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WANDERLEY, Endrielle Maria de Barros. POTENCIAL IN VITRO DE NOVAS
FORMULAGOES TIOFENICOS FRENTE CELULAS PLANCTONICAS E BIOFILME
DE ISOLADOS CLINICOS DE Candida. 2023. 44. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacao em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

As infec¢des causadas por fungos tém sido cada vez mais frequentes, sobretudo as
causadas por leveduras do género Candida . Historicamente, C. albicans é a espécie
responsavel pelo maior numero de casos. Contudo, nas ultimas décadas, mudancgas
tém ocorrido com notavel surgimento de novas espécies, raras ou emergentes.
Ademais, é notdério e preocupante o alto indice de resisténcia antifungica. Nesse
contexto, o trabalho objetivou avaliar substancias derivadas de compostos tiofenos
quanto ao potencial antifungico frente espécies clinicas de Candida. Foram
incorporadas 12 cepas clinicas de Candida obtidas do grupo de pesquisa “Fungos de
Interesse Médico e Leveduras de Interesse Biotecnologico”. Inicialmente, as
amostras foram revisadas quanto a viabilidade utilizando-se caldo glicosado e 0 meio
Sabouraud Dextrose Agar-SDA com avaliacdo do crescimento em colénia central por
até 72 horas de cultivo. Ainda, as culturas passaram por analise quanto a pureza a
partir de observacdo macroscoépica das colbénias e do microcultivo analisado em
ldminas ao microscopio optico. Para as culturas que néo estiveram puras, foram
preparadas suspensdes em agua destilada esterilizada acrescida de 50mg/L de
cloranfenicol. Destas, 0,5 mL foram semeados por “esgotamento” na superficie de
SDA contido em placas de Petri mantidas a temperatura ambiente 21°C a 6°C por 72
horas. Apds o surgimento das colbnias, estas foram semeadas em tubos para
realizacao dos testes de susceptibilidade antifungica seguindo o M27 A4 Suplemento
M60 do Clinical Laboratory Standard Institute-CLSI. Assim, a partir de culturas com
24 horas de crescimento foram preparadas suspensdes em salina a fim de serem
avaliadas quanto a sensibilidade/resisténcia ao fluconazol (droga controle) e 8
moléculas de tiofenos (nova opcgéo terapéutica). As diluigdes foram feitas no meio
Roswell Park Memorial Institute- RPMI suplementado com L-glutamina, ndo contendo
bicarbonato de sédio e pH de 7,0 a 0,1, ajustado com acido Morfolino Propano
Sulfénico (MOPS) em uma concentragao de 0,165 mol/L. A interpretacéo do teste foi
baseada na Concentragdo Minima Inibitéria (CIM) que caracterizou a cepa fungica
como sensivel, dose dependente ou resistente a fluconazol. Quanto aos tiofenos, foi
interpretado como a menor concentragao capaz de inibir ou matar o fungo. No ensaio
de sensibilidade ao fluconazol, as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIMs) variaram
entre 1,0 a 32 yg/mL. Entre os isolados testados, observou-se que um foi classificado
como sensivel, enquanto dois demonstraram resisténcia ao fluconazol. No que diz
respeito aos compostos tiofénicos, ndo se verificaram alternéncias, com inibicdo
observada em uma concentragdao de 200 ug/mL para alguns isolados. Foi evidente a
capacidade de formagao de biofilme por todos os isolados, embora com diferentes
intensidades. Portanto, destaca-se atividade antifungica dos derivados tiofénicos em
relacdo aos isolados de Candida, indicando seu potencial como uma potencial
alternativa terapéutica para o tratamento de candidiase invasiva no futuro.

Palavras-chave: Antifungicos. CLSI. Levedura. Susceptibilidade. Tiofenos.
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FROM CLINICAL Candida ISOLATES. . 2023. 44. Trabalho de Conclus&o de Curso
(Graduacao em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

ABSTRACT

Infections caused by fungi have become increasingly common, especially those
caused by yeasts of the Candida genus. Historically, C. albicans has been the species
responsible for the largest number of cases. However, in recent decades, changes
have occurred with the notable emergence of new, rare or emerging species.
Furthermore, the high rate of antifungal resistance is notorious and worrying. In this
context, the aim of this study was to evaluate substances derived from thiophene
compounds for their antifungal potential against clinical Candida species. Twelve
clinical strains of Candida obtained from the "Fungi of Medical Interest and Yeasts of
Biotechnological Interest" research group were incorporated. Initially, the samples
were checked for viability using glucose broth and Sabouraud Dextrose Agar-SDA
medium, assessing central colony growth for up to 72 hours of cultivation. The
cultures were also analyzed for purity using macroscopic observation of the colonies
and microcultures analyzed on slides under an optical microscope. For cultures that
were not pure, suspensions were prepared in sterilized distilled water plus 50mg/L of
chloramphenicol. Of these, 0.5 mL were sown by "depletion" on the surface of SDA
contained in Petri dishes kept at room temperature 21°C to 6°C for 72 hours. After the
colonies appeared, they were sown in tubes for antifungal susceptibility testing
according to M27 A4 Supplement M60 of the Clinical Laboratory Standard
Institute-CLSI. Suspensions in saline were prepared from cultures that had grown for
24 hours in order to assess their sensitivity/resistance to fluconazole (control drug)
and 8 molecules of thiophene (new therapeutic option). The dilutions were made in
Roswell Park Memorial Institute- RPMI medium supplemented with L-glutamine,
containing no sodium bicarbonate and a pH of 7.0 to 0.1, adjusted with Morpholino
Propane Sulphonic Acid (MOPS) at a concentration of 0.165 mol/L. The interpretation
of the test was based on the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) which
characterized the fungal strain as sensitive, dose-dependent or resistant to
fluconazole. For thiophenes, it was interpreted as the lowest concentration capable of
inhibiting or killing the fungus. In the fluconazole sensitivity test, the Minimum
Inhibitory Concentrations (MICs) ranged from 1.0 to 32 ug/mL. Among the isolates
tested, one was classified as sensitive, while two showed resistance to fluconazole.
With regard to thiophenic compounds, there were no alternations, with inhibition
observed at a concentration of 200 ug/mL for some isolates. The ability of all isolates
to form biofilms was evident, albeit with different intensities. Therefore, the antifungal
activity of thiophenic derivatives in relation to Candida isolates stands out, indicating
their potential as a potential therapeutic alternative for the treatment of invasive
candidiasis in the future.

