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RESUMO

O género Candida apresenta-se como comensal no hospedeiro humano, porém
alteragbes no sistema imune podem desencadear infecgdes sistémicas graves
em pacientes em estado critico. A levedura Candida albicans € comumente
relatada como agente de candidiase invasiva, entretanto outras espécies como
as do complexo C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei tém sido
frequentemente descritas como causadoras de candidemia. A formacdo de
biofilme € um dos importantes fatores de viruléncia desse género. Este pode
estar aderido em tecidos vivos ou superficies inertes e tem alta resisténcia aos
tratamentos convencionais. O aumento de cepas resistentes aos antifungicos
utilizados na clinica médica e seus fatores citotoxicos limitam a escolha
terapéutica e contribuem para um prognéstico negativo do paciente. Dessa
forma a busca por uma nova substancia bioativa que seja capaz de inibir o
crescimento fungico e controlar fatores de viruléncia & essencial. Os derivados
tiofénicos s&o compostos heterociclicos importantes que possuem ampla
atividade biolégica e estdo presentes em diversos compostos
farmacologicamente ativos e produtos naturais. Essas moléculas sao
comprovadamente eficazes contra algumas espécies de fungos filamentosos e
leveduras. Contudo, os relatos de sua agéo frente a espécies de Candida ainda
s8o0 incipientes. Diante disso, o projeto teve como objetivo avaliar a atividade
antifungica de nove derivados 2-aminotiofeno no tratamento de biofilmes de
espécies de Candida. Para isso, foram obtidos 25 isolados clinicos do grupo de
pesquisa “Fungos de Interesse Médico e Leveduras de Interesse Biotecnolégico”
da Universidade Federal de Pernambuco. Os derivados 2-aminotiofenos foram
obtidos em parceria com o grupo de pesquisa “Sintese e Vetorizagdo de
Moléculas” da Universidade Estadual da Paraiba. Posteriormente, os isolados
foram submetidos a testes de sensibilidade antifingica, utilizando o fluconazol
e os derivados 2-aminotiofenos para determinagdo da concentragdo inibitéria
minima (CIM). Posteriormente, foi avaliada a capacidade de formagio de
biofiimes dos isolados e quantificagdo. Ainda, foi feito o tratamento do biofilme
com o fluconazol e os derivados 2-aminotiofenos que apresentarem melhor
atividade in vitro. Foram obtidos nove isolados pertencentes a espécie C.
albicans, nove C. parapsilosis e oito C. tropicalis. No teste de sensibilidade ao
fluconazol, os CIMs variaram entre 0,03 e >64 ug/mL. Dos isolados testados, 18
foram sensiveis, 1 dose-dependente e 5 resistentes. Quanto aos derivados 2-
aminotiofenos, ndo expressaram diferengas com inibigdo na concentracdo de
200 pg/mL Todos os isolados foram capazes de formar biofilme em diferentes
intensidades, destacando os isolados HAM18, HAM32 e HGV04 que formaram
em maior intensidade entre suas espécies. No tratamento do biofilme, foi
observado que em todos os isolados, os derivados 2-aminotiofenos
estatisticamente apresentaram uma boa resposta ao tratamento dos biofilmes.
No isolado HAM32 a molécula AG3 e o fluconazol foram estatisticamente iguais
quanto ao tratamento, ja o AG7 conseguiu tratar em uma menor concentragéo.
Dessa forma, €& notéria a atividade antifungica dos derivados 2-aminotiofenos
frente a isolados de Candida, podendo ser considerado, futuramente, uma
alternativa terapéutica no tratamento de candidiase invasiva.

Palavras-chave: Candidiase invasiva; fatores de viruléncia; fluconazol:
derivados tiofénicos: biofilme.



ABSTRACT

Candida is a genus that presents itself as a commensal in the human host, but
changes in the immune system can trigger serious systemic infections in critically
ill patients. The yeast Candida albicans is commonly reported as an agent of
invasive candidiasis, however other species such as the complex C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. glabrata and C. krusei have been frequently described as causing
candidemia. Biofilm formation is one of the important virulence factors of this
genus. This can be adhered to living tissues or inert surfaces and has high
resistance to conventional treatments. The increase in strains resistant to
antifungals used in clinical medicine and their cytotoxic factors limit the
therapeutic choice and contribute to a negative prognosis for the patient. Thus,
the search for a new bioactive substance that is capable of inhibiting fungal
growth and controlling virulence factors is essential. Thiophene derivatives are
important heterocyclic compounds that have broad biological activity and are
present in several pharmacologically active compounds and natural products.
These molecules are proven effective against some filamentous fungi and yeast
species. However, reports of its action against Candida species are still incipient.
Therefore, the project aimed to evaluate the antifungal activity of nine 2-
aminothiophene derivatives in the treatment of Candida species biofilms. For
this, 25 clinical isolates were obtained from the research group “Fungi of Medical
Interest and Yeasts of Biotechnological Interest’” at the Federal University of
Pernambuco. The 2-aminothiophene derivatives were obtained in partnership
with the research group “Synthesis and Vectorization of Molecules” at the State
University of Paraiba. Subsequently, the isolates were subjected to antifungal
sensitivity tests, using fluconazole and the 2-aminothiophene derivatives to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC). Thereafter, the biofilm
formation capacity of the isolates was evaluated following the methodology.
Furthermore, the biofilm was treated with fluconazole and the 2-aminothiophene
derivatives that showed better in vitro activity. Nine isolates belonging to the
species C. albicans, nine to C. parapsilosis and eight to C. tropicalis were
obtained. In the fluconazole sensitivity test, the MICs ranged from 0.03 to >64
pg/mL. About the isolated tests, 18 isolates were sensitive, one dose-dependent
and five resistants. As for the 2-aminothiophene derivatives, they did not express
differences with inhibition at the concentration of 200 ug/mL. All isolates were
able to form biofilms at different intensities, highlighting the isoclates HAM18,
HAM32 and HGV04 that formed in greater intensity among their species. In the
treatment of biofilm, it was observed that in all isolates, the 2-aminothiophene
derivatives statistically showed a good response to the treatment of biofilms. In
the HAM32 isolate, the AG3 molecule and fluconazole were statistically equal in
terms of treatment, whereas AG7 was able to treat at a lower concentration.
Thus, the antifungal activity of 2-aminothiophene derivatives against Candida
isolates is evident, and may be considered, in the future, as a therapeutic
alternative in the treatment of invasive candidiasis.

Key words: Invasive candidiasis; virulence factores; fluconazole; thiophenic
derivatives; biofilm.
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1 INTRODUGCAO

Infecgdes hospitalares acometem frequentemente pacientes que estéo
em Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Esses pacientes apresentam um quadro
clinico sensivel e sdo mais susceptiveis as infeccbes pela supressdo do sistema
imunolégico e aos procedimentos clinicos invasivos aos quais sao submetidos.
As infecgdes fungicas podem ocorrer devido a proliferacdo de microrganismos
da microbiota, sendo essa a via endégena, e também devido a fontes externas,
como uso de dispositivos intravenosos, tendo origem exégena (SANTOS et al.,
2016; NASCIMENTO et al., 2011).

O género Candida apresenta-se como comensal no hospedeiro humano,
porém alteragbes no sistema imune podem desencadear infecgdes sistémicas
graves em pacientes em estado critico (SANTOS, 2017). A mortalidade referente
a candidemia é considerada alta, sendo a terapia inadequada e controle da fonte
de infecgdo incorreto determinantes para o aumento dessa taxa (RUIZ e
PEREIRA, 2016).

A levedura Candida albicans € comumente relatada como agente de
candidiase invasiva, entretanto ha um aumento gradativo na incidéncia de outras
especies de Candida ndo-C. albicans. Espécies como as pertencentes ao
complexo C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei tém sido
frequentemente descritas como causadoras de candidemia, variando entre
regides geograficas (RUIZ e PEREIRA, 2016).

A capacidade de formar biofilme & um dos importantes fatores de
viruléncia de Candida spp., e pode ser definido como um conjunto de um ou mais
microrganismos envolvidos em uma matriz polimérica extracelular rica em
carboidratos, proteinas e acido nucléico. A sua formag&o ocorre em um processo
sequencial que se inicia pela aderéncia a um substrato e pela adesao
intercelular, posteriormente, ha proliferagdo de células e um aumento da
populagdo do patégeno onde sdo formadas estruturas invasivas para sua
disperséo. O biofilme pode estar aderido em tecidos vivos ou superficies inertes
e tem alta resisténcia aos tratamentos convencionais, sendo essencial para a
sobrevivéncia do microrganismo no organismo do hospedeiro (FANNING et al.,
2012).

