Sabouraud e realizadas a 

autenticação taxonômica das espécies através do sequenciamento parcial do 

gene da região LSU 28S do rDNA.  Bem como, foram submetidos aos testes de 

susceptibilidade antifúngica frente ao fluconazol e aos compostos derivados de 

tiofeno (6CN, 7CN, 5B200 e 7CN12) pelo método de microdiluição em caldo para 

a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), como também, o teste 

de tabuleiro de xadrez, no qual foram testados ambos em associação, para a 

determinação da Concentração Inibitória Fracionada (FIC). Além disso, foi 

realizado a visualização das estruturas celulares fúngicas por meio da microscopia 

eletrônica de transmissão para análise dos prováveis aspectos de ação 

ocasionados pelos derivados tiofeno. A identificação molecular demonstrou que 

mais de 60% das espécies foram divergentes da identificação fenotípica prévia. 

Para os testes com o fluconazol, constataram 5 isolados resistentes de Candida 

não-albicans. Os compostos 6CN e 7CN foram os derivados tiofenos que 

apresentaram resultados mais significativos de inibição do crescimento fúngico, 

com variações de CIM entre 16µg/mL à 1024 µg/mL. A ação do fluconazol em 



combinação com os compostos 6CN e 7CN demonstraram interação sinérgica em 

mais de 60% e 80% dos isolados, respectivamente. A visualização no microscópio 

eletrônico de transmissão demonstrou alterações celulares como irregularidades 

da membrana plasmática e nuclear, espessamento da membrana plasmática e 

intensa vacuolização do citoplasma. Portanto, conclui-se que as cepas de 

Candida albicans apresentaram sensibilidade ao fluconazol e as espécies 

Candida pseudohaemulonii, Candida haemulonii e Candida parapsilosis stricto 

sensu apresentaram resistência. Ademais, foi verificado que os compostos 

derivados de tiofeno testados demonstraram maior ação fungistática do que 

fungicida. A interação sinérgica entre as moléculas evidenciou que a associação 

dos dois compostos resultou em um efeito maior de inibição do crescimento 

fúngico do que a inibição apresentada individualmente. A microscopia eletrônica 

de transmissão demonstrou que os derivados tiofenos apresentaram ação 

significativa na estrutura da célula fúngica, com visualização pela primeira vez da 

ocorrência de intensa vacuolização citoplasmática, indicando apoptose celular.  

 

Palavras-Chaves: Candida; antifúngicos; tiofenos; azóis; PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The Candida genus comprises a group of diverse yeast species, which can be 

commensal or pathogenic to humans. In recent years, there has been an increase 

in the number of infections caused by Candida species, as well as an increase in 

the number of strains resistant to the conventional antifungal drugs used in clinical 

practice, thus limiting the availability of treatment options and contributing to a 

worse prognosis for the patient. In addition, these antifungals have significant 

toxicity and side effects, as well as varying efficacy from species to species. This 

makes it essential to search for new molecules that can efficiently inhibit fungal 

growth, especially resistant strains. In this context, thiophene derivatives are 

heterocyclic compounds that have in vitro activity against yeast species and 

filamentous fungi. Based on the above, the aim of this study was to evaluate the 

pharmacological potential of new compounds derived from thiophene against 

Candida species stored in the URM/UFPE Mycotheque Culture Collection. For the 

analysis, 25 isolates of Candida species were selected. The isolates were then 

seeded on Sabouraud agar medium and the taxonomic authentication of the 

species was carried out through partial sequencing of the LSU 28S rDNA gene.  

They were also subjected to antifungal susceptibility tests against fluconazole and 

thiophene-derived compounds (6CN, 7CN, 5B200 and 7CN12) using the broth 

microdilution method to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), as 

well as the checkerboard test, in which both were tested in combination to 

determine the Fractional Inhibitory Concentration (FIC). In addition, the fungal cell 

structures were visualized using transmission electron microscopy to analyze the 

probable aspects of action caused by the thiophene derivatives. Molecular 

identification showed that more than 60% of the species differed from the previous 

phenotypic identification. The tests with fluconazole found 5 resistant isolates of 

Candida non-albicans. Compounds 6CN and 7CN were the thiophene derivatives 

that showed the most significant results in inhibiting fungal growth, with MIC 

variations between 16µg/mL and 1024 µg/mL. The action of fluconazole in 

combination with compounds 6CN and 7CN showed synergistic interaction in more 

than 60% and 80% of the isolates, respectively. Visualization under the 

transmission electron microscope showed cellular alterations such as irregularities 

in the plasma and nuclear membranes, thickening of the plasma membrane and 



intense vacuolization of the cytoplasm. It can therefore be concluded that the 

Candida albicans strains showed sensitivity to fluconazole and the Candida 

pseudohaemulonii, Candida haemulonii and Candida parapsilosis stricto sensu 

species showed resistance. In addition, it was found that the thiophene-derived 

compounds tested showed greater fungistatic action than fungicidal action. The 

synergistic interaction between the molecules showed that the combination of the 

two compounds resulted in a greater inhibition of fungal growth than the inhibition 

presented individually. Transmission electron microscopy showed that the 

thiophene derivatives had a significant effect on the structure of the fungal cell, 

with intense cytoplasmic vacuolization being seen for the first time, indicating cell 

apoptosis. 

 

Keywords: Candida; antifungals; thiophenes; azoles; PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As infecções fúngicas tornaram-se um importante problema de saúde pública, 

devido ao expressivo aumento no número de casos, como também, o crescimento de 

cepas resistentes (Perlin et al., 2017; Verma; Prasad, 2022). As espécies de Candida 

são fungos heterotróficos que necessitam de energia através da lise de moléculas 

orgânicas, principalmente, carboidratos. Reproduzem-se de forma assexuada por 

meio de brotamento (Tortora et al., 2000). São fungos que podem ser comensais ou 

patogênicos, devido a condições favoráveis de desequilíbrio microbiano ou alterações 

no sistema imunológico do hospedeiro, podem se comportarem como patógenos 

oportunistas (Bongomin et al., 2020). 

O gênero Candida é constituído por cerca de 200 espécies de leveduras, que 

ocasionam infecções fúngicas tanto superficiais como sistêmicas, sendo as de maior 

interesse médico as espécies: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida 

parapsilosis, Candida glabrata, Candida Krsusei, Candida lusitaniae e Candida auris.  

Dentre essas espécies, a C. albicans é a espécie mais comumente associada a 

quadros de infecções fúngicas. Entretanto, recentemente tem sido observado um 

aumento no crescimento de infecções fúngicas hospitalares ocasionadas por espécies 

de Candida não-albicans (Costa, 2020; Rather et al., 2021). 

A identificação é comumente realizada através de métodos fenotípicos, como 

a cultura. No entanto, há métodos mais rápidos e precisos, como métodos 

moleculares, por exemplo, a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) que utiliza 

enzimas sintéticas ou inibidores (primers) para amplificação exponencial de 

sequências específicas. E o método por espectrometria de massa que utiliza o 

equipamento MALDI-TOF, produz um perfil proteico exclusivo de cada microrganismo, 

comparando com base de dados para identificação das espécies (Hassanopour et al., 

2023; Maldonado et al., 2017; Siller-Ruiz et al., 2017). 

As espécies de Candida expressam diversos fatores de virulência que auxiliam 

seu potencial de infecção, como a transição da fase leveduriforme para filamentosa, 

as enzimas hidrolíticas, as proteinases e os mecanismos de evasão do 

reconhecimento do sistema imunológico (Lopes; Lionakis, 2022; Bohner et al., 2022). 

Devido à sua plasticidade, algumas espécies possuem grande capacidade de 

desenvolverem resistência aos antifúngicos. Fatores como períodos prolongados de 

internação e tratamento, a formação de biofilme, a mutação ou super expressão de 
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enzimas alvos dos fármacos e a ativação de genes que codificam as bombas de 

efluxo, favorecem o desenvolvimento da resistência antifúngica (Revie et al., 2018). 

Para o tratamento de infecções sistêmicas, atualmente, existem três grupos de 

antifúngicos mais utilizados na prática clínica. A classe dos polienos, representados 

principalmente pela anfotericina B, a classe das equinocandinas, representadas pela 

caspofungina, anidulafungina, micafungina e rezafungina, a classe dos azólicos, 

representado principalmente pelo fluconazol (Borges et al., 2021). 

Destes agentes antifúngicos, o fluconazol é a terceira opção terapêutica 

segundo recomendação da ANVISA, sendo o antifúngico da classe dos azólicos mais 

utilizado na prática clínica devido a boa absorção oral, o amplo espectro de ação e 

baixo custo (Paramythiotou et al., 2014). Porém, apesar da boa tolerância nos 

pacientes, pode ocasionar hepatotoxicidade. Devido a sua ação fungistática, com 

inibição do crescimento fúngico, mas, sem eliminá-los definitivamente, ao decorrer do 

tratamento o fungo pode desenvolver resistência ao antifúngico. Outro fator limitante 

da utilização deste composto é a existência de cepas de Candida com resistência 

intrínseca aos derivados azólicos (Berkow; Shawn, 2018; Mcmanus; Shah, 2019; Xisto 

et al., 2017).  

Diante desse contexto, tornou-se relevante o desenvolvimento de novos 

compostos com potencial antifúngico para o tratamento de infecções fúngicas. O 

tiofeno é uma molécula bioativa presente em diversos compostos ativos com 

aplicações significativas no campo medicinal, como atividades antimicrobianas, 

antioxidantes, anticancerígenas e antituberculose (Bozorov et al., 2017). Dentre essas 

atividades, as propriedades antifúngicas também foram destacadas, sendo 

compostos com potencial promissor como agentes antifúngicos para aplicações 

terapêuticas. Algumas moléculas demonstraram ser capazes de inibir espécies 

fúngicas, como dermatófitos, Epidermophyton e Trichophyton, como também, 

leveduras do gênero Candida (Neves et al., 2019; Li et al., 2021; Vieira et al., 2021). 

Sendo assim, o estudo teve como objetivo avaliar o potencial antifúngico de 

compostos derivados de tiofeno, com o intuito de alcançarem inibição do crescimento, 

principalmente, de cepas resistentes de espécies de Candida através da análise da 

atividade antifúngica in vitro. Além disso, realizar autenticação taxonômica por meio 

da identificação molecular dos isolados e análise ultraestrutural da ação das 

moléculas na célula fúngica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 GÊNERO Candida  

O gênero Candida compreende um grupo de fungos que apresentam algumas 

espécies comensais da microbiota humana, colonizando a superfície da pele e 

mucosas, como as do trato gastrointestinal e trato urogenital, como também, inclui 

fungos patogênicos. Em condições de desequilíbrio microbiano ou alterações no 

sistema imunológico, favorecem essas espécies se tornarem patógenos oportunistas, 

desencadeando infecções fúngicas (Borgomin et al., 2020). 

Como outros fungos, são microrganismos eucariontes heterotróficos que 

necessitam obter energia através da lise de moléculas orgânicas, principalmente de 

carboidratos, como glicogênio (Tortora et al., 2000). Reproduzem-se de forma 

assexuada por meio de brotamento. Possuem uma parede celular constituída por três 

principais polissacarídeos β-glucana (β-1,3 glucana e β-1,6 glucana), manoproteínas 

e quitina. Sendo a camada mais interna formada por glucana e quitina, enquanto a 

camada mais externa por manoproteínas. É uma estrutura importante para 

sobrevivência do fungo, que apresenta diversas funções, como proteção física, 

estabilidade osmótica, suporte de enzimas, adesão celular, barreira de 

permeabilidade e promove transporte de nutrientes para o citoplasma, garantindo a 

integridade, metabolismo e o crescimento celular (Fleuri et al., 2008; Barbosa et al., 

2020). Além disso, possui a membrana citoplasmática, constituída de fosfolipídeos, 

por proteínas enzimáticas e ergosterol (Antunes et al., 2020). 

Macroscopicamente, essas leveduras apresentam colônias cremosas, 

brilhantes ou opacas, com colorações que variam do branco ao creme, mas que 

também podem apresentar tonalidades que variam do marfim ao vermelho (Penã, 

2021). Na microscopia, na fase leveduriforme apresentam células com formato oval 

ou arredondadas, geralmente apresentando brotamentos, os blastoconídios. Na fase 

filamentosa exibem estruturas alongadas que podem ser pseudo-hifas ou hifas 

verdadeiras (Rocha et al., 2021). 