Keywords: Antifungals. CLSI. Susceptibility. Thiophenes. Yeast.
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1 INTRODUGAO

As infecgbes fungicas sdo um grande problema de saude publica e sua incidéncia
tem aumentado significativamente nas ultimas décadas. Dentre estas, as infecgdes
por espécies de Candida representam cerca de 80% dos casos em seres humanos.
A candidemia, infecgdo sanguinea causada por estes microrganismos, representam
10% das infecgdes relacionadas a assisténcia a saude, com uma mortalidade
variando de 49 a 61% (LEE; KIM; GUPTA; MANOHARAN; LEE, 2018;
GHRENASSIA; MOKART; MAYAUX; DEMOULE; REZINE; KERHUEL; CALVET;
JONG; AZOULAY; DARMON, 2019). Dentre as espécies, Candida albicans ainda é o
principal agente encontrado em casos de candidemia, embora outras espécies
Candida nao- C. albicans estejam emergindo como patdégenos oportunistas, como C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei (OLIVER; FERREIRA; SILVA; DIAS,
2020).

Apesar disso, € importante ressaltar que a distribuicdo de Candida spp. causando
candidemia apresenta variagdes populacionais e geograficas, juntamente com a
consideravel influéncia das caracteristicas do paciente, administracao antifungica e
praticas clinicas utilizadas durante a internagdo (MEDEIROS; MELO; BENTO;
SOUZA; BEZERRA NETO; GARCIA; ZUZA-ALVES; FRANCISCO; MELO; CHAVES,
2019). Entretanto, é importante destacar que os pacientes com imunossupressao
sdao frequentemente os mais impactados pela candidemia. Nesses individuos, a
infeccdo normalmente surge devido a quebra de barreiras anatdbmicas, neutropenia,
presenca de neoplasias e a manifestagao da sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(SIDA). Outros elementos também podem influenciar o surgimento de infecgdes
fungicas hospitalares, como intervengdes médicas invasivas, utilizagdo de
dispositivos intravasculares, alimentacao parenteral, suporte de ventilagdo mecanica,
permanéncia hospitalar prolongada, administracdo de corticosteroides, e o emprego
prolongado de antibiéticos de amplo espectro (OLIVER; FERREIRA; SILVA; DIAS,
2020), bem como vinculados aos aspectos de viruléncia expressos pelos
microrganismos.

A habilidade de desenvolver biofilme € um dos principais elementos de viruléncia
observados em varias espécies de Candida , e pode ser descrita como uma
agregagcdo de um ou mais micro-organismos imersos em uma matriz extracelular
composta por carboidratos, proteinas e acidos nucleicos. Esse processo de formagéao
se desenrola de forma sequencial, inicialmente com a aderéncia a um substrato e a
ligacdo entre células, seguida pela multiplicagdo das células e uma subsequente
ampliagdo da comunidade do patdégeno, culminando na criagdo de estruturas
invasivas que favorecem sua disseminagao. Os biofilmes podem ser encontrados
aderidos a tecidos vivos ou superficies inertes, e apresentam uma notavel resisténcia
aos tratamentos convencionais, desempenhando um papel fundamental na
viabilidade do microrganismo dentro do hospedeiro (FANNING et al., 2012).
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Atualmente, existem trés principais categorias de agentes antifungicos
acessiveis para a aplicacao clinica: azéis, polienos e equinocandinas. Os polienos
sdo componentes de uma classe de antifungicos de origem natural produzidos por
organismos do género Streptomyces , e entre eles destaca-se a anfotericina B como
o representante principal. Esta substancia possui um amplo alcance de atividade
devido a sua natureza fungicida, no entanto, traz consigo riscos consideraveis de
nefrotoxicidade. Por outro lado, os azéis s&o antifungicos sintéticos que operam de
maneira fungistatica e carregam indices inferiores de toxicidade quando contrastados
a anfotericina B. Enquanto isso, as equinocandinas sao peptideos lipidicos
parcialmente sintéticos, e diferentemente das anfotericinas B e dos azdlicos, elas
focam na parede fungica, resultando em efeitos adversos menos frequentes em
comparagao com a anfotericina B. Além disso, a probabilidade de interacdo com
outros medicamentos € menor em relagao aos farmacos azolicos. (KSIEZOPOLSKA,;
GABALDON, 2018, ARENDRUP et al 2014).

Embora significativos progressos tenham sido feitos com relagdo ao manejo de
pacientes com candidemia, o aparecimento de cepas resistentes a antifungicos séo
um problema sério em relagdo a profilaxia e estratégias de tratamento empirico
(KHAN; KANUGALA; SHAREEF; GANAPATHI; SHAIK; SHEKAR; KAMAL; KUMAR,
2019).