Com o aumento de cepas resistentes aos antifungicos utilizados na clinica



meédica e ainda, fatores como a hepatotoxicidade associada aos azodlicos,
nefrotoxicidade associada aos polienos e alto custo das equinocandinas, limitam
a escolha terapéutica e contribuem para um prognoéstico negativo do paciente
(NETEA et al.,, 2015). Dessa forma, € imprescindivel a busca por novas
substancias bioativas que sejam capazes de inibir o crescimento fungico e
controlar fatores de viruléncia, como a formacao de biofilme, expressando assim
atividade antifungica.

O tiofeno e seus derivados sdo uma classe importante de compostos
heterociclicos que possuem ampla atividade biolégica e estdo presentes em
diversos compostos farmacologicamente ativos e produtos naturais (BOZOROV
et al.,, 2017; ROSSETTI et al., 2019). Essas moléculas, possuem uma estrutura
organica ciclica constituida por quatro atomos de carbono e um atomo de enxofre
com duas insaturagdes nas posicdes 2 e 4, formando um sistema aromatico. A
sintese de Gewald é amplamente utilizada para a formag&do de derivados e
consiste em reagir um composto carbonilado e um composto metileno ativo na
presenca de enxofre elementar e uma base, formando 2-aminotiofeno com
diversas substituicbes (RODRIGUEZ et al., 2015). O 2-aminotiofeno € uma
porcdo estrutural especial presente em muitas moléculas biologicamente ativas
(HUANG e DOMLING, 2011). O 2-amino-4,5-di-hidrotiofeno | exibe propriedades
antibacterianas e antifungicas (DARWISH, 2008). Assim, o nucleo tiofeno e seus
derivados sdo comprovadamente eficazes contra fungos como Aspergillus
fumigatus e Cryptococcus sp. Contudo, os relatos de sua agao frente a espécies
de Candida ainda s&o incipientes (SCOTTI et al., 2012; ABDEL-RAHMAN et al.,
2017).

Diante disso, a compreensédo efetiva de todo o processo de formagéo,
estrutura e constituintes do biofilme fungico & importante para elencar novos
alvos terapéuticos. Assim, esse conhecimento permite o direcionamento para
novos tratamentos, minimizando a piora clinica e mortalidade, viabilizando dados
que servirdo de alvo para pesquisas futuras com produtos sintéticos e/ou

naturais com exceléncia antifungica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GENERO CANDIDA

A levedura Candida foi primeiramente descrita por Langenbeck, em 1839,
apos o isolamento da cavidade oral de um paciente com afta bucal, sendo esse
o primeiro relato caracterizando esse microrganismo (KAUFFMAN, CA, 2018).
Somente em 1923, Berkhout definiu esse fungo pertencente ao género Candida
e descreveu a espécie Candida albicans. Dessa forma, as espécies do género
Candida, segundo a taxonomia, localizam-se em: Reino Fungi, Filo Ascomycota,
Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales. (GUARRO et al., 1999).

O género Candida é considerado comensal e esté presente na microbiota
gastrointestinal, vaginal, pulmonar e urogenital (GUPTA et al., 2018). No entanto,
guando ocorre um desequilibrio no sistema imunolégico ou na microbiota do
hospedeiro, essas leveduras tendem a se manifestar como patégeno, podendo
desencadear o desenvolvimento da doenga que pode evoluir para sua forma
grave (JOSEP et al,, 2015). (PEIXOTO et al., 2014).

A identificacdo de Candida spp. pode ser feita por meio da observacéo de
suas caracteristicas morfolégicas (microscopicas e macroscopicas) e perfil
bioquimico. A caracterizacdo morfolégica, da maioria das espécies do género
Candida, consiste na presenca de blastoconidios, pseudo-hifas e, em espécies
como C. albicans e C. dubliniensis, clamidoconidios. A sua coldnia pode variar
de coloragd@o branca ao creme e seu o0 aspecto pastoso, brilhoso ou opaco, de
textura lisa ou ligeiramente rugosa. O seu perfil bioquimico é caracterizado pela
assimilagdo de nitrogénio e carboidratos (auxonograma), fermentagdo de
carboidratos (zimograma), auséncia de urease e presenc¢a do tubo germinativo
(COLOMBO et al.,, 2013). Ainda, o meio de cultura CHROMagar Candida
possibilita a identificagdo rapida, de forma presuntiva, de algumas espécies
desse género. Nesse, o reconhecimento das espécies € dado pela producgéo de
cor nas col6nias, realizado por reagdes enzimaticas especificas (BARBEDO;
SAGARBI, 2010).

O termo candidemia se refere a presenca de espécies de Candida no
sangue, sendo a manifestagcdo mais comum da candidiase invasiva. Essa

infeccdo pode ter origem pela via endégena, quando O microrganismo



proveniente da microbiota do hospedeiro prolifera ou muda seu sitio, ou pela via
exogena, quando por fontes externas a levedura infecta o paciente. Entre as
infec¢des fungicas documentadas em hospitais terciarios, o género Candida é
responsavel por em média 80% dessas infecgbes (GEHRING, et al., 2015).

Embora C. albicans seja a espécie mais descrita como causadora de
candidemia, as alteragbes geograficas estdo influenciando na epidemiologia das
diferentes espécies nos paises. Com isso, ha uma mudanca na prevaléncia
global e espécies de Candida n&o-C. albicans surgem como principais
responsaveis pela candidiase invasiva (DOVNIK, et al., 2015).

Doi et al. (2016) analisaram 137 casos de candidemia em 16 hospitais
brasileiros e identificaram que apenas 34,3% desses pertenciam a espécie C.
albicans. As espécies de Candida ndo-C.albicans mais isoladas foram Candida
parapsilosis (24,1%), Candida tropicalis (15,3%) e Candida glabrata (10,2%). Os
autores relataram que os pacientes possuiam fatores predisponentes como uso
de cateteres venosos, ventilagdo mecanica e hemodidlise quando
diagnosticados com candidemia.

Em um estudo feito no Mato Grosso do Sul, Canassa e Cruz (2019)
analisaram 135 amostras positivas para Candida e relataram que 33,3%
amostras foram identificadas como C. albicans, seguidas por 24,5% amostras
de C. parapsilosis, C. tropicalis em 20% e C. glabrata em 16,3% das amostras.
Ainda, isolaram outras espécies menos frequentes de Candida spp.,
demonstrando um aumento na incidéncia de outras espécies de Candida n&o-
C. albicans.

Santolaya et al. (2019) observaram que C. glabrata foi a terceira espécie
mais isolada em pacientes idosos com candidemia no Chile. Ainda, Colombo et
al. (2017), relatou que nas instituicbes privadas no Brasil, C. glabrata € uma
espécie emergente frequentemente isolada.

No Brasil, a espécie C. tropicalis é a segunda mais isolada como agente
de candidiase invasiva (COLOMBO; MUCCI, 2007). Rocha et al. (2020)
analisaram 56 amostras fungicas de pacientes de uma Unidade de Terapia
Intensiva, nos hospitais de referéncia da cidade de Recife-Pernambuco, com
infeccdo fungica sistémica, e identificaram 32,1% dos isolados como C.
tropicalis, um numero superior aos isolados de C. albicans, com 28,5%.

Na América do Sul, os estudos epidemioldgicos relatam que as espécies
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de Candida nao-C. albicans com maior incidéncia pertencem ao complexo C.
parapsilosis (C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis stricto sensu) e
C. glabrata. Conforme a Rede Nacional de Candidemia, a epidemiologia dos
casos no Brasil aponta que em média a espécie C. albicans é responsavel por
40,9% dos casos, seguida por C. tropicalis (20,9%), C. parapsilosis (20,5%) e C.
glabrata (4,9%) (COLOMBO et al., 2006; NUCCl et al., 2010; COSTA et al., 2014;
DA MATTA et al., 2017).

O surgimento de espécies emergentes multirresistentes, como C. auris, atrai
discussé&o cientifica no mundo inteiro. Nos ultimos anos, diversos casos foram
relatados de infecgdes graves ocasionadas por C. auris, sendo isolada de
feridas, sangue, urina, secre¢do resultante de expectoragéo e sitios corporeos
ndo invasivos. Levando em consideracdo a dificil identificagdo de C. auris, a
cepa pode ficar negligenciada e levar a disseminagdo de sua transmissao
(MACHADO et al., 2021).