Constituído por cerca de 200 espécies de leveduras, sendo as de maior 

interesse clínico, agentes patogênicos que ocasionam infecções fúngicas tanto 

superficiais como sistêmicas, as espécies como Candida albicans, Candida tropicalis, 

Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida Krsusei, Candida lusitaniae e 

Candida auris. Dentre essas espécies, a C. albicans é a mais frequente associada ao 
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quadro de infecções fúngicas. No entanto, a prevalência de colonização e infecções 

fúngicas hospitalares causadas por espécies de Candida não-albicans demonstram 

um crescimento expressivo nas últimas décadas, com taxas superiores a 50% das 

infecções não superficiais ocasionadas pelo gênero. Algumas espécies foram 

reclassificadas para outros gêneros, como a C. lusitaniae, nomeada para Clavispora 

Lusitaniae. Entretanto, como eram espécies pertencentes ao gênero e ocasionam 

infecções equivalentes a candidíase, portanto, ainda são tratadas como espécies de 

Candida pela área médica (Costa, 2020; Rather et al., 2021; Miceli; Díaz; Lee, 2011; 

Pappas et al., 2018). 

Estudos recentes demonstram um crescente aumento das infecções invasivas 

ocasionadas por fungos do gênero Candida no ambiente hospitalar, principalmente, 

em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). Como relatado em estudo de Arendrup e 

Patterson (2021), que as infecções fúngicas causadas por espécies de Candida 

correspondem a cerca de 70% das infecções fúngicas em UTIs. Sendo, cerca de 80% 

das infecções fúngicas hospitalares ocasionadas por C. albicans (Matsuno et al., 

2021). 

A espécie Candida albicans é uma levedura comensal da microbiota humana, 

mas que em determinadas condições, pode se tornar um agente patogênico, sendo 

uma das principais leveduras patogênicas oportunistas (Khan et al., 2021; Kashem et 

al., 2015). É um fungo polimórfico que se apresenta na forma leveduriforme no estado 

saprofítico, com blastoconídios, que são essenciais para a disseminação no ambiente 

e hospedeiro, como também, apresentam a forma filamentosa no estado patogênico, 

com psudo-hifas ou hifas verdadeiras, que são fundamentais para adesão e invasão 

tecidual no hospedeiro (Alvares et al., 2007). Além disso, possui alta capacidade 

adaptativa aos extremos fisiológicos do organismo humano, aderência a diferentes 

membranas epiteliais, formação de biofilme, dimorfismo na invasão dos tecidos, 

termotolerância, evasão do sistema imune, produção de exoenzimas hidrolíticas, que 

são fatores que contribuem para sua patogênese e a tornam um patógeno de 

complexo tratamento (Mishra; Ali; Shukla, 2021). Devido a esses fatores de virulência, 

é o principal agente etiológico de candidíase em pacientes adultos e pediátricos 

(Pappas et al., 2018). 

Candida auris ou Candidozyma auris, nova nomenclatura com base na sua 

recente reclassificação para outro gênero. Foi isolada pela primeira vez do canal 

auricular externo de paciente no Japão em 2009 (Liu et al., 2024; Satoh et al., 2009). 
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Porém, já é considerada um patógeno emergente causador de surtos nosocomiais de 

candidíase invasiva (Ruiz-Gaitan et al., 2018). Apresenta em sua morfologia 

blastoconídios isolados, em pares ou agrupados, porém, também podem apresentar 

diversos fenótipos morfológicos em resposta a diferentes condições de cultivo, como 

ovóides, elipsoidais ou alongadas e variação nas cores de suas colônias, que variam 

em tons de rosa claro, rosa escuro, bege e roxo (Sikora et al., 2023; Cortegiani et al., 

2018). A formação de hifas e pseudo-hifas é mais rara, diferente das outras espécies 

de Candida, que possuem a capacidade de formar estruturas filamentosas na fase 

patogênica. No entanto, altas concentrações de cloreto de sódio (>10%Nacl) induzem 

a formação de estruturas semelhantes a pseudo-hifas (Chaves et al., 2021). Em 

virtude dessa espécie possuir a capacidade de crescimento à temperatura de 42ºC, 

assim, essa característica de maior tolerância térmica à diferencia das outras 

espécies, como também, indica uma mudança morfológica adaptativa à condições 

estressantes (Casadevall et al., 2019; Wang et al., 2018). Além disso, tem a 

capacidade de ser transmitida de um paciente para o outro, indicando resistência ao 

sistema imune inato, bem como, sobrevivência na pele humana e aderência às 

superfícies, como equipamentos médicos, durante semanas e resistência à alguns 

desinfetantes (Eyre et al., 2018). Apresenta uma resistência antifúngica adquirida que 

pode abranger as três classes antifúngicas mais utilizadas, os polienos, os azóis e as 

equinocandinas, sendo mais de 90% das cepas resistentes ao fluconazol, tal como, 

podem ser multirresistentes às classes de antifúngicos (Ostrowsky et al., 2020). 

O Complexo Candida haemulonii compreende leveduras patogênicas 

oportunistas emergentes, constituída pelas espécies C. haemulonii stricto sensu C. 

duobushaemulonii, C. haemulonii var.vulnera, C. vulturna, C. pseudohaemulonii e C. 

khanbhai. A Candida auris é uma espécie filogeneticamente relacionada a este 

complexo, visto que pertencem ao mesmo clado, Metschnikowiaceae, assim, 

compartilham características como adesão à materiais protéticos, mudança fenotípica 

e resistência a múltiplos medicamentos (Ramos et al., 2020; Gade et al., 2020). As 

espécies pertencentes a esse complexo apresentam como característica importante 

a transição fenotípica, visto que podem apresentar uma morfologia que varia de 

colônias lisas e redondas à colônias com coloração branca, violeta e rosa, em resposta 

às condições de cultura (Deng et al., 2021; Ramos et al., 2015). Também possuem a 

capacidade de formação de biofilmes de diferentes biomassas em vários tipos de 

superfícies, como dispositivos médicos internos, incluindo cateteres vasculares, 
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urinários, nasoentéricos e nasogástricos (Ramos et al., 2020). Ainda são considerados 

fungos patogênicos de ocorrências raras em infecções fúngicas em seres humanos, 

no entanto, são espécies que podem causas infecções tanto superficiais como 

sistêmicas (Gómez-Gaviria et al., 2023).  

Candida lusitaniae foi isolada pela primeira vez em 1959 como Candida obtusa, 

mas em estudos posteriores a identificaram como C. lusitaniae, no entanto uma 

característica incomum, a produção de ascósporos clavados permitiu propor ser 

realocada para outro gênero, assim, atualmente sendo reclassificada como Clavispora 

Lusitaniae (Kidd et al., 2023; Pappagianis et al., 1979; Rodrigues de Miranda, 1979). 

É um fungo dimórfico que apresenta células leveduriformes ovóides, elipsoidais ou 

alongadas e colônias cremosas e macias, característica comumente encontrada 

também em outras espécies de Candida. Porém, não forma hifas verdadeiras, apenas 

psudo-hifas, além do dimorfismo está relacionado, principalmente, pela resistência à 

anfotericina B. (Hawkins et al., 2003; Zhang et al., 2012). É um patógeno oportunista 

nosocomial emergente de baixa frequência e suscetível aos antifúngicos 

convencionais, no entanto, algumas cepas podem apresentar resistência a múltiplos 

fármacos, como a anfotericina B e ao fluconazol, devido a estar filogeneticamente 

associada a espécie C. auris (Munõz et al., 2018; (Zhang et al., 2010). 

Candida famata é um fungo comensal que inicialmente foi isolado de ambientes 

marinhos, seu principal habitat, mas, também pode ser encontrada em outras fontes 

naturais e produtos alimentícios, como queijos e laticínios. Sendo reclassificada como 

Debaryomyces hansenii (Breuer; Harms, 2006; Quiros et al., 2006; Pfaller; Diekema, 

2007). É uma levedura osmotolerante, halotolerante e xerotolerante (Sharma et al., 

2005). É uma espécie capaz de se desenvolver em condições extremas com altos 

níveis de sal ou pH alcalino, como também, possui alta atividade respiratória e baixa 

atividade fermentativa (Navarrete et al., 2021; Sánchez et al., 2006). Além disso, 

apresenta um potencial como agente de controle biológico contra fungos patogênicos, 

como os encontrados em frutas, carnes, laticínios e cerais (Medina-Córdova et al., 

2018). São fungos que já foram utilizados para produção de produtos industrializados, 

como xilitol, trealose e vitaminas lipossolúveis (Navarrete; Martínez, 2020). Pode 

ocasionar infecções fúngicas como candidemia e candidíase invasiva (Pfaller; 

Diekema, 2007; Pisa et al., 2008). Também apresentam resistência aos antifúngicos 

convencionais que dificultam o tratamento de infecções sistêmicas causadas por essa 

espécie (Pfaller et al., 2003). 
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Candida rugosa, foi nomeada pela primeira vez como Mycoderma rugosa, mas, 

atualmente foi reclassificada como Diutina rugosa (Moretti et al., 2000). Apresenta 

fenotipicamente a formação de colônias enrugadas que variam da cor branca ao 

creme e blastoconídios e pseudo-hifas (Hoog et al., 2000). É uma levedura rara como 

agente causador de doenças infecciosas fúngicas, sendo comumente encontrada em 

fontes ambientais (Pfaller et al., 2006). No entanto, tem sido relatada como causa de 

alguns casos de candidemia em pacientes graves (Singh et al., 2011). Além da 

candidemia, alguns isolados podem ocasionar infecções no trato respiratório, pele e 

peritonite (Paredes et al., 2012). Também é um dos agentes causadores da mastite 

bovina, que é uma das principais doenças em vacas (Scaccabarozzi et al., 2011). 

Candida intermedia, reclassificada como Sungouiella intermedia, é uma 

levedura que pode ser encontrada na superfície de queijos e na cavidade orofaríngea 

humana, sendo raramente relatada em infecções fúngicas em seres humanos (Melo 

et al., 2004). No entanto, essa espécie é relatada em estudo de Sheng et al (2010) 

como um possível patógeno com capacidade de ocasionar fungemia associada a 

pacientes em uso de cateteres com nutrição parenteral ou intravenosa por períodos 

prolongados. Possui um potencial de fabricação de células, como a produção de 

etanol, xilitol e proteína unicelular a partir da xilose derivada de biomassa 

lignocelulósica, como também, tem sido usada para biorremediação de lactose 

encontrada no soro de queijo industrial secundário e produção de peptídeo 

antimicrobianos para preservação de vinhos (Geijer et al., 2020; Wu et al., 2018; 

Yonten; Aktas, 2014; Peña; Ganga, 2019). 

Candida tropicalis são leveduras dimórficas com células elipsoidais em 

brotamento ou como um pseudomicélio, com estruturas longas e ramificadas com 

conídios isoladamente, em cadeias curtas ou grupos, também podem formar hifas 

verdadeiras (Ann Chai et al., 2010). Apresentam macroscopicamente colônias que 

variam de tons de branco ao creme, com textura cremosa, lisa e podem apresentar 

bordas levemente enrugadas (Kurzman et al., 2011). Em comparação com as outras 

espécies, são mais frequentemente resistentes aos antifúngicos da classe dos triazóis 

(Fan et al., 2017). É uma das espécies mais comuns que causam infecções fúngicas 

em pacientes de UTIs, sendo frequentemente relatada em candidemias e candidíases 

invasivas. Pode ocasionar infecções sistêmicas mais persistentes do que a C. albicans 

e uma maior taxa de mortalidade do que as outras espécies, como também, 
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caracteriza-se pela alta capacidade de formação de biofilmes (Zuza-Alves et al., 

2017). 

O complexo Candida parapsilosis é composto pelas espécies C. parapsilosis 

stricto sensu, C. e a C. metapsilosis (Tavanti et al., 2005). São leveduras que 

apresentam células em forma oval, redonda ou cilíndrica e colônias em tons de branco 

ao creme, concêntrica, lisa ou cratera. Não formam hifas verdadeiras, apenas 

crescendo como levedura ou pseudo-hifas (Trofa et al., 2008). Possuem significativa 

incidência em ambientes hospitalares, sendo um dos principais patógenos 

oportunistas causadores de infecções fúngicas em UTIs (Guo et al., 2021; Rolling et 

al., 2021; Mamali et al., 2022). Essas espécies podem apresentar resistência aos 

azóis, como o fluconazol, mas também resistência intrínseca as equinocandinas. 