Devido ao aumento de cepas resistentes aos antifungicos utilizados na clinica
médica, e ainda, fatores como a hepatotoxicidade associada aos azdlicos,
nefrotoxicidade associada aos polienos e resisténcia as equinocandinas, a escolha
terapéutica é limitada, e contribui para um progndstico negativo do paciente (NETEA
et al.,, 2015). Diante disso, torna-se imprescindivel a busca por novas substancias
bioativas que sejam capazes de inibir o crescimento fungico e controlar fatores de
viruléncia destes microrganismos, como a formacéao de biofilme, expressando, assim,
atividade antifungica.

Diante disso, as probabilidades de um tratamento com éxito se tornam reduzidas,
elevando a perspectiva de um desfecho fatal caso o agente patogénico causador da
infeccdo revele resisténcia a um ou mais medicamentos. Dessa forma, tem sido
intensamente investigada a criagcdo de novos compostos farmacéuticos, visando
opgcdes mais seguras e eficazes. Entre essas substancias, os compostos derivados
do nucleo tiofénico emergem como substancias antimicrobianas de destaque,
exibindo um vasto leque de aplicagdes de natureza bioldgica. Atualmente, os
derivados tiofénicos sdo amplamente encontrados como a estrutura principal de
varios compostos farmacologicamente ativos. No entanto, o potencial antifungico
dessas substdncias em relagcdo as espécies de Candida e suas implicacbes nas
células fungicas permanecem de forma vaga e pouco esclarecida (MABKHOT; KAAL;
ALTERARY; MUBARAK; ALSAYARI; MUHSINAH, 2019).

Os tiofenos e seus derivados sdo uma classe importante de compostos
heterociclicos que possuem ampla atividade bioldgica e estdo presentes em diversos
compostos farmacologicamente ativos e produtos naturais (BOZOROV et al., 2017;
ROSSETTI et al., 2019). O 2-aminotiofeno € uma porgéo 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, Cryptococcus sp.,
Syncephalastrum racemosum, Geotrichum candidum , e Candida albicans . Contudo,
os relatos de sua acéao frente a biofilmes de espécies de Candida ainda
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sdo incipientes (SCOTTI et al., 2012; ABDEL-RAHMAN et al., 2017;
SULEYMANOGLU et al., 2019).

Diante deste contexto, a compreensao efetiva de todo o processo de formacéo,
estrutura e constituintes do biofilme fungico € importante para elencar novos alvos
terapéuticos. Ainda, constitui-se relevante, o desenvolvimento de farmacos mais
eficazes a descoberta de novas alternativas terapéuticas assim como a elucidagao
de seus alvos bioldgicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar, in vitro, a capacidade antifungica de formulagdes contendo
compostos tiofénicos em relacdo a cepas clinicas de Candida, bem como
compreender o mecanismo pelo qual atuam nas células fungicas plancténicas e de

biofilme.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter isolados clinicos de Candida e autenticar em nivel de espécie;
e Avaliar o potencial de antifungico frente aos isolados;

e Avaliar o potencial de derivados tiofénicos frente aos isolados,

e Avaliar o biofilme produzido por essas cepas.

16



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Candida spp.

Variedades de fungos do género Candida constituem uma componente natural da
microbiota do corpo humano (DA ROCHA, 2021). O registro cientifico inaugural
desses microrganismos remonta ao ano de 1839, gracas aos estudos de Bernhard
von Langenbeck, que culminaram na observagdo e isolamento de estruturas
microscopicas que, em tempos atuais, sdo reconhecidas como blastoconideos de
Candida albicans. No entanto, somente em 1923, a espécie foi definitivamente
identificada como parte deste género, mérito atribuido a Robin Berkhout (SIDRIM,
2004).

Segundo a taxonomia, do género Candida spp. esta incluido no filo Ascomycota, na
classe Saccharomycetes, na familia Debaryomycetaceae. (TAKASHIMA et al., 2022).
O género Candida sao fungos patogénicos oportunistas que integram a microbiota
de individuos saudaveis, e estdo amplamente disseminados no meio ambiente, na
agua, no solo, bem como na fauna e na flora (FERREIRA et al., 2009). Entretanto,
esses microrganismos tém o potencial de despertar o desenvolvimento de infecg¢des,
como a candidemia, que representa a forma mais prevalente da candidiase invasiva.
Pacientes acometidos por neoplasias, trasplantados, uso de dispositivos
meédico-invasivos, uso prolongado de corticoides, quimioterapia e outras condigdes
clinicas, sdo mais vulneraveis (AUZINGER et al., 2015).

Essa condicdo infecciosa pode ter origem enddgena, quando O microrganismo,
presente na microbiota do hospedeiro, prolifera e migra para diferentes locais no
organismo, ou por via exdgena, quando a levedura invade o paciente proveniente de
fontes externas. Dentro do panorama das infecgbes fungicas documentadas em
instituicbes hospitalares, o género Candida figura como responsavel por
aproximadamente 80% dessas ocorréncias no mundo (GEHRING, et al., 2015).

E um tipo de fungo que tem a capacidade de adotar formas distintas: ou de levedura,
ou de pseudo-hifa ou de hifa verdadeira. Esses fungos proliferam em superficies e
fluidos bioldgicos, e sua morfologia de levedura é caracterizada por brotos ovais ou

globosos.
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A presenga predominante da forma de levedura sugere um comportamento
comensal, indicando que a Candida esta apenas existindo normalmente no corpo
hospedeiro. Por outro lado, quando se apresenta na forma de hifa, isso geralmente
sugere a instalagdo da infecgao, ja que esta forma filamentosa estd associada a
atividade patogénica desses fungos (ALVARES et al., 2007).