Prestel, et al. (2021), reportaram um caso especifico em um hospital na
Florida-Estados Unidos, onde foram detectadas 35 isolados de C. auris em
pacientes internados com COVID-19. Foi relatado que varios fatores
contribuiram para esse surto, como lapsos na limpeza e desinfestacdo de
equipamentos compartilhados, uso prolongado de equipamento de protecdo
individual e falha na higienizag&o das maos dos profissionais de saude. Apos o
hospital remover essas fontes e aprimorar o sistema de higienizacdo, ndo foi
detectada nenhuma outra transmiss&o de C. auris nos estudos posteriores.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o
primeiro caso de C. auris foi notificado e confirmado na Bahia em dezembro de
2020. O fungo foi isolado de uma cultura derivada de ponta do cateter de um
paciente intemado e foi identificado pelo método de espectrometria de massas
MALDI-TOF. Ainda, o paciente teria sido internado devido a complicagdes da
COVID-19. Recentemente, janeiro de 2022, a ANVISA confirmou um novo surto
de C. auris no Brasil, na cidade do Recife-PE. A cepa também foi identificada
pelo método MALDI-TOF, e o hospital estabeleceu as medidas necessarias para
prevencdo e controle de surto (ANVISA n° 01/2020).

Nesse contexto, ha uma incidéncia crescente da candidiase invasiva
principalmente em pacientes gravemente doentes, como aqueles internos em

UTI. Essas infecgdes fungicas tem gradativamente se elevado durante os ultimos



anos e, consequentemente, elevando os indices de mortalidade. Pacientes
acometidos por doengas hematologicas malignas, neoplasias, transplantados,
uso de dispositivos médico-invasivos, antibioticoterapia e uso prolongado de
corticoides, quimioterapia e outras condigdes clinicas, sdo mais vulneraveis a
candidemia (AUZINGER et al., 2015, PERREIRA et al., 2016). Ademais, Motta
et al. (2017) descreveu uma taxa de mortalidade de 32% em pacientes com
candidiase invasiva, um indice alto e preocupante na clinica médica.

A proporgdo da candidiase invasiva € influenciada por uma série de
fatores relacionados as condigdes do paciente, tais como sistema imunologico
comprometido e severidade da doenca de base; caracteristicas da levedura,
como patogenicidade, produgao de fatores de viruléncia e susceptibilidade aos
antifungicos; e o tratamento realizado, relacionado a farmacocinética e
sinergismo com outras drogas (JALAL, et al., 2019). Assim, se faz necessaria a
elucidacao dos fatores de viruléncia para maior compreensao das propriedades

do fungo.

2.2 FATORES DE VIRULENCIA

A capacidade de Candida causar infecgdo no hospedeiro ira depender da
expresséo de diferentes fatores de viruléncia, além dos fatores relacionado ao
hospedeiro como imunossupressdo e alteragdo da microbiota natural. A
producdo do tubo germinativo e enzimas extracelulares, formagédo de biofilme,
termotolerancia e aderéncia as células epiteliais sdo fatores de viruléncia
frequentemente associados ao género Candida e colaboram para sua
patogenicidade (KOGA-ITO et al., 2006; ANDREOLA et al., 2016).

A secregdo de enzimas hidroliticas, como a fosfolipase, lipases extra e
intracelulares, esta relacionado com a invasdo do microorganismo no epitélio e
penetragdo celular. Essas enzimas tem capacidade de degradar substratos
fosfolipidicos da membrana celular, facilitando a entrada e ancoragem das hifas
no citoplasma. Ainda, as Proteases Asparticas Segregadas (SAPs) estédo
envolvidas com a destrui¢cdo na integridade da membrana das células infectadas,
que resulta em sua ineficiéncia. As SAPs estdo presentes em algumas espécies
do género, como C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (SCHALLER, et al.,
2005; ANDREOLA et al., 2016; CAUCHIE, et al., 2017).

Em um estudo feito por Vieira et al., 2018, verificaram a sensibilidade



antifungica e expressdo dos genes SAP 1-3 em isolados de Candida. O gene
SAP 2 foi incidente em isolados de Candida ndo-C. albicans, entretanto, em C.
albicans foi predominante o gene SAP 1. O gene SAP 3 néo foi identificado nos
isolados. Quanto a sensibilidade, as espécies de Candida ndo-C. albicans foram
menos sensiveis ao Cetoconazol, fluconazol e itraconazol, propondo uma
possivel patogenicidade distinta.

Além disso, a termotolerancia, que € a capacidade do fungo em crescer
e se manter em ambientes com temperatura de 37°C, € um importante fator de
sobrevivéncia no hospedeiro humano e espécies que conseguem se
desenvolver nessa temperatura sdo consideradas potencialmente patogénicas
(SIDRIM & ROCHA,2004). De acordo com Silva-Dantas et al. (2016), um dos
principais fatores para que Candida seja considerado um patdgeno virulento &
sua capacidade em adaptar-se em varias condi¢gdes presentes em diferentes
sitios do hospedeiro, como diferentes niveis de temperatura, pH, concentragao
de CO,, hipoxia, e disponibilidade de nutrientes.

Em um estudo feito por Canela, 2017, foi analisada a capacidade de
producdo de enzimas hidroliticas em espécies de Candida e a producdo de
hemolisina foi bastante presente no estudo, dando destaque nas espécies C.
albicans, C. glabrata e C. tropicalis que apresentaram atividade hemolitica
superior que outras linhagens.

Conforme Fourie et al., 2018, o ferro & considerado um nutriente vital para
todos os organismos vivos, fazendo parte de varios processos biologicos. Por
sua vez, o ferro esta englobado por proteinas que blogueiam sua interagdo com
radicais livres de oxigénio que poderiam alterar a integridade celular. A levedura
Candida tem capacidade hemolitica e obtém esse mineral destruindo as ligagdes
com as proteinas. Esse ferro & utlizado para crescimento e atividades
metabdlicas durante a invasao no tecido do hospedeiro, sendo um mecanismo
de defesa essencial para sua sobrevida (LINARES et al., 2007; ALMEIDA et
al.,2009).

Ademais, a adesdo de Candida em células e tecidos do hospedeiro, bem
como superficies inertes, & essencial para o desenvolvimento da infeccéo e
sobrevida do fungo no organismo. A aderéncia € o primeiro estagio no processo
infeccioso, ha a invaséo e disseminagao fungica no organismo do hospedeiro.

Em superficies inertes, a aderéncia é a primeira etapa para formacéo do biofilme



(KARKOWSKA-KULETA et al., 2009).

Menezes et al., 2013, em sua pesquisa estudaram a capacidade de
diferentes espécies de Candida em aderir a superficies inertes, como a laminula
de vidro. Foi visto que todas as espécies analisadas foram capazes de aderir a
superficie, contudo, espécies de Candida ndo-C. albicans apresentaram maior
capacidade de aderéncia (81,4%) do que isolados C. albicans (76,3%). Dessa
forma, a adesdo em superficies inertes entre espécies de Candida sdo distintas
e indica possivel aderéncia a células vivas.

Desse modo, apés o microrganismo aderir a superficie, & iniciada a
formagdo do biofilme. Os biofimes s&o capazes de resistir ao sistema
imunolégico do hospedeiro, aos antifungicos e a alguns agentes de desinfecgéo,
sendo consequentemente dificil de aniquilar, tornando as infec¢des resistentes
e recorrentes (ZICCARDI et al., 2015).

2.3 BIOFILME

O biofilme & definido como uma comunidade microbiana envolvida por
uma matriz de polissacarideos extracelular que estdo aderidas em uma
superficie, que pode serinerte ou viva. Essa comunidade é altamente organizada
e estruturada o que confere uma alta resisténcia as defesas do hospedeiro e
antimicrobianos, causando varias complicagbes clinicas (BETTIO, 2010;
CHANDRA, MUKHRJEE, 2015).

Estruturalmente, o biofilme maduro &€ bem consolidado e formado por
substancias chamadas exopolissacarideos que constituem uma matriz
extracelular forte, que por sua vez realiza ligagdes da célula a superficie, ligacdo
entre as células e agrupamento arquitetado. No género Candida, a matriz
composta em geral por carboidratos, proteinas, hexosamina, acido urénico e
fésforo. O biofilme pode ser de um mesmo microrganismo ou de dois ou mais,
chamado biofilme polimicrobiano. Ainda, sua matriz & responsavel por manter a
barreira mecanica estavel e proteger a comunidade microbiana das defesas do
hospedeiro e de drogas antimicrobianas, garantindo sua sobrevida no organismo
e representando papel na resisténcia aos medicamentos (Al-Fattani & Douglas,
2006; Flemming & Wingender, 2010; Koo et al., 2017; Perlin et al., 2017).

Dessa forma, o processo de formagdo do biofilme & dividido em quatro
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etapas: adesdo primaria, adesao irreversivel, maturacéo e dispersdo. Para essa
comunidade microbiana se formar € necessario a adesdo primaria da levedura
na superficie, podendo ser inerte (abidtica) ou na célula do hospedeiro (bidtica)
(JANIEL; ANDES, 2015).