Possuem alta capacidade de formação de biofilmes em superfícies orgânicas ou 

inorgânicas, como em materiais inanimados, assim sobrevivendo no ambiente, 

estimulando altas taxas de colonização em ambientes hospitalares, ocasionando 

disseminação hospitalar por meio de transmissão de paciente para paciente através 

do contato com os profissionais da saúde (Branco et al., 2023; Diaz-Garcia et al., 2021; 

Zhai et al., 2020). 

 

2.2 MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO 

A identificação de espécies de Candida pode ser realizada através de métodos 

fenotípicos, por meio da visualização das características morfológicas, microscópicas 

ou macroscópicas, como também pelo perfil bioquímico. A caracterização morfológica 

consiste na presença de blastoconídios, hifas ou pseudo-hifas e em espécies como 

C. albicans, pode ocorrer a presença de clamidoconídios. Macroscopicamente, as 

colônias podem variar de coloração branca ao creme e o seu aspecto pode ser 

pastoso, brilhoso ou opaco com textura lisa ou levemente rugosa. A caracterização do 

perfil bioquímico ocorre por assimilação de nitrogênio e carboidratos (auxanograma), 

fermentação de carboidratos (zimograma), ausência de urease e presença de tubo 

germinativo (Colombo et al., 2013). O meio de cultura CHROMagar Candida é um 

meio seletivo que proporciona a identificação rápida de forma pressuposta de algumas 

espécies do gênero, sendo as espécies reconhecidas devido a produção de cor nas 

colônias através de reações enzimáticas específicas. Apresentam variedade nos tons 

de coloração, como por exemplo, a C. albicans e C. tropicalis que exibem, 

respectivamente, as cores verde e azul (Barbedo; Sgarbi, 2010). Também há sistemas 
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de identificação de leveduras disponíveis comercialmente baseados em testes 

fenotípicos, como o Vitek 2, que testam a capacidade metabólica dos microrganismos 

por meio da assimilação de carbono, álcool e outros compostos, além de avaliar a 

capacidade de crescimento em diferentes condições de pH e temperatura (Jamal et 

al., 2014).  

A identificação molecular por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é um 

método in vitro que se utiliza enzimas sintéticas ou iniciadores (primers) para 

amplificação exponencial de sequências específicas de ácido desoxirribonucleico 

(DNA) ou de ácido ribonucleico (RNA). Associados ao sequenciamento genético tem 

proporcionado identificação das espécies de forma precisa e mais rápida. Além disso, 

métodos auxiliares como os testes de susceptibilidade antifúngica desempenham 

relevância para orientação do tratamento. Destacam-se a microdiluição em caldo e a 

difusão em disco, que permite avaliar a resistência aos antifúngicos, desse modo, 

auxiliando na conduta médica para escolha da terapia mais apropriada para cada 

paciente (Hassanopour et al., 2023; Ribeiro et al., 2011). O método por MALDI-TOF é 

um sistema que utiliza a espectrometria de massa para gerar um perfil proteico único 

de cada microrganismo e compara com uma base de dados para identificação da 

espécie, proporcionando resultados com rapidez e precisão (Maldonado et al., 2017; 

Siller-Ruiz et al., 2017). 

 

2.3 MECANISMOS DE VIRULÊNCIA 

Os mecanismos de defesa do hospedeiro agem harmoniosamente sobre a 

microbiota bacteriana natural, permitindo o crescimento comensal de microrganismos 

como Candida, no entanto, ao ter mudanças no sistema de defesa ou do ambiente 

ecológico do hospedeiro, favorecem esses fungos se desenvolverem como espécies 

patogênicas (Rabaan et al., 2023). As espécies dimórficas, como C. albicans, 

apresentam a transição da forma de levedura para a forma de hifa, um importante 

fator associado à sua virulência, em conjunto com vários outros fatores, como adesão 

que promove a fixação das células fúngicas às células do hospedeiro, enzimas 

hidrolíticas, como proteinases, que aumentam a propriedade de adesão e possibilita 

a destruição do tecido e moléculas responsáveis pela modulação das funções das 

células imunes (Lopes; Lionakis, 2022; Bohner et al., 2022) 

As espécies de Candida evoluíram em conjunto com os seres humanos e 

desenvolveram estratégias para evadir do reconhecimento do sistema imunológico, 
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assim, não estimulando a resposta inflamatória. Como exemplo, o mecanismo de 

evasão da C. albicans, que para esquivar-se do reconhecimento pelos fagócitos, 

realiza o mascaramento da camada β-1,3-glucano da parede celular fúngica com 

manoproteínas. Essa camada β-1,3-glucano induz a resposta pró-inflamatória 

(Gantner et al., 2005; Gow et al., 2007). Outra tática de evasão, compreende as 

proteases aspárticas que destroem componentes do sistema imune inato, como a 

lactoferrina salivar, a lactoperoxidase, a catepsina D, complemento, interleucina-1β e 

α 2- macroglobulina (Naglik et al., 2004).  

Além disso, Miramón e colaboradores (2013) relata que a C. albicans pode 

produzir filamento ao serem fagocitadas por fagócitos, causando perfuração dessas 

células de defesa, permitindo que o patógeno escape. Além da capacidade de 

filamentar, C. albicans também expressa fatores de virulência como a formação de 

biofilme e a produção de exotoxinas, a candidalisina. Esta produzida a partir do gene 

HYR1 quando está na forma invasiva, desempenhando um papel crucial nas infecções 

mucosas e sistêmicas, por ativarem as células de defesa do sistema imune inato. A 

candidalisina possui a capacidade de interação com a membrana celular das células 

do hospedeiro, ocasionando poros e consequentemente danos à membrana 

plasmática (Naglik et al., 2019). Ademais, outra estratégia dessa espécie é a 

piroptose, uma morte celular programada parcialmente dependente da morfogênese 

das hifas, causando a morte dos macrófagos após a infecção fúngica, reagindo de 

maneira rápida e robusta ao estresse oxidativo (Vylkova; Lorenz, 2017; Roetzer et al., 

2011). 

Ao ser ativada a resposta imune do hospedeiro, macrófagos, neutrófilos e 

células fagocíticas combatem as células fúngicas produzindo altos níveis de oxigênio 

reativo e óxido nítrico, ocasionando um estresse oxidativo e nitrosativo. Dessa 

maneira, a ativação de respostas antioxidantes é uma das principais estratégias do 

patógeno ao ser fagocitado. C. albicans, C. tropicalis e a C. parapsilosis expressam a 

proteína Yap1 que é responsável pelo sistema antioxidante, como também pela 

produção de energia e metabolismo de carboidratos (Pais et al., 2016). A 

reprogramação do metabolismo de carboidratos e aminoácidos é outra característica 

envolvida na evasão dos fagócitos por espécies de Candida patogênicas, visto que as 

condições dentro das células fagocitárias são escassas de nutrientes, principalmente, 

fontes de nitrogênio e aminoácidos (Pérez-Delos; Riego-Ruiz, 2016). 
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Os neutrófilos sãos as células predominantes do sistema imune inato, 

responsáveis pelo controle de patógenos fúngicos. Como estratégia para destruição 

dos fungos, realiza a fagocitose ou liberação de NETs (Neutrophil Extracellular Traps). 

(Branzk et al., 2014). Entretanto, foi relatado que os neutrófilos não conseguem 

realizar a fagocitose ou liberar NETs que consigam eliminar a espécie C. auris, ao 

contrário do que ocorre em espécies como C. albicans, sugerindo um mecanismo de 

evasão da C. auris ainda não elucidado (Jhonson et al., 2018). Em estudo de Navarro-

Arias et al. (2019), observaram que a C. auris estimulou minimamente a produção de 

TNFα, IL-6, IL-1β ou IL-10 em humanos, quando comparado a outras espécies como 

C. tropicalis, desta maneira, este poderia ser um possível mecanismo de evasão do 

sistema imunológico inato desta espécie. 

 

2.4  MECANISMOS DE RESISTÊNCIA 

Um dos principais problemas de saúde pública para o tratamento e manejo de 

colonização e infecções fúngicas tem sido o expressivo crescimento da resistência 

fúngica, tanto a resistência associada às classes individuais como a multirresistência 

(Perlin et al., 2017). O termo resistência é utilizado para designar a redução da 

susceptibilidade de inibição de um fungo por um fármaco antifúngico. Essa resistência 

pode ser de forma intrínseca (primária), quando o fungo possui naturalmente 

características de autoproteção mesmo sem ter sido exposto ao fármaco ou de forma 

adquirida (secundária), quando o fungo é previamente exposto ao fármaco e após o 

contato começa a expressar um perfil de resistência (Kanafani, Perfect, 2018). 

Devido à sua plasticidade, algumas espécies de Candida possuem grande 

capacidade de desenvolverem resistência aos antifúngicos. Fatores como períodos 

prolongados de internação e tratamento, a formação de biofilme, a mutação ou super 

expressão de enzimas alvos dos fármacos e a ativação de genes que codificam as 

bombas de efluxo, favorecem o desenvolvimento da resistência antifúngica (Revie et 

al., 2018). 

Um dos mais importantes mecanismos de resistência de algumas espécies de 

Candida é a formação do biofilme. Os biofilmes são eficientes em resistir ao sistema 

imunológico, aos antifúngicos, como também à alguns agentes de desinfecção, desta 

forma, protege e dificulta a eliminação do fungo, possibilitando as infecções serem 

mais resistentes e recorrentes (Ziccardi et al., 2015). Na espécie C. albicans, mais de 

mil genes são responsáveis por administrar a formação de biofilme, sendo constituído, 
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principalmente, por seis reguladores de transcrição mestre, como Efg1, Bcr1, Brg1, 

Ndt80, Tec1 e Rob1 (Chong et al., 2018). Para que ocorra a formação do biofilme, 

estão envolvidas várias etapas, como a adesão das células fúngicas ao substrato, a 

proliferação dessas células, síntese de matriz extracelular e formação das hifas que 

promovem a fixação das células proliferadas. A matriz extracelular, envolvendo as 

células fúngicas, entra em contato com as células imunes. Composta por proteínas 

em abundância, seguida por carboidratos, lipídios e outros materiais genéticos 

(Sharma et al., 2024). 

Dentre os mecanismos de resistência, também se destacam alterações 

estruturais na enzima lanosterol 14α-desmetilase, é a enzima alvo dos fármacos da 

classe dos azóis, codificada pelo gene ERG11, sendo esta a forma de resistência mais 

relatada em espécies de Candida, ocasionando a redução da afinidade do fármaco 

pelo alvo, assim, limitando seu potencial de ação. Também pode ocorrer a regulação 

positiva do gene ERG11 devido às mutações em genes reguladores, como o UPC2 e 

superexpressão de bombas de efluxo codificadas pelos genes CDR1 e MDR1 (Lima 

et al., 2022; Wang et al., 2021). São também colaboradores da resistência, as 

proteínas de membrana responsáveis pelo transporte de substâncias através da 

membrana celular que constituem as bombas de efluxo, que fazem parte da 

superfamília de ligação de ATP (ABC) e dos principais facilitadores (MFS) (Sharma et 

al., 2024). 

Variações na quantidade de cópias, como aneuploidia de cromossomos inteiros 

e amplificações de curto alcance, também são modificações no genoma que 

favorecem o aumento da resistência. O isocromossomo (5L), uma aneuploidia 

específica da espécie C. albicans, produz a formação de duas cópias extras do braço 

esquerdo do cromossomo 5, assim, origina cópias extras de TAC1 e ERG11. Como 

também, pode produzir cópias extras do braço direito do cromossomo 3 de CDR1 e 

MRR1, que codificam transportador ABC e um ativador transcricional de MDR1, 

aumentam a resistência fúngica (Mount et al., 2018; Todd et al., 2019; Yang et al., 

2019) 

A perda de heterozigosidade (LOH), outro mecanismo de resistência frequente 

em algumas espécies. Nesse fenômeno pode ocorrer a homozigose de uma região 

do braço esquerdo do cromossomo 5 que inclui uma mutação pontual no gene ERG11. 

Alguns fármacos podem aumentar a instabilidade do genoma fúngico, propiciando 

aneuploidia e LOH de cromossomo inteiro, como, a exposição ao fluconazol que 
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promove LOH de cromossomos inteiros por meio de divisões mitóticas incomuns, 

duplicações e perdas de cromossomos (Ford et al., 2015; Harrison et al., 2014; Ene 

et al., 2018). 