Este género envolve mais de 200 espécies, e revela que a maioria das infecgdes,
sdo causadas por Candida albicans , mas outras espécies como Candida tropicalis ,
Candida glabrata , Candida parapsilosis e Candida krusei , também s&o destacadas.
(CAMARGO et al., 2008).

Recentemente, em janeiro de 2022, a ANVISA confirmou um novo surto de Candida
auris no Brasil, na cidade do Recife, em Pernambuco. A cepa foi identificada pelo
método de espectrometria de massas (MALDI-TOF), e o hospital estabeleceu as
medidas necessarias para prevengao e controle de surto (ANVISA n° 01/2020).

A proporcdo da candidiase invasiva é influenciada por uma série de fatores
relacionados as condi¢gbes do paciente, tanto como o sistema imunolégico como os
fatores de viruléncia do fungo (JALAL, et al., 2019). Portanto, torna-se imprescindivel
a exploragdo e esclarecimento dos fatores de viruléncia, a fim de aprofundar o

conhecimento das propriedades desse fungo.

3.2 FATORES DE VIRULENCIA DE Candida spp.

A habilidade de Candida desencadear infecgées no hospedeiro € influenciada por
uma gama diversificada de fatores de viruléncia, somados as variaveis inerentes ao
hospedeiro, tais como imunossupressdo e imunodepressdao. Aspectos como a
producao de tubos germinativos, a atividade de enzimas extracelulares, a formagao
de biofilmes, a tolerancia a temperaturas elevadas e a capacidade de aderir as
células epiteliais constituem elementos de viruléncia frequentemente associados ao
género Candida contribuindo para a sua patogenicidade (KOGA-ITO et al., 2006). As
leveduras do género Candida , sdo capazes de produzir e secretar enzimas
hidroliticas, tais como proteases e fosfolipases, reconhecidas como cruciais para o
procedimento de invaséo as células do hospedeiro. Essas, estao intimamente ligada
a capacidade do microrganismo de invadir o tecido epitelial e introduzir-se as células,
pois, demonstram habilidade para degradar os componentes fosfolipidicos da
membrana celular, o que simplifica a entrada e a ancoragem das hifas no citoplasma
(CIUREA et al., 2020; SCHALLER, et al., 2005).
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Adicionalmente, a tolerancia a temperaturas elevadas, que se refere a capacidade do
fungo para crescer e subsistir em ambientes com uma temperatura de 37°C,
desempenha um papel critico em sua sobrevivéncia no organismo humano. Espécies
que demonstram a habilidade de desenvolver nesse regime térmico sao
categorizadas como potencialmente patogénicas. Pois, € capaz de adaptar-se a
varias condicdes em diferentes sitios do hospedeiro, como diferentes niveis de
temperatura, pH, concentragdo de CO2, hipdxia, e disponibilidade de nutrientes
(CIUREA et al., 2020; SIDRIM, 2004).
Além disso, a ligacdo de Candida a células e tecidos do hospedeiro, assim como a
superficies inertes, representa um passo crucial no estabelecimento da infecgéo e na
persisténcia do fungo no organismo. A aderéncia constitui o primeiro estagio,
precedendo a invasdo e a disseminacado no interior do organismo do hospedeiro.
Quando se trata de superficies inertes, a primeira etapa é a aderéncia com a
formacao de biofilmes (FANNING et al., 2012; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009).
Eles demonstram a habilidade de enfrentar as defesas do sistema imunoldgico do
hospedeiro, bem como a agao de agentes antifuUngicos e substancias desinfetantes,
0 que resulta em uma notavel poténcia que dificulta significativamente sua
erradicacao. Isso, contribui para a criacdo de infecgdes persistentes que exibem

resisténcia e tendem a recorrer (ZICCARDI et al., 2015).

3.3 BIOFILMES

A formacgao de biofilme esta intimamente vinculada aos elementos de patogenicidade
das espécies de Candida, assim como a sua associagcdo com 0sS mecanismos de
resisténcia que esses microrganismos desenvolvem em resposta aos antifungicos
(KRISHNASAMY et al., 2020). Os biofilmes s&do descritos como uma matriz
polimérica, imersa em meio liquido, aderidos em uma superficie solida constituida de
células microbianas e substancias poliméricas extracelulares (LANGER et al., 2018).
Podem surgir e se fixar tanto em superficies bidticas néo esterilizadas, como tecidos
humanos, quanto em superficies abioticas, exemplificadas por dispositivos médicos.

Além da matriz extracelular, algumas particularidades inerentes aos biofilmes
justificam sua elevada capacidade de resisténcia contra agentes antimicrobianos.
Isso inclui uma reduzida taxa de crescimento, em resposta a condigdes estressantes

do ambiente, bem como a expressado de bomba de fluxo, quorum-sensing e
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alteragdes nos niveis de esterol em determinadas fases do biofilme. (FAUVART,
2011)
As células do microrganismo, quando presentes na forma de leveduras, podem se
fixar a diferentes tipos de células do hospedeiro, dependendo da disponibilidade de
carboidratos, variacbes de temperatura, pH e a produgao de enzimas extracelulares.
A aderéncia e a formacao de biofilmes sdo processos que se desenvolvem em fases
distintas. A formacao de biofilmes por Candida spp. é dividida em trés fases: a fase
inicial (0-6 horas), fase intermediaria (7-12 horas) e fase madura (13-48 horas)
(GHANNOUM et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 — Formacgao de biofilme de C. albicans
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Fonte: Gu, Xu e Sun (2015).