A fase inicial de aderéncia é reversivel e requer mediacao da interacao
entre as moléculas por ligagdes do tipo ligante-receptor especificas nas células
da levedura e do hospedeiro. Contudo, em superficies inertes, a adeséo é
mediada por interagbes fisico-quimicas ndo especificas, como forgas
hidrodinamicas, forcas de Van der Waals, interacGes eletrostaticas e
hidrofobicas. Essas interagbes garantem a fixagdo do microrganismo. Assim,
ocorre o transporte das células microbianas do meio aquoso para a superficie
inerte por meio da gravidade, motilidade e quimiotaxia (SUZUKI, 2009, JANIEL,;
ANDES, 2015).

Apos ser formada a primeira camada do microrganismo, na adesio
primaria, a aderéncia da levedura é facilitada. Posteriormente, ocorre a adeséo
secundaria, que se da pela produgdo de hifas e EPS, sendo um processo
irreversivel. Em seguida, ha multiplicacdo e agregagédo dos microrganismos em
microcolénias, originando o biofilme maduro. A medida que a densidade
aumenta, € iniciada a produgédo de moléculas auto indutoras, conhecidas como
moléculas quorum-sensing (MQS), para iniciar a transcricdo de genes
especificos que regulam a motilidade, producdo de EPS e formagdo de mais
biofilme (ALBUQUERQUE; CASADEVALL, 2012, WALL et al., 2018).

Em condicbes favoraveis, o biofiime pode persistir se desenvolvendo por
um longo prazo. Contudo, em condigées desfavoraveis ha o desprendimento do
biofilme, as celulas superficiais sdo dispersadas resultando em sua
disseminacdo (BERNARDIS et al., 2018).

De acordo com Langer et al.,, 2018, a matriz polimérica extracelular e
considerada a principal resisténcia das infecgdes relacionadas ao biofilme. Essa
matriz o torna mais resistente a radiacdo UV, ao ataque de protozoarios e
desidratagdo, garantindo a sobrevida da levedura.

Ademais, a formacgéo de biofilme multiespécies é relatada por Xu et al.,
2014, em um modelo in vitro que expressou interagdes sinérgicas entre C.
albicans e bactérias da mucosa oral Streptococcus oralis e Streptococcus

gordonii. Essa interagdo foi benéfica para ambas espécies quanto capacidade
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em invadir e formar biofilmes patogénicos. De Barros et al., 2017, relataram que
também pode haver competicdo entre as espécies do género Candida, onde
isolados de C. glabrata e C. krusei conseguiram formar biofilme juntamente a C.
albicans.

Marak et al., 2018, descreveram que entre 41 isolados de C. albicans, 21
(51,2%) foram capazes de formar biofilme. Ainda, entre 49 espécies de Candida
ndo C. albicans, 28 (57,14%) isolados produziram biofilme. As cepas de C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei foram evidentes na formag&o de biofilmes.
Dessa forma, esse estudo corrobora o fato de que infec¢des por Candida néo-
C. albicans adquiriram maior destaque, pelo aumento de sua incidéncia, ao longo
dos ultimos anos.

A relevancia clinica dos biofilmes na clinica tornou-se cada vez mais
estudada, aproximadamente 80% das infecgbes hospitalares estdo associadas
a biofilmes, principalmente aquelas que envolvem dispositivos médico-invasivos.
Essas infecgbes possuem alta gravidade e resultam na disfungéo do dispositivo
e aumento da morbimortalidade (MOTTA et al., 2017).

Entre os setores hospitalares, a UT| &€ o mais vulneravel a infecgdes desse
tipo pois nele ha a realizagdo constante de procedimentos invasivos, uso de
materiais implantados como cateteres e sondas, além do comprometimento das
condigbes imunolégicas dos pacientes. Em um estudo realizado por De Oliveira
et al., 2014, descreveram um surto em uma UTI| neonatal brasileira onde foram
isoladas 10 cepas de C. albicans e 4 cepas de C. tropicalis. Ainda, Barac et al.,
2020, relataram um surto de C. tropicalis que ocorreu em pacientes em dialise
peritoneal, no qual alguns foram a ébito, e a cepa relacionada as infecgdes foi
isolada de material médico. Desse modo, infecgbes por Candida spp.
apresentam risco consideravel de morbidade e mortalidade e além disso, com
o surgimento de cepas resistentes apresentam dificuldade quanto ao tratamento,
0 que demanda um tratamento antifungico adequado (MARINS et al., 2018).

2.4 TRATAMENTO

O tratamento comumente utilizado em casos de candidiase invasiva séo
os antifungicos dos grupos farmacéuticos dos polienos, equinocandinas e
triazélicos (COLOMBO et al., 2013; PAPPAS et al., 2016).
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2.4.1 Polienos

O mecanismo de acdo dos polienos esta relacionado com a interagéo
com o ergosterol, um abundante constituinte da membrana celular fungica. Essa
ligagéo resulta no desenvolvimento de poros transmembrana, originando um
canal iénico que causa o extravasamento de ions intracelulares (KRISTANC et
al.,2019). Os poros transmembrana sdo resultantes da estrutura anfipatica
caracteristica dos polienos. A parte hidrofébica, expressa pela cadeia poliénica,
interage com as moléculas de esterol da membrana, e ao mesmo tempo, a parte
hidrofilica, expressada pela cadeia poliol, fica no ambiente aquoso formando o
poro. Este poro causa efusdo de ijons, como K" Na* e CI, resultando no
desequilibrio eletroquimico (SERHAN et al., 2014).

Os polienos tém como principais representantes a anfotericina B e
nistatina, entretanto, somente o primeiro & utilizado no tratamento contra
infeccbes sistémicas. A anfotericina B € eficiente contra varias espécies de
Candida, contudo, apresenta alta hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (NETT;
ANDES, 2016).

Lotfali et al. (2017), buscaram mutagdes nos genes reguladores da
sintese de ergosterol ERG3, ERG6 e ERG11 para resisténcia em Candida
parapsilosis e concluiram que mutagbes nesses genes diminuem a expressao
do alvo de acdo dos polienos. Ainda, os autores concluiram que apesar da
resisténcia aos polienos ser incomum, pode ser adquirida pelas mutagbes de
perda de funcdo do ERG3. Essa mutacdo inibe a formagdo do complexo
farmaco-lipidio, previne a lise osmotica celular e consequentemente, bloqueia a

formacgao da sintese do ergosterol.

2.4.2 Equinocandinas

O mecanismo utilizado pelas equinocandinas € inibir a sintese da parede
celular de fungos, através da inibicdo ndao competitiva da enzima (1,3)-B-D-
glucana sintase, que é responsavel pela sintese do polimero (1,3)-B-D-glucana.
Esta molécula se liga covalentemente a outro polimero chamado (1,6)-B-D-
glucana e juntos com a quitina formam uma rede tridimensional complexa de
microfibrilas. A inibicdo dessa enzima impossibilita a biossintese da parede
celular do fungo, causando a lise e quebra da integridade celular (PRASAD et
al., 2016).
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Estudos mostram que a resisténcia as equinocandinas esta relacionada
com a mutacdo no gene FKS, onde ha substituicdo de aminoacidos em duas
regides hot spot de FKS1 em Candida spp. e FKS2 em C. glabrata. Essas
mutagdes aumentam a concentragao inibitéria minima das cepas, resultando na
falha do tratamento (PERLIN et al., 2017; KORDALEWSKA et al., 2018;
PRISTOV; GHANNOUM, 2019).

Conforme Perlin et al. (2017) analisaram mutagcdes no gene FKS, e
concluiram que podem estar relacionadas com o estresse devido a exposi¢cdo
prolongada de drogas dessa classe. Esse gene codifica a enzima 1,3-B-glucana
sintetase, alvo das equinocandinas e responsavel pela sintese de um composto
importante da parede celular de espécies de Candida.

Os principais antifungicos dessa classe sdo caspofungina, micafungina e
anidulafungina, os quais sdo bem tolerados e ndo apresentam efeitos colaterais
graves. A Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, a Sociedade Brasileira de
Infectologia e a Sociedade Paulista de Infectologia recomendam que em casos
de pacientes ndo-neutropénicos com candidemia, deve-se iniciar o tratamento
com uma equinocandina, exceto em casos de C. parapsilosis devido sua alta
concentracao inibitéria minima (NETT; ANDES, 2016).