A resistência à fármacos da classe das equinocandinas correspondem, quase 

exclusivamente, à mutações nos genes FKS1 e FSK2, que codificam a enzima alvo 

do medicamento, a 1,3-β-glucano sintase. Mutações pontuais em uma das duas 

regiões específicas de pontos críticos dos genes FKS aumentam a concentração de 

inibição máxima pela metade (IC50) de uma equinocandina in vitro. Para a classe dos 

polienos, os mecanismos de resistência fúngica estão relacionados a diminuição do 

ergosterol na membrana plasmática, como também mutações em genes ERG11, visto 

que o fator de transcrição UPC2 administra a via de biossíntese do ergosterol por meio 

da regulação de ERG11 (Armstrong-James et al., 2017; Berman et al., 2020; Perlin et 

al., 2015; Garcia-Effron et al., 2009; Whaley et al., 2014). 

 

2.5  DROGAS ANTIFÚNGICAS 

Atualmente, três classes de antifúngicos são as mais utilizados na prática 

clínica para o tratamento de infecções sistêmicas por espécies de Candida. A classe 

dos polienos, representados, principalmente, pela anfotericina B, a classe das 

equinocandinas, representadas pela caspofungina, anidulafungina, micafungina e 

rezafungina, a classe dos azólicos, que possuem como principal agente antifúngico o 

fluconazol (Borges et al., 2021). 

 

2.5.1 Polienos 

O mecanismo de ação dos polienos ocorre por meio de ligações hidrofóbicas 

de forma irreversível ao ergosterol da membrana citoplasmática fúngica, ocasionando 

a formação de poros com posterior morte da célula fúngica, devido ao extravasamento 

dos componentes citoplasmáticos (Hamill, 2020). Esta classe de antifúngico é 

representada, principalmente, pela anfotericina B. Embora apresente um vasto 

espectro de atividade em infecções sistêmicas, oferece risco de hepatotoxicidade e 

nefrotoxicidade (Nett; Andes, 2016).  

 

2.5.2 Equinocandinas 

As esquinocandinas tem como mecanismo de ação a inibição da enzima (1,3) 

β-D-glucana sintase, responsável pela síntese do polissacarídeo 1,3 β-D-glucano, que 
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constitui em grandes concentrações a parede celular fúngica, sendo fundamental para 

rigidez da parede celular (Arendrup; Perlin, 2014). A inibição dessa enzima impede a 

síntese da parede celular, causando desestabilização da integridade da parede celular 

e redução na rigidez estrutural, assim, provocando a morte por lise celular (Prasad et 

al., 2016). Tem como representantes a caspofungina, micafungina e anidulafungina. 

Apesar de serem bem tolerados e não apresentarem graves efeitos colaterais, seu 

uso clínico é limitado devido sua baixa absorção por via oral, sendo disponível apenas 

em fórmulas endovenosas (Denning, 2003; Nett; Andes, 2016). 

 

2.5.3 Azólicos 

O mecanismo de ação dos azólicos acontece por inibição da enzima, 

Ianosterol-14 α-demitilase, presente no citocromo P450, fundamental para síntese do 

ergosterol. Essa enzima tem uma porção heme em seu sítio ativo, no qual os azólicos 

possuem átomos de nitrogênio que se ligam com o ferro do grupo heme e inibem a 

ativação de oxigênio essencial para conversão de lanosterol em ergosterol. Devido à 

essa inibição da síntese do ergosterol, ocorre o acúmulo de 14- α-metil-3,6-diol, um 

ergosterol tóxico para membrana celular, ocasionando estresse celular e interrupção 

do ciclo celular fúngico (Hani et al., 2015). 

São representados pelo fluconazol, miconazol, voriconazol, cetoconazol, 

itraconazol e posaconazol. Podem apresentar efeitos adversos como 

hepatotoxicidade, intolerância gastrointestinal e hipersensibilidade (Nett; Andes, 

2016). Tem como grande desvantagem para sua utilização serem drogas fungistáticas 

(Vicente et al., 2003).  

O fluconazol é o antifúngico mais prescrito por ser um antifúngico de primeira 

linha no tratamento de candidemias devido ao bom perfil de segurança, estabilidade 

na formulação, boa penetração tecidual, absorção oral, ausência de interações 

medicamentosas importantes e baixo custo no tratamento (Charlie, 2006; Kneale et 

al., 2016). 

O fluconazol é a terceira opção terapêutica segundo recomendação da 

ANVISA, sendo os antifúngicos da classe das equinocandinas e a anfotericina B a 

primeira e segunda opção, respectivamente. É o antifúngico da classe dos azólicos 

mais utilizado na prática clínica em infecções causadas por espécies de Candida, 

devido ao amplo espectro de ação e baixo custo (Paramythiotou et al., 2014). Possui 

boa absorção por via oral, porém, apesar da boa tolerância nos pacientes, pode 
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ocasionar efeitos colaterais como cefaleia, náuseas e hepatotoxicidade. Além disso, 

dispõe de baixa atividade contra enzimas do citocromo 450, deste modo, ocasionando 

ação inferior de inibição das enzimas (Mcmanus; Shah, 2019). Devido à sua ação 

fungistática, com inibição do crescimento fúngico, mas, sem eliminá-los 

definitivamente, ao decorrer do tratamento o fungo pode desenvolver resistência ao 

antifúngico (Berkow; Shawn, 2018).  

Uma problemática crescente tem sido o surgimento de fungos com resistência 

natural ou adquirida ao fluconazol relatada entre algumas espécies de Candida e 

espécies multirresistentes como o caso da C. auris. (Lockhart et al., 2016; Xisto et al., 

2017). O desenvolvimento de resistência adquirida pode estar relacionado com 

tratamentos de longos períodos, como acima de seis meses (Khan et al., 2019). 

A utilização de técnicas moleculares possibilitou entender os mecanismos 

envolvidos na resistência ao fluconazol. Cerca de quatro mecanismos têm sido 

relatados em estudos, sendo: a mutação no gene que codifica a enzima lanosterol 

14α-desmetilase, a regulação positiva de bombas de efluxo, mutação no gene MDR1 

e superexpressão do gene ERG11. É relatado que a presença de dois ou mais desses 

fatores acarretam na diminuição da concentração do fármaco na célula fúngica (Liu et 

al., 2018; Salari et al., 2016). 

Em estudo realizado por Córdoba e colaboradores (2018), que analisaram a 

resistência ao fluconazol de cepas de C. albicans em quatro períodos do tempo: 1996-

2000, 2001-2005, 2006-2010 e 2011-2017, observaram que no período de 1996-2000, 

cerca de 6% dos isolados eram resistentes ao fluconazol, no entanto, no período entre 

2011-2017, foram constatados cerca de 45% de isolados resistentes. Este expressivo 

aumento tem média de 13,6% com p < 0,05 ao longo de 20 anos. 

Além disso, Khan et al. (2019), ao realizar estudo com 108 isolados do gênero 

Candida procedentes de infecções vulvovaginais em relação a susceptibilidade 

antifúngica, observaram que cerca de 60% das cepas foram resistentes ao fluconazol. 

Sendo relatado que todas as cepas estudadas de C. krusei apresentaram resistência 

ao antifúngico, que 72,7% de C. dubliniensis, 62,5% de C. glabrata, 53,3% de C. 

albicans e 38,8% de C. tropicalis demonstraram resistência também ao fluconazol, 

dessa forma, o estudo evidenciou que a resistência ocorreu em todas as espécies 

analisadas no estudo. 
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2.6  DERIVADOS TIOFENOS 

Os compostos heterocíclicos são estruturas encontradas em abundância na 

natureza que compõe diversos compostos biológicos, como o DNA e carboidratos 

(Keri et al., 2017). Os tiofenos pertencem a esta classe de moléculas e caracterizam-

se como uma molécula heterocíclica insaturada com cinco membros, incluindo o 

enxofre como heteroátomo (Jha et al., 2012). Suas características tornam o núcleo 

tiofeno muito utilizado na indústria e na química medicinal, sendo o 2-amino-tiofeno e 

seus derivados um dos compostos de grande relevância (Bozorov et al., 2017). 

Moléculas com o núcleo principal composto por 2-amino-tiofeno possuem 

variadas atividades biológicas e farmacológicas, sendo conhecido por demonstrarem 

atividade antimicrobiana, antituberculose, antiviral, antioxidante, como também por 

atuarem como ligante ao receptor de adenosina e inibidor de cinase (Bozorov et al., 

2017). As tiossemicarbazonas também são derivados de tiofenos com o núcleo 

composto por tioureia, um quelante de íons metálicos, que possui atividade biológica 

anticancerígena (Gou et al., 2016). 

Eleamen e colaboradores (2017), apresentaram um estudo em que o complexo 

de derivados de tiofenos e ciclodextrina foi significativamente eficaz contra 

Cryptococcus neoformans, com uma CIM de 46,66µg/mL, sendo relatado que houve 

o aumento da solubilidade da molécula devido a associação com a ciclodextrina, 

ocasionando uma melhora no perfil antifúngico. 

Neves (2019), avaliou o perfil de sensibilidade dos fungos dermatófitos 

Epidermophyton floccosum e de espécies de Trichophyton frente a moléculas de 

derivados de tiofenos. O autor identificou que estes compostos promoveram inibição 

do crescimento das cepas de E. floccosum com CIM entre 16µg/mL à 1024µg/mL e 

também de todas as espécies analisadas de Trichophyton com CIMs entre 32µg/mL 

à 1024µg/mL). Ademais, Neves 2019, também avaliou compostos derivados de 

tiofenos frente às espécies de Candida e Cryptococcus neoformans. Para as espécies 

de Candida foram encontrados CIMs de 128µg/mL à 1024µg/mL e para C. neoformans 

CIMs de 16µg/mL à 1024µg/mL. 

Li et al. (2021), analisaram a ação de moléculas de tiossemicarbazona frente à 

cepas de C.auris e compararam a atividade com drogas antifúngicas padrões como 

fluconazol, voriconazol, anfotericina B e micafungina. Observou-se que o composto 

teve ação contra todas as cepas de C. auris, incluindo as cepas resistentes aos 

antifúngicos padrões, obtendo CIMs de 0,125µg/mL à 0,25µg/mL. Porém, foi relatado 
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que numa situação de infecção a ação antifúngica da droga é excelente, entretanto, 

possui atividade fungistática. 

 

2.7  MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 

A Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) gera imagens bidimensionais 

ao utilizar um feixe de elétrons que atravessa uma camada ultrafina da amostra. Essa 

abordagem permite a visualização detalhada de organelas e estruturas 

macromoleculares presentes nas células de microrganismos. Nessa técnica estão 

incluídas etapas de fixação, desidratação, lavagem com tampão, infiltração da resina, 

corte e contrastação. Para fixação, um dos fixadores mais utilizados é o tetróxido de 

ósmio, que preserva de forma eficiente a estrutura celular, interagindo com lipídios 

insaturados, como fosfolipídios e lipoproteínas (Frankl et al., 2015).  

As observações de fungos na microscopia foram determinantes para 

compreensão de sua estrutura. O primeiro trabalho registrado sobre a ultraestrutura 

de células fúngicas ocorreu em 1958 com o Trametes versicolor, um basidiomiceto de 

decomposição da madeira (Faoro et al., 2022). Também é uma técnica amplamente 

utilizada para observação das características morfológicas da parede celular fúngica 

nos diferentes estágios de crescimento, visto que a parede celular é uma estrutura 

dinâmica, sujeita a modificações constantes, dependendo das condições de cultura e 

do estágio de desenvolvimento, como durante a expansão e divisão celular em 

leveduras, assim como também em resposta às condições de estresse (Gow et al., 

2017; Riquelme et al., 2018). 
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3 DEFINIÇÃO DE OBJETOS 

 

3.1  OBJETIVO GERAL 

Avaliar o potencial antifúngico in vitro de compostos derivados de tiofenos 

contra espécies de Candida, validá-las taxonomicamente por meio da identificação 

genotípica e avaliar os efeitos das moléculas sobre a célula fúngica. 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

✓ Selecionar isolados de Candida estocados na Coleção de Culturas Micoteca 

(URM); 

✓ Validar taxonomicamente as cepas através de identificação molecular; 

✓ Avaliar o perfil de susceptibilidade, in vitro, dos isolados de Candida frente ao 

fluconazol; 

✓ Avaliar o potencial antifúngico, in vitro, dos compostos derivados de tiofenos 

frente aos isolados de Candida; 

✓ Avaliar ação antifúngica sinérgica dos derivados tiofenos combinados com o 

fluconazol frente às cepas de Candida; 

✓ Avaliar os efeitos celulares dos derivados tiofenos sobre a célula fúngica 

através da MET (Microscopia Eletrônica de Transmissão). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 SELEÇÃO E OBTENÇÃO DOS ISOLADOS FÚNGICOS 

Para o estudo, foram selecionados isolados armazenados na Coleção de 

Culturas Micoteca (URM) do Departamento de Micologia/UFPE. Utilizou-se como 

critério selecionar cepas de Candida albicans e espécies pertencentes ao clado da 

Candida auris, devido à sua maior probabilidade de apresentarem resistência ao 

fluconazol. No total foram selecionados 25 isolados das espécies: Candida albicans, 

Candida haemulonii, Candida duobushaemulonii, Candida lusitaniae, Candida famata, 

Candida rugosa e Candida intermedia. As leveduras foram cultivadas em meio SDA 

(Saboraud Dextrose Ágar) e armazenadas em temperatura ambiente para posterior 

realização dos testes. 