(1) Inicialmente, ocorre a adesao por parte de células plancténicas, ou seja, células
que estdo em estado livre e isolado, que se ligam ao tecido do hospedeiro de forma
aleatéria ou por meio de quimiotaxia, bem como por meio de interacdes
eletrostaticas e hidrofébicas com a superficie; (2) posteriormente, na chamada fase
de adesédo irreversivel, as leveduras agregam-se em microcolbnias, as quais
produzem polissacarideos extracelulares (EPS) e ativam genes especificos que
alteram a arquitetura da estrutura, fazendo com que as leveduras se transformem em
hifas (3) e por fim, a maturagdo do biofime ocorre a medida que novos
microrganismos se  multiplicam e se agregam. Consequentemente, a matriz
extracelular do biofilme absorve camadas adicionais de células, gerando uma
estrutura tridimensional (LANGER et al., 2018).

A constituicao de biofilmes se apresenta como um notavel obstaculo nos cenarios de

resisténcia aos agentes antifungicos. Essas estruturas complexas e altamente
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desenvolvidas atuam como barreiras que limitam a penetracdo e disseminagdo no
interior da arquitetura do biofilme, proporcionando protecdo contra as respostas
imunoldgicas do hospedeiro e a acdo de medicamentos. Além disso, biofilmes
maduros desencadeiam transformagdes fenotipicas nas células microbianas e
promovem a ativagdo de genes relacionados a resisténcia (AL-FATTANI &
DOUGLAS, 2004).

O fator principal que certifica complexidade aos biofiimes sdo as EPS, que nao
apenas estabelecem uma barreira fisica e quimica significativa, mas também
dificultam o reconhecimento do patdgeno pelas células sinalizadoras do hospedeiro.
Isso ocorre mesmo sem a penetracao eficaz no interior do biofilme. Ainda, quando
submetido a agao de agentes antifungicos, uma fragao de células em estado latente
permanece resiliente e, portanto, representa o nucleo responsavel por eventuais
reinfecgoes (LANGER et al., 2018).

Consequentemente, os antifungicos atualmente em uso precisam ser aplicados em
concentragdes que excedem em até 1.000 vezes a quantidade tipica necessaria para
controlar microrganismos na forma planctdnca em estado isolado (LANGER et al.,
2018). Isso enfatiza a urgéncia de investigacdes voltadas para novas modalidades
de tratamento e aprimoramento das opgdes terapéuticas ja disponiveis, tanto para
enfrentar os desafios impostos pelos biofilmes quanto para contrariar os mecanismos

de resisténcia dos antifungicos.

3.4 ANTIFUNGICOS

Os farmacos antifungicos empregados na terapéutica de infecgdes fungicas,
incluindo a candidiase, sao categorizados em trés classes: polienos, azdis e
equinocandinas (LI et al., 2018).

Nos anos 1950, ocorreu um marco significativo no desenvolvimento de farmacos
antifungicos sistémicos com a aprovacgao da anfotericina B, pertencente a classe dos
polienos. Esses agentes operam interagindo com o ergosterol presente na
membrana plasmatica das células fungicas, resultando na formacao de canais na
membrana e assim, perda de ions, o que culmina na lise celular. Entretanto, vale
notar que esses antifungicos podem também causar danos as células do hospedeiro,
uma vez que se ligam ao colesterol presente nas membranas de células animais.
Apesar de seu potencial toxico, os polienos permanecem como os antifungicos mais

eficazes e abrangentes disponiveis para uso clinico. Entretanto, nos anos 1990,
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houve o desenvolvimento de formulagdes lipidicas da anfotericina B, resultando em
uma redugao dos efeitos colaterais, como disfuncéo renal (PERFECT, 2017; ODDS
et al., 2003).

Os antifungicos da classe dos az6is sistémicos foram introduzidos no cenario médico
nos anos de 1970, primeiramente com a disponibilizagdo do miconazol intravenoso e
do cetoconazol oral, representando a primeira geragdo dessa categoria terapéutica.
Estes compostos inicialmente ganharam destaque como opg¢des de tratamento de
primeira escolha para infec¢des fungicas invasivas. Com a evolugao das pesquisas,
surgiram a segunda geragao (fluconazol e itraconazol) e a terceira geragao de azéis
(voriconazol, posaconazol e isavuconazol).

Essa classe atua através do bloqueio da sintese de ergosterol, tendo como alvo a
enzima citocromo P450 lanosterol 14-a-desmetilase, a qual interfere no produto
codificado pelo gene Erg11 em leveduras. Como o ergosterol € uma molécula
fundamental na estrutura da membrana celular, descontinuar sua formagao acarreta
desequilibrio na fluidez e resulta na perda de integridade da membrana plasmatica,
desencadeando consequéncias criticas para a célula fungica (PERFECT, 2017;
REVIE et al., 2018).

A classe das equinocandinas emergiu mais recentemente na industria farmacéutica,
introduzida nos anos 2000. Uma das vantagens notaveis desses compostos reside
na sua baixa toxicidade para as células do hospedeiro, tornando-os opgdes atraentes
para uso continuo em ambientes hospitalares. Essa caracteristica € atribuida a
capacidade das equinocandinas de bloquear a atividade da 1,3-B-glucano sintase,
uma proteina crucial na formagédo da parede celular fungica, componente ausente
nas células humanas. A combinacao de sua eficacia antifungica de amplo espectro
com sua seguranga na utilizagdo, devido a baixa toxicidade, levou a sua adogéo
como tratamento de primeira escolha para infecgbes por Candida . Alguns dos
antifungicos pertencentes a essa classe incluem a caspofungina, micafungina e
anidulafungina (PERFECT, 2017; PAPPAS et al., 2016).