2.4.3 Azodlicos

Os antifungicos azélicos inibem a enzima do citocromo P450 14a-
lanosterol desmetilase que € fundamental na rota de biossintese de ergosterol
nos fungos. Essa enzima tem uma porgdo heme no seu sitio ativo, o nitrogénio
da molécula dos azéis age com o atomo de ferro englobado na porgdo heme e
inibe a ativagdo do oxigénio necessario na reagédo de desmetilagdo do lanosterol
em ergosterol pela atividade dessa enzima. Em consequéncia da inibigdo da
biossintese de ergosterol, ha o acumulo de 14-a-metil-3,6-diol, um ergosterol
téxico, na membrana celular. Esse composto causa estresse celular e interrompe
a cadeia do ciclo celular do fungo (HANI et al., 2015).

No género Candida a enzima 14a-lanosterol desmetilase & codificada
pelo ERG11, sendo uma das enzimas encarregadas pela conversdo de
lanosterol em ergosterol. Ainda, os azélicos atuam inibindo a transformagao da
morfologia unicelular de Candida em hifas e pseudo-hifas, sendo a forma
invasiva e patogénica do fungo (RANG et al., 2007, PRASAD et al., 2016).
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Os antifungicos azolicos podem apresentar efeitos adversos como
hepatotoxicidade, intolerancia gastrintestinal e hipersensibilidade. Entre as
drogas dessa classe esta o voriconazol, itraconazol, posaconazol e fluconazol
(NETT, ANDES, 2016). O fluconazol demonstra boa acdo e € muito utilizado na
clinica em casos de infeccbes por Candida, além disso, € utilizado na
criptococose, em infeccdes urinarias e do sistema nervoso central por fungos
susceptiveis (AUTMIZGUINE et al., 2018).

2.5 FLUCONAZOL

O fluconazol & um antifungico azélico frequentemente prescrito na clinica
em infecgbes por Candida spp., pelo seu espectro de agdo e baixo custo
(PARAMYTHIOTOU et al., 2014). Como ressaltado, o fluconazol age inibindo o
citocromo P450 enzima lanosterol demetilase (14a-desmetilase), codificada pelo
ERG11, na via de biossintese do ergosterol. Possui biodisponibilidade por via
oral e apresenta atividade contra fungos endémicos. Ao contrario dos outros
triazolicos, o fluconazol contém baixa atividade para enzimas do CYP450, dessa
forma, causa menor inibigdo dessas isoenzimas. (MCMANUS & SHAH, 2019).
Essa droga € fungistatica, ou seja, inibe o desenvolvimento fungico sem
extermina-lo completamente, assim, durante o tratamento o fungo pode
desenvolver resisténcia ao antifingico (BERKOW & LOCKHART, 2018).

Nas ultimas décadas, a resisténcia ao fluconazol tém sido reportada em
diversos estudos no mundo inteiro. Essa dificuldade pode estar relacionada com
o desenvolvimento de resisténcia adquirida apés um longo periodo de
tratamento (acima de 6 meses) (SHAHID & SOBEL, 2009; KHAN et al., 2018).

Com o avango das técnicas moleculares, foi possivel compreender os
mecanimos moleculares da resisténcia ao fluconazol. Ao menos quatro
mecanismos de resisténcia tém sido relatados nos estudos, sendo eles: mutagéo
na enzima lanosterol 14a-desmetilase, regulacao positiva da bomba de efluxo
(transporte de proteina, transportador ABC CDR1 e CDR2), mutacdo no gene
MDR1 e superexpressdo do gene ERG11. Foi reportado que a ocorréncia de
dois ou mais desses fatores levam a diminuigdo da concetragdo do farmaco na
celula fungica (LIU et al., 2018; SALARI et al., 20186).

Em um estudo realizado por Khosravi et al.(2016), relataram relagao entre

a expressdo dos genes CDR1, CDR2 e MDR1 e a resisténcia ao fluconazol. Foi
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visto resisténcia ao farmaco em isolados de C. albicans com regulacio positiva
do CDR1 e CDR2. Esse mecanismo foi o mais importante, seguido da
superexpressdao dos genes MDR1 e ERG11 para o desenvolvimento da
resisténcia.

Na Argentina, Coérdoba et al. (2018), analisaram a resisténcia do
fluconazol em isolados de C. albicans nos periodos de 1996-2000, 2001-2005,
2006-2010, 2011-2017. Foi observado que o periodo de 1996-2005, 6,6% dos
isolados eram resistentes ao antifingico, entretanto, no periodo de 2011-2017,
foi visto 45,7% de resisténcia. Um aumento significativo com média de 13,6%,
p < 0,05 ao longo dos 20 anos. Ainda, autores relatam que essa crescente pode
refletir uma tendéncia, mas destacam o fato do aprimoramento das técnicas de
deteccdo em laboratorios.

Ademais, Khan et al. (2018), ao analisarem 108 isolados de Candida spp.
provenientes de infecgcées vulvovaginais quanto a susceptibilidade antifungica,
observaram que 62% desses foram considerados resistentes ao fluconazol.
Ainda, destacam que todas as cepas pertencentes & espécie C. krusei
apresentaram resisténcia a droga. Foi observado também que 72,7% dos
isolados de C. dubliniensis foram resistentes, assim como 62,5% de C. glabrata,
53.3% de C. albicans, 38,8% de C. tropicalis, evidenciando resisténcia em cepas
de todas as espécies identificadas.

Outro fator que influencia o tratamento de candidemia é a capacidade de
formacédo de biofiime (PONGRA'CZ et al., 2016). Melo et al. (2011), relataram
biofiimes de isolados de C. albicans e C. tropicalis com alta resisténcia ao
fluconazol. Ainda, Sasani et al. (2021), analisaram a susceptibilidade ao
fluconazol no tratamento do biofilme de isolados C. tropicalis, e concluiram que
7,7% foram resistentes. Além disso, destacam que a resisténcia do biofilme aos
antifungicos € um dos fatores associados a alta mortalidade em pacientes com
candidemia.

Os antifungicos que s&o atualmente utilizados na clinica, para serem
eficazes contra biofilmes, & preciso que sejam aplicados em doses até 1.000
vezes maiores do que as concentracdes indicadas para células fungicas isoladas
(LANGER et al., 2018).

Apesar do fluconazol ter uma boa tolerabilidade, efeitos colaterais como

cefaleia, nauseas e hepatotoxicidade s&o relatados. Ainda, ha possibilidade de
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interacdo medicamentosa quando associado a outros farmacos, o que requer
atencdo dos profissionais de saude no tratamento (MCMANUS & SHAH, 2019).

Portanto, a busca por novas terapias que sejam capazes de combater os
biofiimes e aos mecanismos de resisténcia, tal qual melhorias nas alternativas
disponiveis atualmente & indispensavel. Assim, os derivados tiofénicos surgem
como substancias bioativas com diversas acdes farmacolégicas, incluindo
atividade antifungica (ROSSETTI et al., 2019).

2.6 DERIVADOS TIOFENICOS

Os compostos heterociclicos sdo estruturas encontradas na natureza que
constituem grande parte de compostos biolégicos, como DNA e carboidratos.
Além de serem encontrados na natureza em abundancia, podem ser utilizados
como scaffolds com ampla atividade biolégica (KERI et al., 2017). Nessa classe
de moléculas, destaca-se o conjunto classificado como nucleo tiofénico (JHA et
al., 2012).

O nucleo tiofeno foi descoberto por Meyer, em 1883, porém somente anos
depois foi usado pelos cientistas no design de farmacos. Os tiofenos se
caracterizam por serem uma molécula heterociclica insaturada de cinco
membros, contendo o enxofre como heteroatomo (SAKER, NAHAR, 2009; JHA
et al.,, 2012). A associagdo dessas caracteristicas torna o nucleo tiofénico
bastante utilizado na industria e quimica medicinal, tendo os 2-amino-tiofénicos
e seus derivados um dos compostos de grande importancia (BOZORQV et al.,
2017).

Algumas drogas comerciais como Clotiazepam® (utilizado no tratamento
de ansiedade e insénia) e Surgam® (anti-inflamatério ndo esteroidal AINES)
possuem como principal nucleo o 2-amino-tiofeno (SAINI et al., 2017). Além
disso, esses compostos possuem outras atividades biolégicas e farmacologicas,
sendo conhecidos por apresentarem atividade antimicrobiana, antitubercular,
antiviral, antioxidante, assim como podem atuar como ligantes do receptor de
Adenosina A1, inibidores de cinase (BOZORQV e tal., 2017).

Tiossemicarbazona s&o derivados tiofenos que contém o nucleo com
base funcional de tioureia, um quelante de ions metalicos, que possuem
atividade biolégica especialmente anticancerigena (GOU et al., 2016). Em um

estudo realizado por Wang et al, 2017, foi visto que derivados
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tiossemicarbazona apresentaram atividade contra linhagens de células tumorais
adenocarcinoma de mama, de hepatocarcinoma e cancer cervical. Autores
relatam que o derivado atuou induzindo a apoptose celular pela inibi¢do do ciclo
celular na fase G2, resultando em um dano irreversivel ao DNA.