 

Tabela 1 - Relação dos isolados selecionados com seus respectivos códigos de 

identificação da Micoteca/URM e suas espécies. 

Micoteca/URM Espécies  

6554 Candida haemulonii 

6555 Candida haemulonii 

7231 Candida haemulonii 

7237 Candida duobushaemulonii 

7238 Candida duobushaemulonii 

7239 Candida duobushaemulonii 

7240 Candida duobushaemulonii 

7093 Candida lusitaniae 

6371 Candida lusitaniae 

923 Candida famata 

968 Candida rugosa 

1111 Candida famata 

1812 Candida lusitaniae 

2101 Candida lusitaniae 

6556 Candida famata 

7085 Candida famata 

7096 Candida famata 

1007 Candida intermedia 

7328 Candida intermedia 

907 Candida intermedia 

4990 Candida albicans 

4388 Candida albicans 

6394 Candida albicans 
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6395 Candida albicans 

6396 Candida albicans 

750 Candida tropicalis (ATCC) 

Fonte: A autora (2025). 

 

4.2  AUTENTICAÇÃO TAXONÔMICA PELA REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

(PCR) 

Foi realizada a reavaliação taxonômica dos isolados, uma vez que sua 

identificação prévia foi baseada exclusivamente em métodos fenotípicos, assim, 

existindo a possibilidade de erro na identificação. 

 

4.2.1 Extração e Quantificação do DNA 

Primeiramente, foram realizadas culturas em meio SDA por 48hrs. Fragmentos 

do fungo foram transferidos para tubos eppendorfs para extração do DNA. Foram 

adicionados em cada amostra 650μL de CTAB 2%, homogeneizado a 5.5 m/s por 30 

segundos em FastPrep® (BIO 101, Farmingdale, New York, USA) e incubados no 

termobloco (banho seco) por 15 minutos à 65ºC. Novamente foram homogeneizados 

por 20s e centrifugados à 12.000rpm por 10 minutos na centrífuga. Em um novo tubo, 

foram adicionados 650μL de sobrenadante e a mesma proporção para adição do 

clorofórmio álcool-isoamilico (24:1), homogeneizado e centrifugado à 12.000rpm 

durante 10 minutos. Ao término da centrifugação, foram transferidos 400μL de 

sobrenadante para outro tubo com 40μL de acetato de sódio 3M e 400μL de 

isopropanol refrigerado, homogeneizado e centrifugado à 12.000rpm por 10 minutos. 

Em seguida, foram descartados os sobrenadantes e adicionado 1000μL de etanol 

70% e centrifugado à 12.000rpm durante 2 minutos. Posteriormente, os 

sobrenadantes foram descartados e os tubos eppendorfs contendo o DNA irão para 

secagem. Ao fim do processo, foram adicionados 50μL de água MiliQ em cada 

amostra para ressuspensão do DNA e conservados à 4ºC até o início das análises. 

Para quantificação das amostras, o DNA de cada isolado foi quantificado 

quantitativamente através de espectrofotometria em aparelho Loccus XXX (INÁCIO et 

al., 2016).  

 

4.2.2 Reação em cadeia da Polimerase 

As amostras de DNA foram amplificadas com sequenciamento parcial da região 

LSU 28S do rDNA utilizando os primers espécie-específico NL1 (5’-
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GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-

3’). As reações da PCR foram efetuadas em volumes finais de 12,5μL contendo 

7,45μL de ddH2O, 1μL de cada primer (5 pmol), 1,25 μL do tampão da PCR, 0,5μL de 

MgCl2 (50mM), 0.25μL de dNTP (10mM), 0.05μL de Taq DNA polymerase 5U 

(Invitrogen, Brasil) e 1μL de DNA molde. No termociclador foram inseridas às 

seguintes configurações: desnaturação à 95ºC por 10 minutos com 38 ciclos de 

desnaturação à 95ºC por 1 minuto, anelamento a 55ºC por 50 segundos, extensão a 

72ºC por 1 minuto e finalizados com mais uma extensão de 72ºC por 10 minutos 

(Marimon et al. 2007; Oliveira et al., 2015). Posteriormente, após a amplificação do 

DNA, foi mensurado qualitativamente por meio de eletroforese em gel de agarose a 

1,5% em cuba com o tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) à uma voltagem de 100v 

durante 20 minutos. 

Os fragmentos de DNA obtidos da PCR foram purificados com a utilização do 

kit GenJET PCR Purification (Fermentas, UK), de acordo com sugestão do fabricante. 

Para o sequenciamento, as amostras foram enviadas para Plataforma de 

Sequenciamento LABCEN/CCB (UFPE) e realizadas através do sequenciador ABI 

3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As reações foram realizadas com o 

kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), conforme 

recomendações do fabricante. As sequências adquiridas foram editadas por meio do 

programa Sequencher 4.9 Genes Code Corporation para obtenção dos arquivos no 

formato fasta e formação das sequências consensus. Os isolados foram diferenciados 

em relação a espécie por meio de pesquisa por sequências semelhantes 

armazenadas no GenBank com colaboração da ferramenta BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) e análise filogenética das sequências consensus através do 

programa MEGA (Molecular Genetics Analysis) 

 

4.3 AVALIAÇÃO DA SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA in vitro DOS ISOLADOS 

FRENTE AO FLUCONAZOL E AOS DERIVADOS TIOFENOS 

    Para analisar quantitativamente o espectro de ação in vitro do potencial dos 

agentes antifúngicos contra os isolados fúngicos, realizou-se o teste de 

susceptibilidade antifúngica. Para isso, utilizou-se o método de microdiluição em caldo 

em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute), conforme as recomendações 

descritas no documento M27-A3 do CLSI, 2008 (Clinical Laboratory Standards 
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Institute). Foram realizados separadamente testes de susceptibilidade dos isolados 

frente ao fluconazol e aos compostos derivados de tiofeno. 

 

4.3.1 Preparação e padronização dos inóculos 

As suspensões dos isolados foram preparadas em 5mL de solução salina 

esterilizada, a partir das culturas das espécies de Candida, cultivadas em meio Ágar 

Sabouraud Dextrose (SDA) por 24hrs. A padronização da concentração de cada 

isolado foi mensurada através de transmitância por espectrofotômetro, com uma 

solução-padrão 0,5 da escala de McFarland no comprimento de onda de 530nm, 

caracterizando uma suspensão numa concentração de entre 1x10⁶ a 5x10⁶ 

células/mL. Posteriormente, as suspensões contendo os isolados foram diluídas numa 

proporção de 1:100 em salina, em seguida, na proporção de 1:20 em meio RPMI-

1640, resultando na concentração de 5x10² a 2,5x10³. 

 

4.3.2 Fluconazol 

           Foi utilizado a droga em forma de comprimido de 150mg, pesada em balança 

analítica de precisão em eppendorfs. A solução seguida para estoque foi de 6400μg 

da droga/mL, sendo solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO) e diluídos em meio 

RPMI-1640 para obtenção das concentrações dos testes de 64μg/mL à 0,125μg/mL. 

A concentração final de DMSO nas diluições foi inferior a 5%, como recomendado na 

literatura. 

 

4.3.3 Compostos Derivados dos Tiofenos 

Os compostos derivados de tiofeno foram fornecidos pelo Laboratório de 

Síntese e Vetorização de Moléculas (LSVM) da Universidade Federal da Paraíba 

(UFPB). Foram testados quatro compostos derivados do 2-amino-tiofeno: 6CN, 7CN, 

5B200 e 7CN12. Foram pesados em balança analítica de precisão em eppendorfs. A 

proporção seguida para solução estoque foi de 4096mg da droga/mL do solvente, 

sendo solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO) e diluídos em meio RPMI-1640 para 

obtenção das concentrações dos testes de 1024μg/mL à 2μg/mL. A concentração final 

de DMSO nas diluições foi inferior a 5%, como recomendado na literatura, visto que 

concentrações acima de 20% são tóxicas para célula fúngica (Farias et al., 2018). Foi 

utilizado o meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) com adição de L-glutamina e 

sem bicarbonato de sódio, tamponado com ácido 3-[N-Morfolino] propanosulfônico 
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(MOPS; Sigma-Aldrich) em pH 7,2-7,4 com esterilização por meio do sistema de 

filtração a vácuo com membrana PES 0.22 μm. 

 

4.3.4 Procedimentos do teste de susceptibilidade antifúngica in vitro 

O teste de susceptibilidade foi realizado de acordo com as diretrizes fornecidas 

pelos documentos M27-A3 e M60 (CLSI 2008, CLSI 2020). Foram utilizadas placas 

de microtitulação com 96 poços, nos quais o fluconazol e os derivados de tiofeno 

foram diluídos sequencialmente em meio RPMI 1640 para a obtenção das 

concentrações de 64μg/mL à 0,125μg/mL e 1024μg/mL à 2μg/mL, respectivamente. 

Para os testes com o fluconazol, em cada poço foram adicionados 100μL de RPMI, 

das suspensões celulares padronizadas e do fluconazol. Além disso, nos testes que 

apresentaram o fenômeno trailing foi utilizado o RPMI 1640 com pH mais ácido (4,5 – 

5,0). Para os testes com os compostos derivado de tiofeno, em cada poço foram 

adicionados 100μL de RPMI, das suspensões celulares padronizadas e do composto 

testado. Além disso, foram colocados poços para controle da esterilidade do meio 

(controle negativo) e controle de crescimento fúngico (controle positivo). Por fim, as 

placas foram vedadas e incubadas a 35ºC durante 48hrs. As leituras para 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) para os testes realizados 

isoladamente com o fluconazol foram realizadas visualmente após 48hrs. Para os 

testes isoladamente com os compostos derivados de tiofeno, foram realizados a 

leitura visual após 48hrs, como também, em seguida, foram realizados os 

retrocultivos, semeando uma fração do fungo exposto à droga em uma placa de 

cultura em meio Ágar Sabouraud Dextrose, incubado por 48hrs e depois avaliado o 

crescimento fúngico, para validação da tolerância ou resistência a droga. Em relação 

ao fluconazol, considerou-se para os valores do CIM os que inibiram 50% do 

crescimento quando comparados ao controle positivo e para os derivados de tiofeno 

os valores do CIM foram os que inibiram 50% e 100% do crescimento em comparação 

ao controle positivo. Para validação do método, como controle de qualidade foram 

utilizados nos testes de susceptibilidade antifúngica a cepa referência Candida 

tropicalis ATCC® 750.  

 

4.4 ESTUDO DE INTERAÇÃO DOS TIOFENOS COM O FLUCONAZOL ATRAVÉS 

DO MÉTODO TABULEIRO DE XADREZ 
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Combinação do fluconazol e o composto derivado de tiofenos foram avaliados 

utilizando o método CLSI adaptado. O inóculo inicial foi preparado e padronizado 

como descrito para o teste de susceptibilidade antifúngica. As leituras foram 

determinadas visualmente e também por meio de retrocultivo. Os resultados foram 

após 48hrs. Para avaliar as interações dos antifúngicos, a concentração inibitória 

fracionada (FIC) foi calculada para cada combinação. O FIC foi calculado para cada 

agente dividindo a concentração inibitória de cada antifúngico quando usado em 

combinação pela CIM. Os valores FIC foram adicionados para definição da interação 

da combinação. A sinergia foi definida como FIC de ≤0,5, aditividade definida como 

um FIC de > 0,5, mas <1 e a indiferença definida como um FIC de ≥1, mas <4, 

enquanto o antagonismo definido como um FIC de ≥4 (Lewis et al., 2002). 

 

Figura 1 - Desenho esquemático da distribuição dos fármacos na placa de 

microtitulação para o teste de tabuleiro de xadrez. 