3.5 TIOFENOS

Os compostos heterociclicos constituem uma classe de estruturas amplamente

presentes na natureza e que desempenham um papel significativo em varias

moléculas bioldgicas, como o DNA e os carboidratos.
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Além de sua abundancia na natureza, esses compostos também sao altamente
valorizados devido a sua versatilidade como andaimes moleculares com diversas
atividades biologicas (KERI et al., 2017).

O nucleo tiofeno, pertencente a essa classe de compostos heterociclicos, foi
inicialmente descoberto por Meyer em 1883, embora tenha levado algum tempo até
que os cientistas comegassem a explorar seu potencial na concepgado de
medicamentos. Os tiofenos sao caracterizados por sua estrutura molecular
heterociclica insaturada de cinco membros, com enxofre como heteroatomo. Essa
combinacao de caracteristicas torna o nucleo tiofénico uma entidade de consideravel
importancia na industria quimica e farmacéutica, com os 2-amino-tiofénicos e seus
derivados destacando-se como compostos de grande relevancia (JHA et al., 2012;
BOZOROV et al., 2017).

As tiossemicarbazonas representam uma classe de compostos tiofenos que incluem
0 nucleo com uma funcionalidade baseada de tioureia. Essas substancias atuam
como quelantes de ions metalicos e exibem notavel atividade biolégica, notadamente
em relacdo a agao anticancerigena (GOU et al., 2016).

Também demonstraram eficacia contra diversas linhagens de células cancerigenas,
incluindo adenocarcinoma de mama, hepatocarcinoma e cancer cervical. Estudos
cientificos apontam que esses derivados desempenharam um papel crucial na
inducdo da apoptose celular, interrompendo o ciclo celular na fase G2 e, como
resultado, causando danos irreparaveis ao material genético (DNA) (WANG et al.,
2017).

Adicionalmente, em um estudo conduzido por Neves em 2019, foi realizada uma
avaliacao da atividade das moléculas derivadas do tiofeno em relacéo a leveduras,
incluindo espécies de Candida e Cryptococcus neoformans . Os resultados revelaram
que as espécies de Candida demonstraram susceptibilidade, com concentragcdes
inibitérias minimas variando de 1024 a 128 ug/mL. Por outro lado, os isolados de
Cryptococcus neoformans foram inibidos em concentragdes que variaram de 1024 a
16 ug/mL.

Em outro estudo conduzido por Li e colaboradores em 2021, foi realizada uma
avaliacao da eficacia da tiossemicarbazona NSC319726 em relacdo a 22 cepas de
Candida auris . Essa avaliagdo comparou a atividade da NSC319726 com as de

varias drogas antifungicas, incluindo fluconazol, voriconazol, anfotericina B e



micafungina. Os resultados revelaram que a NSC319726 demonstrou agéo eficaz
contra todas as cepas de C. auris testadas, incluindo aquelas que foram previamente
identificadas como resistentes aos antifungicos tradicionais mencionados.

A concentragdo inibitéria minima variou de 0,125 a 0,25 g/mL. Os autores
destacaram que, em um cenario de infeccdo nao tratada, a capacidade antifungica
dessa substancia foi excelente. No entanto, € importante notar que sua atividade foi
mantida como fungistatica, ou seja, impedindo o crescimento dos fungos, mas nao
levando a sua completa erradicacgao.

Além disso, a pesquisa relacionada ao combate de biofilmes causados por leveduras
estd em estagio inicial, demandando uma investigacdo mais aprofundada para a

avaliacao desses compostos no tratamento desse importante elemento de viruléncia.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGCAO DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS CLINICAS

Foram obtidos 12 isolados clinicos de Candida spp. pertencentes ao projeto
PPSUS — FACEPE 06/2020 do grupo de pesquisa “Fungos de Interesse Médico e

Leveduras de Interesse Biotecnoldgico”.

Quadro 1. Isolados de leveduras clinicas do género Candida do banco de leveduras
do grupo de pesquisa “Fungos de Interesse Médico e Leveduras de Interesse
Biotecnoldgico” da Universidade Federal de Pernambuco.

ISOLADO ESPECIE
HAMO6 C. tropicalis
HAMO8 C. lusitaniae
HAM27 C. krusei
HAM28 C. albicans
HAM31 C. tropicalis
HAM32 C. tropicalis
HAM33 C. tropicalis
HAM34 C. albicans
HAM35 C. albicans
HAM36 C. parapsilosis
HAM37 C. albicans

HAM43 C. tropicalis
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4.2 OBTENCAO DE NOVAS FORMULAGOES DE DERIVADOS TIOFENICOS

Os novos compostos de derivados tiofénicos foram obtidos por meio de parceria
com o grupo de pesquisa “Sintese e Vetorizagdo de Moléculas” da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB).

Figura 02 — Estrutura quimica dos derivados tiofénicos (AG1-8) obtidos do grupo
de pesquisa “Sintese e Vetorizacdo de Moléculas” da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB).