Silva-Junior et al., 2016, observaram atividade biolégica de derivados 2-
amino-tiofeno contra amastigotas de Trypanosoma cruzi com mecanismos de
inibigdo da enzima cruzaina, uma enzima essencial para sobrevida do parasita.
Ainda, Rodriguez et al, 2015, relataram atividade leishmanicida para
promastigotas de L. amazonensis com os derivados tiofénicos agindo contra os
macroéfagos infectados, modulando a resposta imune.

Santos Junior, 2022, relata que os derivados tiofénicos testados
apresentaram atividade promissora frente amastigotas de 7. cruzi tendo um
resultado mais potente que o farmaco-padrdo (antimoniato de meglumina) e
menos citotéxico que anfotericina B. Ademais, foi possivel observar que os
compostos estudados apresentaram atividade leishmanicida frente ambas as
formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis com resultado menos
citotéxico que anfotericina B.

Na atividade antifungica, Eleamen at al., 2017 demonstrou que o
complexo entre derivados tiofénicos e ciclodextrina foi bastante efetivo contra
Cryptococcus neoformans (CIM: 46,66 pg/mL). Além disso, relataram que essa
complexagdo com ciclodextrina foi possivel elevar a solubilidade da molécula,
resultando em uma melhora no perfil antifungico.

Spadola et al., 2020, analisaram a acdo da atividade de derivados
tiossemicarbazona contra a micotoxina aflatoxina produzida por Aspergillus
flavus. Foi visto que as moléculas tiossemicarbazona complexadas ao Pluronic®
F-127, um surfactante hidrofilico, foram capazes de inibir o acumulo de
aflatoxina. Autores relataram que esse complexo pode controlar efetivamente a
proliferagdo de fungos micotoxigénicos, diminuindo a sua disseminacao e
persisténcia no ambiente. Entretanto, reforcam a necessidade de se avaliar
outros fatores como fitotoxicidade e aplicagdes praticas.

Em um estudo realizado por Neves, 2019, foi avaliado o perfil de
sensibilidade de fungos dermatofitos como Epidermophyton floccosum e
espécies de Trichophyton frente a compostos de derivado tiofénicos. Os

compostos inibiram o crescimento dos isolados de E. floccosum com
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concentracgdes variando entre 16 a 1024 pyg/mL. As moléculas foram capazes de
inibir todas as espécies de Trichophyton testadas em diferentes concentragbes
(1024-32 pg/mL).

Ainda, Neves, 2019, testou as moléculas de derivados tiofénicos frente a
leveduras, como espécies de Candida e Cryptococcus neoformans. As espécies
de Candida foram susceptiveis com concentragées inibitérias minimas de 1024-
128 pg/mL. Ja os isolados de Cryptococcus neoformans foi inibido em
concentracdes de 1024-16 ug/mL.

Li et al., 2021, avaliaram a agdo da tiossemicarbazona NSC319726 frente
a 22 isolados de C. auris e compararam a atividade com as drogas antifungicas
fluconazol, voriconazol, anfotericina B e micafungina. Foi visto que a NSC319726
teve acdo contra todas as cepas de C. auris, inclusive as que foram consideradas
resistentes aos antifungicos comparados. A concentracao inibitéria minima foi
de 0,125 a 0,25 pg/mL. Autores relatam que em uma situagao de infeccdo nao
tratada, a agdo antifungica da droga € excelente, no entanto, sua atividade se
manteve como fungistatica.

Ademais, estudos acerca do tratamento de biofilme por espécies de
leveduras s&o incipientes, sendo necessario estudos para avaliagdo desses

compostos no tratamento desse fator de viruléncia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica de nove derivados 2-aminotiofeno no
tratamento de biofiimes de espécies de Candida.

3.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar as cepas clinicas do género Candida quanto a capacidade
formacao de biofilme;

« Estabelecer o perfil de susceptibilidade antifungica in vitro de células de
leveduras frente ao fluconazol e aos derivados 2-aminotiofeno;

« Avaliar a agéo antifungica do fluconazol e dos derivados 2-aminotiofeno

no tratamento de biofilme.



3 METODOLOGIA

3.1 OBTENGAO DOS ISOLADOS CLINICOS

Os isolados clinicos de Candida utilizados neste estudo foram obtidos do
grupo de pesquisa “Fungos de Interesse Medico e Leveduras de Interesse
Biotecnologico” do Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal de

Pernambuco, sendo estes previamente identificados por analise protéomica.

3.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS TIOFENICOS

Os derivados tiofénicos foram adquiridos por doagéo atraves do grupo de
pesquisa “Sintese e Vetorizacdo de Moléculas” da Universidade Estadual da
Paraiba. Foram nomeados de AG1 a AG9 de acordo com sua estrutura quimica
(Figura 1):

« 2-amino-5,6-di-hidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila (AG1);

« 2-amino-4,5,6,7-tetra-hidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (AG2);

+ 2-amino-5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (AG3);
+ 2-amino-6-metil-4,5,6,7-tetra-hidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (AG4);

« etil-2-amino-4,5,6,7-tetra-hidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (AG5);

« etil-2-amino-5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta[b]tiofeno-3-carboxilato

(AGS);

« 2-amino-4,5,6,7,8,9-hexa-hidrocicloocta[b]tiofeno-3-carbonitrila (AG7);
+ etil-2-acetamido-4,5,6,7-tetra-hidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxilato (AG8);
+ 2-amino-6-benzil-4,5,6,7-tetra-hidrotieno[2,3-c]piridina-3-carbonitrila

(AG9).
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Figura 1: Estrutura quimica dos Derivados 2-aminotiofeno (AG1-AG9)
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3.3 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

O meétodo utilizado seguiu as condigdes descritas no documento em M27-
A3 e M60 (CLSI, 2008, CLSI 2017) para leveduras. O meio de cultura utilizado
foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de
sodio, pH7,0 £ 0,1, com acido morfolino propano sulfénico (MOPS; 0,165 mol.L-
1; Sigma- Aldrich). O meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22um
(Millipore, Darmstadt, Alemanha). O agente antifungico comercial utilizado foi o
fluconazol (Pfizer, Nova York, EUA) e os derivados 2-aminotiofenos preparados
em agua destilada.

Concentracdes diferentes dos antifungicos foram preparados e usados
nos intervalos de 0,5 a 1024 ug.mL-1 para os derivados 2-aminotiofenos e 0,125
a 64 pg.mL-1 para fluconazol. Os isolados controles foram ATCC Candida
parapsilosis 22019 e ATCC Candida albicans 90028. As espécies de leveduras
foram mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e incubadas a 35°C.
As suspensOes dos isolados foram preparadas em solugdo salina, e sua
densidade foi ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% de
transmitancia utilizando um espectrofotémetro a 530nm. O volume do inoculo foi
ajustado para 5,0mL de solugdo salina esterilizada e, posteriormente, diluido em
RPMI 1640 para uma concentragdo de 2-5x103céls.mL-1. Para os testes de

susceptibilidade, foram utilizadas placas de microtitulagdo planas de 96 pogos
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(TPP; Trasadingen, Suiga). O in6culo foi adicionado aos pogos com as drogas
a serem testadas, e as placas foram incubadas a 35°C durante 48 horas para
determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). As CIMs para os
derivados 2-aminotiofenos foram determinadas para 100% e do fluconazol para
250% de inibicdo em relagdo aos pogos controles.

Para determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos derivados
tiofénicos, o conteudo dos pocos que mostraram 100% de inibigdo no
crescimento foi cultivado para o meio SDA em placas de Petri. As placas foram
incubadas a 35°C durante trés dias para determinar a viabilidade fungica. A CFM
foi confirmada pela auséncia de crescimento fungico.

3.4 INDUCAO DA FORMACAO DE BIOFILME

As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud Dextrose por 24h a
37°C, em seguida foram suspensas em meio RPMI Medium 1640 tamponado
com HEPES (Gibco®) e ajustada para concentracdo de 10° células/mL.
Posteriormente, 100uL foram adicionados em pocos das placas de poliestireno
contendo 96 pocos, sendo mantidas a 37°C por 48 horas. Ap6s cada tempo, os
pocos foram lavados trés vezes com tampéao fosfato salino (PBS) para remover
as células planctonicas. O isolado de Candida albicans ATCC90028 foi utilizado

como controle.