 

Na placa, as linhas A-H foram a diluição seriada do fluconazol, na coluna 10-1 foram a diluição seriada 

do composto derivado de tiofeno. Na coluna 11, foram os poços controle negativos e na coluna 12 os 

poços controle positivos. Fonte: A autora (2025). 
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Figura 2 - Cálculo da Concentração Inibitória Fracionada (FIC) 

 

A autora (2025). 

 

4.5 ANÁLISE POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 

Foram realizadas a análise das estruturas celulares fúngicas dos isolados de 

Candida tratadas e não tratadas através da microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) em relação à ação das moléculas derivadas de tiofenos. Seguindo o método 

de Karnovsky (1965) para preparação das amostras para a microscopia de 

transmissão. As células foram recuperadas por centrifugação em tubos eppendorfs de 

1,5mL para o fracionamento e retirada do meio de cultura, seguida por sucessivas 

lavagens com tampão fosfato-salino (PBS) a 0,1M e pH 7.1, com posterior fixação das 

estruturas celulares utilizando solução de Karnovsky (mistura de glutaraldeído a 2,5% 

e formaldeído a 4%, pH 7.2, em tampão cacodilato de sódio a 0,1 M, pH 7,2) durante 

2hrs à 4ºC. Em seguida, foram efetuadas sucessivas lavagens com tampão 

cacodilato, e ao final, adicionou-se o tetróxido de ósmio (pós-fixador e contraste) na 

proporção 1:1 Ósmio 1% + tampão Cacodilato 0,1M por 2 hrs, na ausência de luz, e 

temperatura ambiente. Mais uma sequência de lavagens com tampão cacodilato foi 

executada, e por fim, iniciou-se a etapa de desidratação da amostra adicionando 

acetona à 30% por 15 minutos. Esse processo foi realizado por mais quatro etapas 

com variação da concentração de acetona em 50%, 70%, 90% e 100%, logo após, 

mais cinco etapas combinando proporções de acetona + resina do tipo epóxi (Epoxy 

Embedding Medium kit - Sigma-Aldrich) em estado líquido (proporções de 4:1; 3:1, 

2:1; 1:1; 1:2) até a adição da resina pura à amostra. Em seguida, foi realizada a 

inclusão da resina Epon-828 em formas de silicone (etapa de emblocamento), e 

mantidas em estufa à 60ºC durante 72hs. Após a formação do bloco de resina, foram 

feitos cortes ultrafinos no material utilizando um ultramicrótomo, corados com acetato 

de uranila e citrato de chumbo (5% e 2% respectivamente) para o contraste e 
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observados no Microscópio Eletrônico de transmissão FEI Tecnai™ Spirit G 2 

BioTWIN (FEI, Oregon, EUA) da Fiocruz-PE. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

Por meio da análise molecular, foram confirmados a identificação taxonômica 

dos 25 isolados da Micoteca URM, sendo das espécies C. albicans (36%), C. tropicalis 

(4%), C. parapsilosis stricto sensu (12%), C. orthopsilosis (4%), C. pseudohaemulonii 

(20%), C. lusitaniae (12%), C. intermedia (8%) e C. haemulonii (4%). A tabela 2 

compara a identificação molecular confirmada com a previamente realizada por 

métodos fenotípicos. 

 

Tabela 2 – Isolados de Candida da Micoteca URM e suas respectivas identificações 

fenotípicas prévias e confirmação genotípica. 

Isolados 
(URM) 

Identificação fenotípica Identificação genotípica (PCR)  

6554 Candida haemulonii Candida parapsilosis 

6555 Candida haemulonii Candida pseudohaemulonii 

7231 Candida haemulonii Candida haemulonii 

7237 Candida duobushaemulonii Candida pseudohaemulonii 

7238 Candida duobushaemulonii Candida pseudohaemulonii 

7239 Candida duobushaemulonii Candida pseudohaemulonii 

7240 Candida duobushaemulonii Candida pseudohaemulonii 

7093 Candida lusitaniae Candida albicans 

6371 Candida lusitaniae Candida parapsilosis 

923 Candida famata Candida albicans 

968 Candida rugosa Candida albicans 

1111 Candida famata Candida lusitaniae 

1812 Candida lusitaniae Candida lusitaniae 

2101 Candida lusitaniae Candida lusitaniae 

6556 Candida famata Candida parapsilosis 

7085 Candida famata Candida albicans 

7096 Candida famata Candida albicans 

1007 Candida intermedia Candida orthopsilosis 

7328 Candida intermedia Candida intermedia 

907 Candida intermedia Candida intermedia 

4990 Candida albicans Candida albicans 

4388 Candida albicans Candida albicans 

6394 Candida albicans Candida albicans 
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6395 Candida albicans Candida tropicalis 

6396 Candida albicans Candida albicans 

750 Candida tropicalis (ATCC) Candida tropicalis (ATCC) 

Fonte: A autora (2025). 

A identificação genômica permitiu identificar com maior precisão as espécies 

dos isolados da Micoteca/UFPE. Assim, foi possível confirmar que dos 25 isolados 

analisados, mais de 60% das cepas tinham sido identificadas erroneamente. Como foi 

observado com a identificação das espécies C. tropicalis, C. parapsilosis stricto sensu 

e C. pseudohaemulonii, que não estavam incluídas nas espécies selecionadas. Em 

estudo de Del Negro (2008) com identificação de espécies de Candida em amostras 

de sangue de pacientes pediátricos, constatou que os resultados obtidos pela técnica 

de PCR demonstraram maior sensibilidade e especificidade quando comparada a 

métodos convencionais de diagnóstico, como a hemocultura. 

A espécie C. albicans demonstrou a maior quantidade de isolados (36%), 

seguida por C. pseudohaemulonii (20%). A espécie C. albicans é a mais 

frequentemente identificada. Apesar deste estudo não ter sido do tipo prospectivo, 

podemos estabelecer relação com trabalhos anteriores como Siri e colaboradores 

(2017), que em pacientes adultos com candidemia de um hospital universitário no 

Chile, onde 55% dos isolados eram da espécie C. albicans. No entanto, há relatos do 

crescimento de infecções fúngicas causadas por espécies de Candida não-albicans, 

como relatado em estudo de Lima e colaboradores (2023), que observaram que no 

ano de 2020 houve um predomínio de Candida não-albicans com cerca de 65% dos 

isolados identificados de pacientes hospitalizados em hospitais de Juiz de Fora, Minas 

Gerais. Como também observado por Arraes et al. (2023) que relataram um maior 

isolamento de C. parapsilosis nos anos de 2021 e 2022 em amostras de sangue de 

pacientes de hospital em Salvador, Bahia. 

 

5.2 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE COM O FLUCONAZOL 

Para a determinação do perfil de susceptibilidade dos isolados ao fluconazol, 

foram obtidas as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM), considerando uma inibição 

de 50% para o fluconazol. Os isolados apresentaram concentrações que variaram 

entre 0,12µg/mL à 64µg/mL, como demonstrado na tabela 3. 
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Tabela 3 - Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µg/mL dos 

isolados de Candida frente ao fluconazol com inibição de 50%. 

Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) 

Isolados 
(URM) 

Fluconazol URM Fluconazol 

6554 8µg/mL 2101 0,25µg/mL 

      
6555 1µg/mL 6556 0,25µg/mL 

      

7231 64µg/mL 7085 0,25µg/mL 

      
7237 0,12µg/mL 7096 0,25µg/mL 

      

7238 64µg/mL 1007 0,5µg/mL 

      
7239 32µg/mL 7328 0,12µg/mL 

      

7240 32µg/mL 907 0,12µg/mL 

      
7093 0,12µg/mL 4990 0,25µg/mL 

      
6371 0,25µg/mL 4388 0,12µg/mL 

      
923 0,12µg/mL 6394 0,25µg/mL 

      
968 0,25µg/mL 6395 0,25µg/mL 

      
1111 0,25µg/mL 6396 2µg/mL 

      
1812 0,5µg/mL 750 2µg/mL 

Fonte: A autora (2025). 

 

De acordo com o documento M60 (CLSI, 2020), que informa pontos de 

interrupção (breakpoints) para testes de susceptibilidade de diluição em caldo in vitro 

para espécies de Candida. Poucas espécies possuem seus breakpoints definidos para 

o fluconazol, sendo estas as C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis stricto 

sensu e C. tropicalis. Dessas espécies, no estudo foram identificadas as espécies C. 

albicans, C. parapsilosis stricto sensu e C. tropicalis. No presente estudo para C. 
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albicans foram obtidos CIMs entre 0,12µg/mL à 2µg/mL, sendo consideradas cepas 

sensíveis ao fluconazol, visto que são consideradas sensíveis quando são iguais ou 

menor que 2µg/mL. A espécie C. parapsilosis stricto sensu, obteve um isolado com 

CIM de 8µg/mL, que indica ser uma cepa resistente ao fluconazol, devido à ser 

considerada uma espécie resistente quando apresenta maior ou igual a 8µg/mL e 

duas cepas que apresentaram CIM de 0,25µg/mL, que indica serem sensíveis, pois é 

um valor menor que 2µg/mL. A espécie C. tropicalis expressou um CIM de 0,25µg/mL, 

que demonstra ser uma cepa sensível, pois são consideradas sensíveis quando são 

iguais ou menor que 2µg/mL. A ATCC 750 também da espécie C. tropicalis apresentou 

um CIM de 2µg/mL, indicando ser sensível ao fluconazol, com resultado de acordo 

com o recomendado pelo documento CLSI, que indica ser valores na faixa entre 

1µg/mL à 4 µg/mL. 

Em relação às outras espécies identificadas, sendo estas C. pseudohaemulonii, 

C. lusitaniae, C. orthopsilosis, C. intermedia e C. haemulonii, ainda não possuem 

breakpoints definidos para o fluconazol no CLSI. Nesse contexto, estudos focados 

nessas espécies geralmente baseiam-se nos pontos de cortes do CLSI estabelecidos 

para o gênero Candida (Silva et al., 2020). Para obter um parâmetro mínimo para 

interpretação dos dados, os pontos de corte clínicos para defini-las como suscetíveis, 

suscetível-dependente ou resistente, às espécies C. orthopsilosis, C. intermedia e C. 

lusitaniae, foram da seguinte maneira: Suscetível ≤2 µg/mL, suscetível-dependente 

4µg/mL, e resistente como ≥8 µg/mL.  

Para as espécies C. haemulonii, C. pseudohaemulonii, em razão de 

apresentarem similaridade e pertencerem ao mesmo clado da espécie C. auris, foram 

utilizados os mesmos parâmetros utilizados para essa espécie. No entanto, também 

não há breakpoints definidos para a espécie C. auris. Mas, o Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC) estabeleceu diretrizes que fornecem orientação para a 

interpretação dos valores da CIM de C. auris, baseado em informações estabelecidas 

para espécies de Candida e também na opinião de especialistas (Kordalewska et al., 

2019). O ponto de corte provisório para definir como resistente ao fluconazol é igual 

ou maior que 32µg/mL, pois os isolados que apresentaram CIM com esse valor 

demonstraram uma mutação de resistência no gene ERG11, tornando improvável que 

respondam ao fluconazol. Assim, foram considerados resistentes as espécies C. 

haemulonii, C. pseudohaemulonii que obtiveram valores de CIM igual ou maior que 

32µg/mL. Foi evidenciado dos 25 isolados testados, que 5 cepas foram resistentes ao 
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fluconazol. Sendo as cepas: URM6554 (8µg/mL), URM7231(64µg/mL), URM7238 

(64µg/mL), URM7239 (32µg/mL) e 7240 (32µg/mL), das espécies Candida 

pseudohaemuloniim, Candida haemulonii e Candida parapsilosis stricto sensu.  

Também foi possível observar nos testes dos isolados frente ao fluconazol, que 

7 cepas apresentaram o fenômeno denominado de trailing, que se caracteriza por uma 

resposta atípica das cepas fúngicas ao antifúngico testado, onde não ocorre uma 

inibição total do crescimento fúngico, mas, uma diminuição progressiva do 

crescimento, comumente, observado para drogas da classe dos azólicos. Esse 

crescimento dificulta e confunde a leitura dos valores da CIM, como também afeta o 

tempo de leitura do teste, visto que o isolado pode se apresentar sensível em 24hrs 

de incubação, mas, apresentar como resistente em 48hrs. As causas desse fenômeno 

ainda não são bem definidas, entretanto, podem estar associados ao tamanho do 

inóculo, tempo de incubação, concentração de glicose, tampão e pH do meio de 

cultura e características intrínsecas dos fungos (Agrawal et al., 2007); Coenye et al., 

2008; Malacarne, 2010). Esse fenômeno foi observado em cerca de 30% dos isolados, 

sendo estes: URM7085, URM7096, URM7231, URM7238, URM6396, URM6394 e 

URM6554 das espécies C. albicans, C. pseudohaemulonii e C. haemulonii. Como 

observado no estudo de Malacarne (2010) que realizou testes de susceptibilidade com 

isolados de C. tropicalis para o fluconazol e itraconazol e cerca de 30% dos isolados 

apresentaram trailing para uma ou para as duas drogas, sendo principalmente 

observado nos testes com o fluconazol. 