- L=2 L1+

A LGE A

LT e |

4.3 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

A metodologia empregada seguiu os procedimentos detalhados nos documentos
M27-S4 e M60 (CLSI em 2008 e 2017, respectivamente). O meio de cultura utilizado
foi o RPMI 1640, adquirido da Sigma-Aldrich nos Estados Unidos, e esterilizado por
meio de membranas de 0,22 uym fornecidas pela Millipore, localizada em Darmstadt,
Alemanha. O meio de cultura foi suplementado com L-glutamina, ndo contendo
bicarbonato de sédio, e com um pH de 7,0 + 0,1, ajustado utilizando Acido Morfolino
Propano Sulfénico (MOPS) em uma concentragédo de 0,165 mol/L, também fornecido

pela Sigma-Aldrich. O agente antifungico utilizado foi o fluconazol, fabricado pela
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Pfizer, preparado em agua deionizada, enquanto as novas formulagdes de
derivados tiofénicos foram preparadas em DMSO. As espécies de leveduras foram
mantidas em meio Sabouraud Dextrose Agar e incubadas a 35°C. As suspensdes
dos isolados foram preparadas em solugédo salina e a densidade foi ajustada para
atingir uma transmitancia de 90% na escala 0,5 de MacFarland, medida a uma
absorbancia de 530 nm utilizando um espectrofotdmetro. O volume do inéculo foi
ajustado para 5,0 mL de solugdo salina esterilizada e posteriormente diluido em
RPMI 1640 para atingir uma concentragdo de 2 a 5x10° células/mL. Para os testes
de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pocos fornecidas
pela TPP, localizada em Trasadingen, Suica. O inéculo foi adicionado aos pogos
contendo os antifungicos e as placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. E o CIM
(Concentragao Inibitéria Minima) foi determinado com base na inibicdo de 50% em

relagcdo ao pogo controle para o fluconazol e 100% para as novas formulacdes.

4.4 INDUGCAO DA FORMAGAO DE BIOFILME

As células de levedura foram cultivadas no meio de agar Sabouraud Dextrose
durante um periodo de 24 horas a uma temperatura de 37°C. Posteriormente, as
células foram suspensas em meio RPMI Medium 1640, que foi ajustado com
tamponamento utilizando HEPES (Gibco®), até alcangar uma concentracdo de 106
células por mililitro. Em seguida, 100uL dessa suspensao foram introduzidos em
cada um dos compartimentos de uma placa de poliestireno, contendo um total de 96
pocos, € a placa foi mantida a uma temperatura de 37°C por um periodo de 48
horas. Apds decorrido cada intervalo de tempo, os compartimentos da placa foram
submetidos a trés lavagens utilizando um tampao fosfato salino (PBS) com o objetivo
de eliminar as células plancténicas presentes. O isolado de Candida albicans

ATCC90028 desempenhou o papel de controle ao longo do experimento.
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4.5 QUANTIFICAGCAO DO BIOFILME

A quantificagdo dos biofilmes foi realizada com o ensaio de redugéo de sal de 1-
(4,5-Dimethylthiazol-2- yl) -3,5- diphenylformazan (MTT- Sigma Chemical, St. Louis,
MO), no qual 20uL, na proporg¢ao de 5uL para 1mL de tampao PBS, esterilizado por
filtracdo 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 deixadas em repouso por um intervalo de 15 minutos, apdés o qual, 100uL do
conteudo presente em cada pocgo foi transferido para uma nova placa de
microtitulagdo, para possibilitar a leitura em um leitor de microplacas na extensao de
570nm de comprimento de onda (RAMAGE et al., 2002; KROM et al., 2006; PIERCE
et al., 2008).

4.6 TRATAMENTO DO BIOFILME

Os biofilmes foram formados seguindo a metodologia descrita por Berridge,
Herst & Tan (2005) e Krom et al. (2007) detalhada anteriormente. Apds o periodo de
48 horas, os pogos contendo os biofilmes foram preenchidos com 180uL da solugao
contendo a nova substancia bioativa, separadamente. Os controles foram preparados
onde estes continham apenas o indculo fungico. Seis horas apés a adicdo da
substancia, os biofilmes foram quantificados usando o método ensaio de reducéao de
sal de tetrazolio (MTT), em que 20uL, na proporcédo de 5uL a 1mL de tampao PBS,
esterilizados por filtragcdo por membrana (Kasvi®) foi adicionada a cada pogo da
placa de microtitulagao, 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 microtitulagdo para leitura em um leitor de microplacas com

comprimento de onda de 570nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS CLINICAS

Pesquisas tém evidenciado que a correlagdo entre as variedades de C.
albicans e outras Candida nao pertencentes ao grupo C. albicans , no contexto das
infeccbes fungicas invasivas, sugere uma transformagdo ao longo das ultimas
décadas no que relaciona as proporgdes estimadas. Segundo CHAKRABARTI e
colaboradores (2015), em um estudo conduzido na india, considerando
exclusivamente os isolados obtidos de individuos internados em unidades de terapia
intensiva (UTIs), foi constatado que 80% dos casos envolviam espécies de Candida
distintas de C. albicans. Esse estudo implica que a distribuigdo global das diferentes
variedades de Candida esta sujeita a fatores geograficos e caracteristicas clinicas
que acompanham os pacientes. Ainda, pesquisas realizadas na regido da América
do Sul tém apresentado resultados que indicam C. tropicalis como a espécie
predominante de Candida nao -C. albicans, compreendendo aproximadamente 20%
dos casos (NOREEN et al., 2015).