3.4.1 QUANTIFICACAO DO BIOFILME

A quantificacdo dos biofilmes foi realizada com o ensaio de reducéo de
sal de 1- (4,5-Dimethylthiazol-2- yl) -3,5- diphenylformazan (MTT- Sigma
Chemical, St. Louis, MO), no qual 20uL, na proporcédo de 5uL para 1mL de
tampédo PBS, esterilizado por filtragdo em membrana (Millipore, poros de
0,22um) foi adicionado a cada pogo da placa de microtitulagdo. As placas foram
incubadas na auséncia de luz a temperatura de 37°C, por 18 horas.
Posteriormente, o corante foi aspirado e entdo adicionado 20uL de isopropanol
(BERRIDGE; HERST; TAN; 2005; KROM et al., 2007). As placas foram mantidas
em repouso por 15 minutos e em seguida foram transferidos 100uL do conteudo
de cada pogo para nova placa de microtitulagdo, a fim de proceder a leitura em
leitor de microplacas a 570nm de comprimento de onda (RAMAGE et al., 2002;
KROM et al., 2006; PIERCE et al., 2008).
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3.5 TRATAMENTO DO BIOFILME

Os biofilmes foram formados seguindo a metodologia descrita por
Berridge, Herst e Tan (2005) e Krom et al. (2007) detalhada anteriormente. Para
o tratamento, foi selecionado duas moléculas de derivados 2-aminotiofenos de
acordo com sua disponibilidade material e o fluconazol. Apés o periodo de 48
horas, os pocos contendo os biofilmes foram preenchidos com 180uL da solugao
contendo a nova substancia bioativa, separadamente. Os controles foram
preparados onde estes continham apenas o inéculo fungico. Seis horas apos a
adicdo da substancia, os biofilmes foram quantificados usando o método ensaio
de redugao de sal de tetrazélio (MTT), em que 20uL, na proporgdo de SuL a 1mL
de tampédo PBS, esterilizados por filtragdo por membrana (poros de 0,22L,
Millipore, St. Louis, MO 63103, EUA) foi adicionada a cada pogo da placa de
microtitulagcdo, incluindo pogos de controle. As placas foram incubadas na
auséncia de luz a 37°C por 18h. Depois disso, o corante foi aspirado e foram
adicionados 200uL de isopropanol. As placas foram deixadas em repouso por
15 minutos, em seguida, 100uL do conteudo de cada pogo foram transferidos
para uma nova placa de microtitulagéo para leitura em um leitor de microplacas

com comprimento de onda de 570nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS CLINICOS

Foram obtidos 26 isolados clinicos de leveduras oriundos de
hemoculturas e todos foram previamente identificados. Oito isolados
identificados pertencentes a espécie C. albicans, oito isolados da espécie C.
tropicalis e oito isolados da espécie C. parapsilosis e duas ATCC para controle

dos experimentos (Tabela 1).

Tabela 1: Identificagdo das espécies de Candida obtidas do grupo de pesquisa “Fungos de

Interesse Médico e Leveduras de Interesse Biotecnologico” da UFPE

Isolado clinico Espécie
HAM 02 Candida albicans
HAM 04 C. albicans
HAM 11 C. albicans
HAM 12 C. albicans
HAM 13 C. albicans
HAM 15 C. albicans
HAM 17 C. albicans
HAM 18 C. albicans
HAM 06 C. tropicalis
HAM 09 C. tropicalis
HAM 23 C. tropicalis
HAM 30 C. tropicalis
HAM 31 C. tropicalis
HAM 32 C. tropicalis
HAM 33 C. tropicalis
HAM 44 C. tropicalis
HAM 14 C. parapsilosis
HAM 21 C. parapsilosis
HAM 36 C. parapsilosis
HAM 50 C. parapsilosis
HGV 04 C. parapsilosis
HGV 41 C. parapsilosis

HGV 54.1 C. parapsilosis

HGV 54.2 C. parapsilosis
ATCC 90028 C. albicans
ATCC 22019 C. parapsilosis

Fonte: O autor (2022).
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Estes isolados foram cultivados em meio agar Sabouraud (SDA) por 24h
a 37°C e mostraram caracteristicas morfolégicas como colénia de cor creme,
textura cremosa e bordas irregulares na macroscopia e estruturas ovais, com
brotamento e formacao de pseudo-hifa na microscopia. As caracteristicas foram

compativeis com o género (Figura 2).

Figura 2: Caracteristicas macroscépicas (A) e microscopicas (B) do isolado HGV 23 Candida
tropicalis com 7 dias de crescimento a 35°C em meio agar Dextrose Sabouraud. A seta indica o

brotamento das leveduras, formando pseudo-hifas

Fonte: O autor (2022).

Estudos sugerem que a relagdo de isolamento entre as espécies de C.
albicans e Candida- ndo C.albicans como agentes de infecgbes flngicas
invasivas tem sofrido mudancas nas ultimas décadas em relagdo as proporgdes
estimadas. Em estudo realizado na india por Chakrabarti et al. (2015)
considerando apenas os isolados de UTI, 80% correspondiam a espécies de
Candida- ndo C.albicans. Este estudo sugere que a distribuicdo geral das
espécies depende da distribuigdo geografica e das caracteristicas clinicas
associadas aos pacientes.

Estudos realizados na América do Sul, tém demonstrado que C. tropicalis
€ o isolado de Candida - ndo C.albicans mais comumente isolado representando
cerca de 20% dos casos (NOREEN et al 2015).

De acordo com um estudo feito por Fonseca et al., 2022, foi analisado 208
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pacientes com Covid-19 e desses foram coletadas 71 amostras positivas para
Candida. Foi identificado que, a maioria das amostras, 81,9% pertenciam a
espécies de Candida n&o C. albicans e apenas 18,1% pertenciam a C. albicans.
Entre os isolados, C. tropicalis teve maior incidéncia, 36,3%, seguido de C.
parapsilosis com 29,5% dos casos. Esse estudo ressalta a mudanca no quadro
epidemiolégico e que os pacientes com candidemia apresentaram piores
desfechos no prognéstico, seguindo de sepse secundaria e aumento da

mortalidade.

4.2 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

Os isolados de Candida foram avaliados quanto & susceptibilidade frente
ao fluconazol e aos derivados tiofénicos, apresentando respectivamente as
concentragdes inibitérias minimas (CIM) na Tabela 2 abaixo. Na sensibilidade
ao fluconazol, as concentragbes inibitérias minimas variaram de 0,125 a 64
pg/mL sendo 18 isolados considerados sensiveis, um dose-dependente e cinco
resistente. Quanto aos derivados tiofénicos, n&o expressaram diferencas, com
inibigdo fungicida na concentracdo de 200 pyg/mL (Figura 3).

Tabela 2. Concentracgao inibitéria minima dos isolados clinicos de Candida frente ao fluconazol
e aos derivados tiofénicos

Isolados Clinicos

Fluconazol

(0,125-64 pg/mL)

Derivados tiofénicos
(0,5-1024 ug/mL)

HAM 02 0,5 pg/mL 200 pg/mL
HAM 04 0,03 pg/mL 200 pg/mL
HAM 11 0,5 pg/mL 200 pg/mL
HAM 12 0,125 pg/mL 200 pg/mL
HAM 13 4 pg/mL 200 pg/mL
HAM 15 1 ug/mL 200 pg/mL
HAM 17 2 pg/mL 200 pg/mL
HAM 18 1 ug/mL 200 pg/mL
HAM 06 1 pug/mL 200 pg/mL
HAM 09 16 pg/mL 200 pg/mL
HAM 23 0,03 pg/mL 200 pg/mL



HAM 30
HAM 31
HAM 32
HAM 33
HAM 44
HAM 14
HAM 21
HAM 36
HAM 50
HGV 04
HGV 41
HGV 54.1
HGV 54.2

0,5 pg/mL
2 pg/mL
0,03 pg/mL
16 pg/mL
1 pg/mL
>64 pug/mL
0,5 pg/mL
8 pg/mL
0,5 pg/mL
0,5 pg/mL

0,125 pg/mL

8 ug/mL
0,5 pg/mL

200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL
200 pg/mL

26

Fonte: O autor (2022).

Figura 3: Perfil de susceptibilidade antifiingica dos isolados clinicos de Candida frente ao

fluconazol (64-0,125 pg/mL). C+: Controle positivo C-: Controle negativo

C+

Fonte: O autor {2022).
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Em nosso estudo foi visto que diferentes cepas de uma mesma espéecie

apresentaram concentracdes inibitérias minimas diferentes frente ao fluconazol,

sendo uma caracteristica pertencente a cada isolado. Como demonstrado na
Figura 2, isolados de C. tropicalis HAM 31 e HAM 06 apresentaram CIM de 2

pg/mL e 1 pg/mL, respectivamente. Entre os 24 isolados testados foi visto que

o fluconazol conseguiu inibir o crescimento de 75% deles. Em um estudo

realizado por Rodrigues, 2020, foram testadas 144 cepas de Candida quanto a

susceptibilidade ao fluconazol e somente trés (03) cepas da espécie C.
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parapsilosis foram resistentes ao antifungico, resultado similar ao nosso.