Para confirmação do fenômeno trailing ou constatar a resistência dos isolados, 

foi realizado nova avaliação da susceptibilidade desses isolados, no entanto, 

utilizando o RPMI com pH mais ácido (5,0), como indicado em estudo de Marr e 

colaboradores (1999) que relata que ao utilizá-lo com pH mais ácido, entre 4,5 e 5, 

não há a ocorrência desse fenômeno. Após realizado o teste, observou-se que 

realmente não houve o desenvolvimento de trailing e que os isolados URM7231 e 

URM7238 eram resistentes ao fluconazol e os outros 3 isolados eram sensíveis ao 

fluconazol. 

No que se refere aos fármacos mais utilizados na terapia antifúngica 

convencional, pode-se observar condições favoráveis ao surgimento de resistência 

intrínseca aos azóis, sobretudo ao fluconazol. A disseminação de isolados resistentes 

associado às poucas opções de fármacos disponíveis tem influenciado de forma 

negativa no tratamento e prognóstico de pacientes (Sharafutdinov et al., 2020).  
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O tratamento de infecções fúngicas em países subdesenvolvidos tem como 

principal opção o fluconazol. Entretanto, com o expressivo aumento da resistência 

fúngica a este medicamento, torna-se um fator preocupante, visto que há uma grande 

variabilidade genética relacionada a resistência inter e intra espécie, com alguns 

mecanismos associados à resistência ainda desconhecidos (Berkow; Lockhart, 2017). 

Os resultados obtidos no estudo condizem com o relatado na literatura. Como, 

por exemplo, as espécies do Complexo Candida haemulonii apresentarem resistência 

ao fluconazol, visto que são espécies que apresentam multirresistência aos fármacos, 

como resistência às drogas da classe dos azóis (Zhang et al., 2019). Conforme 

relatado no estudo de Gade e colaboradores (2020) que aproximadamente 18% das 

cepas de C. haemulonii e 33% de C. pseudohaemulonii apresentaram CIM no valor 

de 32µg/mL ou mais para o fluconazol. 

Apesar dos números de cepas do Complexo Candida parapsilosis resistentes 

ao fluconazol estarem aumentando em vários países, é uma espécie considerada 

suscetível ao fluconazol e a classe dos triazóis. Essa espécie, por ter a capacidade 

de formação de biofilmes, pode ocorrer a resistência ao fluconazol em alguns isolados 

(Diaz-Garcia et al., 2021). Como também ocorre nas espécies C. albicans e C. 

tropicalis, visto que são cepas intrinsecamente suscetíveis a ação do fluconazol, mas 

que possuem a capacidade de adquirir resistência ao fármaco (Lo et al., 2020; Lu et 

al., 2021). As espécies de Candida não-albicans, como C. lusitaniae e C. intermedia, 

comumente apresentam suscetibilidade a ação do fluconazol, mas que também 

podem desenvolver resistência (Asner et al., 2015; Ruan et al., 2010) 

 

5.3 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE COM OS DERIVADOS TIOFENOS 

Para determinação do perfil de susceptibilidade dos 25 isolados aos derivados 

tiofenos, foram obtidas as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM), considerando 

uma inibição de 50% e 100% para os derivados tiofenos, de acordo com os resultados 

obtidos após realizado o retrocultivo dos isolados. 

Foram testados quatro compostos (6CN, 7CN, SB200 e 7CN12), nos quais 

apresentaram concentrações que variaram entre 16µg/mL à 1024µg/mL. Os 

compostos 6CN e 7CN apresentaram significativa inibição do desenvolvimento 

fúngico em alguns isolados, principalmente, em 50% de inibição do crescimento. 

Sendo observado para o 6CN100% concentrações que variaram de 64µg/mL à 

512µg/mL e 6CN50% de 16µg/mL à 1024µg/mL. Para o 7CN100% obteve 
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concentrações que variaram de 512µg/mL à 1024µg/mL e o 7CN50% de 64µg/mL à 

1024µg/mL. O composto 6CN apresentou 100% de inibição para 3 isolados 

(URM7237, URM7239, URM7240) e demonstrou 50% de inibição para 8 isolados 

(URM6554, URM6555, URM7237, URM7239, URM7240, URM2101, URM6556, 

URM1007). O 7CN demonstrou 100% de inibição para 7 isolados (URM6554, 

URM6555, URM7231, URM7237, URM7238, URM7239, URM7240) e apresentou 

50% de inibição para 14 isolados (URM6554, URM6555, URM7231, URM7237, 

URM7238, URM7239, URM7240, URM6371, URM923, URM1111, URM2101, 

URM6556, URM1007, URM4990). A tabela 4 mostra os resultados das concentrações 

obtidas dos isolados para os compostos 6CN e 7CN. 

 

Tabela 4 - Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µg/mL dos 

isolados de Candida frente aos compostos 6CN e 7CN com inibições de 100% e 50%. 

Isolados (URM) 

Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) 

6CN 100% 6CN 50% 7CN 100% 7CN 50% 

6554 >1024µg/mL 512µg/mL 512µg/mL 256µg/mL 

      

6555 >1024µg/mL 256µg/mL 512µg/mL 256µg/mL 

      
7231 >1024µg/mL >1024µg/mL 1024µg/mL 128µg/mL 

      

7237 64µg/mL 16µg/mL 512µg/mL 128µg/mL 

      

7238 >1024µg/mL >1024µg/mL 512µg/mL 256µg/mL 

      
7239 512µg/mL 128µg/mL  1024µg/mL 128µg/mL 

      

7240 64µg/mL 16µg/mL 512µg/mL 64µg/mL 

      
7093 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

6371 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/Ml 512µg/mL 

      
923 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 512µg/mL 

      

968 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
1111 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 1024µg/mL 
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1812 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
2101 >1024µg/mL 1024µg/mL >1024µg/mL 512µg/mL 

      

6556 >1024µg/mL 512µg/mL >1024µg/mL 512µg/mL 

      

7085 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
7096 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

1007 >1024µg/mL 1024µg/mL >1024µg/mL 512µg/mL 

      
7328 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
907 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
4990 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 512µg/mL 

      
4388 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
6394 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
6395 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
6396 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

750 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

Fonte: A autora (2025). 

 

Os outros dois compostos, SB200 e 7CN12, não apresentaram atividade para 

mais de 90% dos isolados nas concentrações testadas. Entretanto, o SB200 

apresentou atividade para o isolado URM4990 com 100% de inibição na concentração 

de 256µg/mL e 50% de inibição com 128µg/mL. O 7CN12 apresentou atividade para 

o isolado URM6554 com 100% de inibição na concentração de 512µg/mL e 50% de 

inibição com 64µg/mL, o isolado URM923 com 100% de inibição na concentração de 

1024µg/mL e 50% de inibição com 128µg/mL e para o isolado URM4990 demonstrou 

100% de inibição na concentração de 1024µg/mL e 50% de inibição com 512µg/mL. 

A tabela 5 mostra os resultados das concentrações obtidas dos isolados para os 

compostos SB200 e 7CN12. 
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Tabela 5 - Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µg/mL dos 

isolados de Candida frente aos compostos SB200 e 7CN12 com inibições de 100% e 

50%. 

Isolados (URM) 

Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) 

SB200 100% SB200 50% 7CN12 100% 7CN12 50% 

6554 >1024µg/mL >1024µg/mL 512µg/mL 64µg/mL 

      

6555 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
7231 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

7237 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

7238 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
7239 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

7240 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
7093 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

6371 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
923 >1024µg/mL 1024µg/mL 1024µg/mL 128µg/mL 

      

968 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
1111 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

1812 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
2101 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

6556 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

7085 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
7096 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      

1007 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
7328 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 
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907 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
4990 256µg/mL 128µg/mL 1024µg/mL 512µg/mL 

      
4388 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
6394 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
6395 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
6396 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

      
750 >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL >1024µg/mL 

Fonte: A autora (2025). 

 

Estes resultados corroboram com estudo de Queiroz (2023), que testou 

compostos derivados de tiofeno frente a isolados de C. albicans e C. tropicalis na faixa 

de 400µg/mL à 0,78125 µg/mL e obteve como resultado concentrações da CIMs que 

variaram entre 6,25µg/mL à maior que 400µg/mL, demonstrando atividade 

significativa dos compostos no crescimento fúngico. Como também foi observado nos 

testes realizado por Arruda (2023), que testou compostos derivados de tiofeno, numa 

faixa de 200µg/mL à 0,781 µg/mL frente isolados de C. albicans, C. parapsilosis, C. 

krusei e C. tropicalis, obtendo valores das concentrações de CIMs que variaram entre 

6,25µg/mL à maior que 200µg/mL. 

No estudo realizado por Mello (2022), foram testados derivados do 2-

aminotiofeno, na faixa entre 1024µg/mL à 0,5 µg/mL, em espécies de C. albicans, C. 

parapsilosis e C. tropicalis, obtendo como valor da CIM 200µg/mL para todos os 

compostos testados, dessa forma, demonstrando que os compostos derivados de 

tiofenos utilizados nesse estudo obtiveram um potencial de ação frente a isolados de 

Candida mais significativos quando comparados a esta pesquisa. 

Neves (2019), realizou estudo com cepas de C. albicans, C. famata, C. 

glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e Cryptococcus 

neoformans frente à compostos derivados de tiofenos na faixa de 0,32µg/mL à 

333,33µg/mL, obtendo valores de CIMs entre 41,6 µg/mL à 333,33µg/mL para as 

espécies de Candida e 166,66µg/mL à 333,33µg/mL para cepas de C. neofeormans, 

desse modo, também apresenta compostos derivados de tiofenos com relevante 

inibição do crescimento de cepas de Candida. 
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Segundo Guimarães e colaboradores (2014), a incorporação de derivados de 

tiofeno em preparações farmacêuticas ocasionam um crescimento na atividade 

antifúngica dos compostos, como observaram que a incorporação em um sistema de 

microemulsão, aumentou cerca de sete vezes a atividade contra C. neoformans, 

reduzindo o CIM de 17 µg/mL para 2,2 µg/mL. De acordo com Franca et al. (2015), 

pequenas alterações na estrutura do tiofeno ocasionam notável diferenças nos perfis 

biológicos e farmacológicos. Como realizado por Araújo Neto et al. (2020), que ao 

testar um derivado de tiofeno-tiossemicarbazona, inibiu o crescimento de cepas de 

espécie de Candida com valores de CIM variando entre2 µg/mL à 8 µg/mL. 

Alguns outros estudos também demonstraram o potencial antifúngico de 

compostos derivados de tiofeno. Como por exemplo de Zhou e colaboradores (2016), 

que sintetizaram alguns derivados de tiofeno para testar frente C. albicans, 

descobriram que vários dos compostos expressaram atividade antifúngica 

significativa, exibindo atividade comparável ao do fármaco fluconazol com CIMs entre 

8µg/mL à 128µg/mL. Da mesma maneira, Nandi et al. (2017) sintetizou vários 

derivados do 1,2,3-triazol à base de tiofeno e avaliaram sua atividade antifúngica 

frente à cepas de fungos, como da espécie de Candida. Constataram que vários dos 

compostos expressaram atividade antifúngica contra C. albicans, na faixa entre 

4µg/mL à 32µg/mL, apresentando atividade superior às drogas controle. Como 

também demonstrado no trabalho de Yang e colaboradores (2018), que testaram 

compostos derivados de tiofeno-2,5-dicarboxamida, tiofeno-2,4-dicarboxamida e 

hidrazida do ácido tiofeno-2-carboxílico, que expressaram atividade antifúngica contra 

espécies de C. albicans e C. tropicalis, com CIMs variando entre 0,5 µg/mL à 8 µg/mL 

e 1 µg/mL à 8 µg/mL, respectivamente. 