A sensibilidade do fluconazol também foi relatada por Vieira e
colaboradores, 2018, onde todos os isolados de C. albicans foram sensiveis e
isolados de Candida nédo C. albicans, foram sensiveis dose dependente,
resultados semelhantes ao nosso estudo. Ainda, Tergas et al., 2017, observaram
sensibilidade em 96% das cepas testadas e relataram resisténcia em isolados
de C. krusei e C. glabrata.

Entretanto, Da Matta et al., 2017, descrevem um aumento de até 2,6% na
resisténcia ao fluconazol em isolados de C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis na America Latina. No Paraguai, Aguilar e colaboradores, 2020,
analisaram casos de candidemia em sete hospitais no periodo de 2010 a 2018
e relataram resisténcia em 4,4% dos isolados de C. parapsilosis, 2,8% de C.
albicans e 8% de C. glabrata.ao fluconazol.

No Brasil, Medeiros et al., 2019, analisaram 68 casos de candidemia no
hospital terciario em Natal - Rio Grande do Norte e relataram que 2% dos
isolados foram resistentes ao fluconazol e 20,5% foram sensivel dose
dependente, concordando com nosso estudo.

Ainda, Lamoth e colaboradores, 2018, associam essa resisténcia
crescente em infecgbes por leveduras com a resisténcia adquirida ou intrinseca
da espeécie, sendo preocupante a limitagcdo dos farmacos nas opgdes
terapéuticas.

Os derivados tiofenos apresentaram resposta satisfatéria na inibicdo dos
isolados. De acordo com Araujo Neto et al., 2017, os derivados 2-nitrotiofeno
testados apresentam um potencial antifungico promissor contra espécies de
Candida e Cryptococcus neoformans com citotoxicidade moderada.

Da mesma maneira, Neves, 2019, relatou atividade antifungica
satisfatoria em moléculas de derivados tiofénicos complexadas com ciclodextrina
contra Candida sp., podendo ser considerado uma altemnativa favoravel como

terapia farmacéutica futura.

4.3 INDUGAO E QUANTIFICACAO DO BIOFILME

Na formacgéo do biofilme foi visto que todos os isolados foram capazes
de formar biofilme em diferentes intensidades (Figura 4). Os isolados HAM18,
HAM32 e HGV04. pertencentes as espécies C. albicans, C. tropicalis e C.
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parapsilosis respectivamente, foram as cepas que se destacaram na producéo

do biofilme entre cepas de suas espécies.

Figura 4. Intensidade de formagéao do biofilme dos isolados clinicos

FORMACAO DE BIOFILME DOS
ISOLADOS CLINICOS

Biofilme
o
o

LT T T T T

LT

E & F E EEE

Isolados clinicos

Fonte: O autor (2022)

Em um estudo realizado por Oliveira et al. (2019), ao analisar cepas
clinicas das espécies de leveduras, C. albicans e Candida ndo-C. albicans, foi
observado que os biofilmes formados por isolados clinicos de Candida néo-C.
albicans apresentaram atividades metabdlicas mais elevadas do que biofilmes
de C. albicans, o que também foi observado em nosso estudo.

Da mesma maneira, Sahal & Bilkay (2018), avaliaram espécies de
Candida isoladas de hemoculturas quanto a sua produgdo de biofiime e
concluiram que C. fropicalis foi considerado com alta formagdo de biofilme,
guando comparado a C. albicans que nao produziu biofilme. Os autores
relataram alta patogenicidade nas cepas, incluindo resisténcia a varios
antifungicos.

Soldini et al. (2017), estudaram a produgdo de biofilme em 190 isolados
de C. parapsilosis e mais da metade, 55,8%, foram capazes de produzir biofilme
em alta ou moderada intensidade. Ainda, relataram que pacientes infectados
com cepas de alta ou moderada intensidade de biofilme tiveram menores taxas
de sobrevivéncia quando comparado aos isolados de baixa intensidade.

A produgao do biofilme, em conjunto com a intensidade e biomassa, afeta
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diretamente nas taxas de mortalidade em pacientes com candidemia, sendo um
fator de viruléncia que necessita de uma terapia adequada para sobrevida do
paciente (SOLDINI et al., 2017).

4.4 TRATAMENTO DO BIOFILME

Para o tratamento do biofilme, foram selecionadas cepas que produziram
biofilme em alta intensidade como representantes de cada espécie e utilizado o
fluconazol e as moléculas tiofénicas AG3 e AG7 para o tratamento (Figura 5). As
moléculas foram selecionadas de acordo com sua disponibilidade em material,
ja que previamente foi visto que ndo ha diferengas na inibicdo do crescimento
fungico na concentragdo de 200 ug/mL.

Foi observado que em todos os isolados, os derivados tiofénicos
estatisticamente apresentaram uma boa resposta ao tratamento dos biofilmes.
No isolado HAM32 foi observado que o tratamento com o AG3 e o fluconazol
foram estatisticamente semelhantes, quanto ao tratamento, ja o0 AG7 conseguiu
tratar em uma menor concentragéo.

No isolado HAM18 foi visto que estatisticamente o controle e o fluconazol
sdo semelhantes, portanto, a droga ndo foi capaz de inibir o crescimento do
biofilme. Porém, as moléculas AG3 e AG7 foram capazes de tratar o biofilme em
concentragées menores.

Sobre o HGV04, estatisticamente o fluconazol e o AG3 foram
semelhantes e capazes de inibir a formacdo do biofilme. A moléculas AG7

também inibiu o crescimento, porém em uma concentragdo maior.
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Figura 5: Atividade oxidativa do tratamento de biofilme por isolados clinicos do género Candida.
Os dados representam a media e desvio padrao da absorbancia do MTT durante a producéo do
biofilme com pelo menos trés repeticdes (n=3)
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Fonte: O autor (2022).

Em um estudo realizado por Araujo Neto et al. (2017), foi observado
atividade antifungica em Tiossemicarbazonas tiofénicas analisadas frente a
leveduras do género Candida, resultado similar ao nosso onde derivados de
tiofeno apresentam atividade antifungica contra Candida. Ainda, foram
analisadas mudancas estruturais na N4 na substituicdo da Tiossemicarbazona,
sendo os compostos que apresentam p-Et-fenil e p-Me-fenil como por¢des
substituintes mostraram excelente atividade antifungica (Araujo Neto, et al.,
2017).

Sun e colaboradores, (2017), estudaram um composto de
Tiossemicarbazonas, chamado NSC319726, e observaram uma atividade
antifungica significativa frente a Candida. Foi visto que a droga isolada foi capaz
de inibir o crescimento de isolados de C. albicans e C. krusei resistentes ao
fluconazol, concordando com nosso estudo. Ainda, relatam um bom sinergismo
das drogas combinadas.

Logu et al. (2005), avaliaram um composto de isotiossemicarbazona
frente a 114 isolados clinicos de Candida, incluindo cepas resistentes ao
fluconazol. No estudo, foi verificado MICsy de 29,20 pyg/mL em biofiimes de

Candida enquanto o fluconazol n&o teve efeito nas cepas testadas, validando o
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efeito antifungico da molécula.

Assim, os estudos com derivados tiofénicos devem continuar para que
futuramente possam ser implementados como nova alternativa terapéutica,
melhorando o prognéstico do paciente. E necessario avaliar sua atividade
citotoxica e posteriormente avaliar seu mecanismo de acgéo e eficacia in vivo
para o desenvolvimento de novos antifungicos.

No entanto, ndo havia estudos que demonstrassem a eficacia deste grupo

de drogas frente ao tratamento do biofiime. Sendo este estudo pioneiro.
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5 CONCLUSAO

Atraves dos resultados apresentados, pode-se concluir que:

» Cepas de uma mesma espécie de Candida, apresentam-se como
resistentes, dose-dependentes ou sensiveis ao fluconazol.

« Todos os compostos de derivado de tiofeno utilizados apresentam
atividade fungicida contra cepas clinicas de Candida na concentragdo de
200 pg/mL.

« |solados clinicos de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis sdo
capazes de produzir biofilmes em diferentes intensidades entre mesmas
espécies e entre espécies diferentes.

* Derivados tiofénicos AG3 e AG7 apresentaram atividade antifungica
contra biofilme de espécies de Candida.

* Mudancgas estruturais nos derivados tiofénicos influenciam diretamente

na sua agao antifungica.
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