 

5.4 AVALIAÇÃO DO SINERGISMO ENTRE O FLUCONAZOL E OS DERIVADOS 

TIOFENOS 

Para avaliação da ocorrência de ação antifúngica sinérgica entre o fluconazol 

e os derivados tiofenos, foram selecionados os dois compostos tiofenos que 

apresentaram atividade antifúngica mais significativa, o 6CN e 7CN. Sendo testados 

em combinação com o fluconazol frente à 5 isolados e ATCC 750. Foram testados 

nos isolados que apresentaram resistência ao fluconazol para analisar se a atuação 

do composto derivado de tiofeno associado ao fluconazol teria um potencial de ação 
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aprimorado sobre o fungo quando comparado à utilização das drogas testadas 

individualmente. 

Com a determinação da Concentração Inibitória Fracionada (FIC), foi possível 

definir a interação da combinação das drogas, como sinérgicas, aditivas, indiferentes 

ou antagônicas. Para cada isolado foi calculado o valor da FIC em relação a cada 

composto combinado com o fluconazol, como mostra na tabela 6 os valores obtidos. 

 

Tabela 6 - Determinação da Concentração Inibitória Fracionada (FIC) em µg/mL dos 

isolados de Candida frente aos compostos em combinação com o fluconazol 

Concentração Inibitória Fracionada 

URM Fluconazol  6CN (100%) Fluconazol / 6CN FIC Fluconazol 7CN (100%) Fluconazol / 7CN FIC 

 
6554  8µg/mL >1024µg/mL 2µg/mL / 64µg/mL 0,3 8µg/mL 512µg/mL 1µg/mL / 128µg/mL 0,3  

   
 

 
 

 
    

7231 64µg/mL >1024µg/mL 2µg/mL / 64µg/mL 0,09 64µg/mL 1024µg/mL 1µg/mL / 64µg/mL 0,07  

   
 

 
 

 
    

7238 64µg/mL >1024µg/mL 2µg/mL / 512µg/mL 0,5 64µg/mL 512µg/mL 0,5µg/mL / 1024µg/mL 2  

          
 

7239 32µg/mL 512µg/mL 0,5µg/mL / 128µg/mL 0,2 32µg/mL 1024µg/mL 1µg/mL / 64µg/mL 0,09  

   
 

 
 

 
    

7240 32µg/mL 64µg/mL 0,5µg/mL / 64µg/mL 1 32µg/mL 512µg/mL 1µg/mL / 64µg/mL 0,15  

          
 

750 2µg/mL >1024µg/mL 1µg/mL / 256µg/mL  0,75 2µg/mL >1024µg/mL 1µg/mL / 32 µg/mL 0,5  

Fonte: A autora (2025). 

 

Para a associação entre o fluconazol e o 6CN, o isolado URM6554 obteve o 

valor da FIC de 0,3, uma associação sinérgica entre as drogas, visto que há um 

sinergismo quando o valor da FIC é igual ou menor que 0,5. Também apresentaram 

sinergismo, os isolados URM7231 (FIC 0,09), URM7238 (FIC 0,5) e URM7239 (FIC 

0,2). O isolado URM7240, apresentou um valor de FIC de 1µg/mL, definida como 

indiferença, visto que a interação entre os compostos é considerada indiferente 

quando o valor da FIC é igual ou maior que 1, mas menor que 4. A ATCC 750 

apresentou um valor de FIC de 0,75µg/mL, uma aditividade, pois uma interação é 

considerada aditiva quando o valor da FIC é maior que 0,5, mas menor que 1. 

Para o 7CN, os isolados URM6564 (0,3 µg/mL), URM7231 (0,07µg/mL), 

URM729 (0,09µg/mL), URM7240 (0,15µg/mL) e ATCC 750 (0,5µg/mL) apresentaram 

sinergismo com a interação do composto associado ao fluconazol. Para o isolado 

URM7238, obteve um valor da FIC de 2µg/mL, que indica uma indiferença na 
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interação, visto que a indiferença é definida quando o valor da FIC é igual ou maior 

que 1, mas menor que 4. 

O surgimento de cepas resistentes prejudica a eficácia de fármacos da classe 

dos azóis, que são antifúngicos amplamente utilizados e a única opção de tratamento 

oral disponível para casos de candidemia. Uma estratégia promissora para intensificar 

a eficácia do fluconazol é identificar drogas sinérgicas que podem aumentar seu efeito 

antifúngico, ou mesmo reduzir o aparecimento da resistência, tornando-a uma droga 

fungicida (Escribano et al., 2022). 

A ação sinérgica da interação dos compostos tiofenos também foi evidenciada 

em estudo de Silva Alves e colaboradores (2024), no qual relataram que a ação 

antifúngica de um composto derivado de tiofeno quando associado ao fluconazol 

apresentou efeito sinérgico contra cepas resistentes das espécies de Candida. 

O potencial sinérgico dos compostos derivados de tiofeno também foi 

observado por Mohammed et al. (2022), no qual analisaram derivados de pirazol 

contendo o anel de tiofeno, que demonstraram efeitos sinérgicos quando combinados 

com os fármacos ciprofloxacino e cetoconazol, reduzindo os valores das CIMs em 

bactérias e fungos resistentes. 

 

5.5 ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DAS ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS  

Com as imagens obtidas através da microscopia eletrônica de transmissão foi 

possível observar as estruturas da célula fúngica sem tratamento e com tratamento 

pelos derivados tiofenos. Foram analisados a ação das moléculas que obtiveram 

melhores atividades antifúngicas nos testes de susceptibilidade, que foram as 

moléculas 6CN e 7CN. As cepas de Candida utilizadas para as análises foram a 

ATCC750 e URM6555 das espécies C. tropicalis e C. haemulonii, respectivamente. 

A amostra controle das leveduras, ou seja, que não foram tratadas com as 

moléculas, apresentaram-se intactas, com a integridade da parede e membrana 

celular, como também o citoplasma preservado, como observado na figura 3. 
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Figura 3 - Micrografia do controle dos isolados ATCC750 e URM6555 de Candida 

tropicalis e Candida haemulonii, respectivamente, sem alterações estruturais. 

 

Evidenciando a integridade da parede celular (PC), membrana plasmática (MP) e núcleo (N), além de 

preservação da área citoplasmática. Fonte: A autora (2025). 

 

No entanto, as células tratadas com as moléculas derivadas de tiofenos 

apresentaram-se estruturalmente alteradas em comparação com o controle. No 

composto 6CN, foi possível observar anormalidades na estrutura celular em ambas 

as espécies. Na ATCC750 observou-se o aparecimento de irregularidades na 

membrana plasmática, demonstrando invaginações e retração da membrana, assim, 

pressupõe que houve estresse devido a peroxidações lipídicas causadas por espécies 

reativas de oxigênio, ocasionando o afastamento da parede celular, como também, 

morfologia anormal da membrana nuclear. Na cepa URM6555, apresentou o 

surgimento de morfologia anormal e espessamento da parede celular, formação de 
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vacúolos com degradação do conteúdo citoplasmático e irregularidades da membrana 

plasmática. Para o composto 7CN, ambas as espécies apresentaram uma significativa 

degradação do conteúdo citoplasmático com formação de vacúolos, possivelmente 

indicando morte celular apoptótica, além de retrações da membrana plasmática e 

morfologia anormal da membrana nuclear com espessamento e deformações da 

parede celular, como demonstrado nas figuras 4-7. 

Figura 4 - Micrografia do isolado ATCC750 tratado com o derivado tiofeno 6CN.

 

A levedura ao ser submetida ao composto 6CN, evidenciando invaginações na membrana plasmática 

(seta azul), irregularidades na membrana plasmática (seta preta), morfologia anormal do núcleo (seta 

branca) e degradação da área citoplasmática (seta verde). Fonte: A autora (2025). 
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Figura 5 - Micrografia do isolado URM6555 tratado com o derivado tiofeno 6CN. 

 

A levedura ao ser submetida ao composto 6CN, evidenciando irregularidades na membrana plasmática 

(seta preta), morfologia anormal da parede celular (seta branca), degradação da área citoplasmática 

com vacuolização (seta verde) e espessamento da parede celular (seta azul). Fonte: A autora (2025). 

 

 

 

 

 

 

 



57 

Figura 6 - Micrografia do isolado ATCC750 tratado com o derivado tiofeno 7CN. 

 

A levedura ao ser submetida ao composto 7CN, evidenciando significativa degradação da área 

citoplasmática com fenômeno de vacuolização citoplasmática (seta preta), morfologia anormal nuclear 

(seta verde), retração da membrana plasmática e espessamento (seta azul) e deformações (seta 

vermelha) da parede celular. Fonte: A autora (2025). 
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Figura 7 - Micrografia do isolado URM6555 tratado com o derivado tiofeno 7CN. 

 

A levedura ao ser submetida ao composto 7CN, evidenciando degradação da área citoplasmática com 

fenômeno de vacuolização (seta preta), morfologia anormal nuclear (seta verde), retração da 

membrana plasmática (seta azul) e espessamento da parede celular (seta vermelha) Fonte: A autora 

(2025). 

 

Os resultados estão de acordo com estudo de Queiroz (2023) que analisou a 

ação de moléculas derivadas de tiofenos na estrutura fúngica de espécies de C. 

albicans e C. tropicalis através da microscopia eletrônica de transmissão, onde 

observou surgimento de invaginações na membrana plasmática associado a uma 

morfologia anormal da parede celular e da membrana nuclear. Da mesma maneira 
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Araújo Neto e colaboradores (2020) obtiveram achados equivalentes ao determinar 

que o tiofeno-tiossemicarbazona causou retração da membrana plasmática e 

alterações na forma do núcleo, causando apoptose em células de C. albicans devido 

ao estresse oxidativo. Assim como Silva Alves et al. (2024), demonstraram que as 

células tratadas com tiofenos exibiram alterações morfológicas características de 

apoptose como condensação e marginação da cromatina, desintegração da 

membrana, presença de agregações de pequenos vacúolos, além de espessamento 

da parede celular. Em outro estudo de Fayed et al. (2022) constataram que o 

ciclohepta[b]tiofeno pode induzir danos a enzimas importantes para os processos 

biológicos essenciais das leveduras. Entretanto, cabe ressaltar que aqui 

demonstramos pela primeira vez a presença de intensa vacuolização citoplasmática, 

que pode estar associada ao fenômeno de apoptose.  

Ao compararmos os resultados com a literatura científica, estas alterações na 

estrutura celular são comuns nos antifúngicos recomendados para o tratamento de 

espécies de Candida, como ocorre no fluconazol, que apresenta um perfil de 

microscopia semelhante, evidenciando enrugamento da parede celular, depressões, 

cavitação e colapso da membrana plasmática. Como também ocorre na anfotericina 

B e no miconazol, um desequilíbrio dinâmico da célula que desestabiliza a membrana 

plasmática. Além disso, a visualização de agregações de pequenos vacúolos, também 

são encontrados no mecanismo de ação da anfotericina B nas células fúngicas 

(Dornelas -Ribeiro et al., 2012); Grela et al., 2019). Como foi observado no estudo de 

Grela e colaboradores (2019), que relataram células de Candida apresentando 

agregações de pequenos vacúolos quando expostas à anfotericina B, relacionando os 

vacúolos a uma condição de autodefesa quando a célula fúngica é exposta à 

atividades tóxicas. 
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6 CONCLUSÕES 

 

De acordo com os objetivos apresentados, foi possível concluir que: 

 

• Isolados de Candida foram autenticados, sendo evidente a necessidade de 

ferramentas moleculares.  

• As cepas de Candida albicans apresentaram sensibilidade ao fluconazol, 

enquanto isolados de Candida pseudohaemulonii, Candida parapsilosis stricto 

sensu e Candida haemulonii apresentaram resistência; 

• Os compostos 6CN e 7CN foram os derivados de tiofeno que apresentaram 

resultados mais significativos na inibição do crescimento do fúngico; 

• Os compostos derivados de tiofeno testados demonstraram maior ação 

fungistática (50% de inibição), indicando serem moléculas com maior ação 

fungistática do que fungicida; 

• A ação do fluconazol em combinação com os derivados tiofenos demonstrou 

interação sinérgica na maioria dos isolados, evidenciando que os compostos 

avaliados em associação com o fluconazol resultam em um efeito maior de 

inibição do crescimento fúngico do que a inibição apresentada individualmente; 

• A microscopia eletrônica de transmissão demonstrou que os derivados tiofenos 

apresentaram ação significativa na estrutura da célula fúngica de espécies de 

Candida, com visualização pela primeira vez da ocorrência de intensa 

vacuolização citoplasmática, indicando apoptose celular. 
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