5.2 SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DE ISOLADOS CLINICOS DE
LEVEDURAS DO GENERO CANDIDA FRENTE A FLUCONAZOL E DERIVADOS
TIOFENICOS

Dentre os 12 isolados de leveduras clinicos testados frente ao fluconazol, 2
foram resistentes ao azélico, com Concentragao Inibitéria Minima (CIM) variando de
8 a 32 pg/mL. Quatro isolados foram sensiveis ao fluconazol, com CIM variando de
0,025 a 1,0 pg/mL e sete isolados apresentaram resisténcia (CIM = 8 a 32 ug/mL).
Segundo os documentos M27-A3 (CLSI, 2008) e M60 (CLSI, 2018), os breakpoints
interpretativos da CIM do fluconazol para determinacao do perfil de susceptibilidade
antifungica sao: CIM = 8 ug/ mL indica resisténcia a droga avaliada e CIM < 2,0
aponta que o isolado testado é sensivel a este farmaco. Uma CIM = 4 pg/mL indica
sensibilidade dose dependente (SDD) (Tabela 2) .
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Os antifungicos do grupo dos azdlicos constituem uma extensa categoria de
agentes fungistaticos, sendo dividido em dois subgrupos que apresentam uma
semelhanga no seu espectro de atividade antifungica: os imidazolicos e os triazolicos
(GOLAN et al.,, 2010). No contexto dos triazdlicos, o fluconazol é como um
representante de destaque, frequentemente empregado no tratamento de infecgdes
fungicas, devido a sua eficacia comprovada, perfil de seguranca favoravel e
disponibilidade em formulagdes tanto oral como intravenosa (SOUZA et al., 2015).
Apesar da ampla abrangéncia do fluconazol em relagao as variedades de Candida ,
relatos tém indicado o surgimento de resisténcia a esse antimicrobiano, com uma
incidéncia mais elevada observada nas espécies C. tropicalis , C. parapsilosis e C.
glabrata (KHODAVAISY et al., 2020; LAMBA et al., 2019; SRIPHANNAM et al.,
2019).

Tabela 2 . Susceptibilidade antifungica de isolados de leveduras clinicas do género
Candida frente Fluconazol e derivados 2-aminotiofenos.

|SOLADO ESPECIE FLU Ac1 AG2 Ac3 Acd  AGS AG6 AGT  AGS8

HAMOG6 . tropicalis 1,0 NT >200 200 NT 200 200 50 200

HAMO8 . lusitaniae  NT NT 200 >200 200 NT NT 25 NT
HAM27 . krusei 8,0 NT >200 >200 100 25 200 25 100
HAM28 . albicans 0,5 NT  NT NT 200 100 NT 200 NT
HAM32 . tropicalis 0,025 NT >200 NT 50 >200 NT 25 NT
HAM33 . tropicalis 16,0 NT >200 >200 200 50 NT NT 200
HAM34 . albicans 8,0 NT NT >200 200 >200 100 50 200

HAM35

C
C
C
C
HAM31 C. tropicalis 2,0 NT >200 50 NT 50 200 NT 50
C
C
C
C. albicans 8,0 NT  NT 200 NT >200 NT 100 NT
C

HAM36 8,0 NT >200 NT 50 50 >200 200 >200

parapsilosis
HAM38 C. albicans 4,0 NT 100 50 NT 200 NT NT NT
HAMA43 C. tropicalis 32,0 NT >200 NT 200 NT >200 NT 200

FLU=fluconazol; NT=n&o testado.
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Os derivados tiofénicos AG-4, AG-5, AG-7 e AG-8 foram eficazes frente aos
isolados testados, com concentragbes variando de 25 pg/mL a 200. Ainda, o
derivado AG-7 apresentou resultados satisfatérios para os isolados HAMO8 C.
lusitaniae e HAM27 C. krusei, com concentragdo de 25 pg/mL, e para o isolado
HAMO6 C. tropicalis, com concentracdo de 50 ug/mL. Assim como nos trabalhos de
Araujo Neto e colaboradores (2017), onde uma série de derivados tiofénicos

apresentaram atividade antifungica contra cepas do género Candida.

Além disso, o estudo conduzido ainda por Araujo Neto e colaboradores (2017)
destacou a importancia da ligagdo de um grupamento NH ligado ao anel aromatico
da molécula como um requisito fundamental para a manifestacdo da atividade
antifungica. Ainda, a introdugdo do nitrogénio no anel de piridina confere maior
eletronegatividade, gerando uma diferenga eletrbnica que aprimora a interagdo do
composto com o seu alvo biolégico. Além dessas constatacdes, foi declarado que os
derivados tiofénicos tém sido alvo de investiga¢des significativas, gracas a atividade

antifungica que apresentam, acompanhada de uma citotoxicidade moderada.

5.3 INDUCAO E FORMAGCAO DE BIOFILME POR ESPECIES DE Candida

Todos os isolados foram capazes de formar biofiime. De acordo com Oliveira e
colaboradores (2019), ao analisar cepas clinicas das espécies de leveduras, C.
albicans e Candida nao- C. albicans , foi observado que os biofilmes formados por
isolados clinicos de Candida nao- C. albicans apresentaram atividades metabdlicas
mais elevadas do que biofiimes 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 producao de biofilme e concluiram
que C. tropicalis teve alta formacgao de biofilme, quando comparado a C. albicans que
nao produziu biofilme. Os autores relataram alta patogenicidade das cepas, incluindo

resisténcia a varios antifungicos.

Soldini e colaboradores, (2017), estudaram a producao de biofilme em 190 isolados
de C. parapsilosis e mais da metade, 55,8%, foram capazes de produzir biofiime em

alta ou moderada intensidade. Ainda, relataram que pacientes infectados com cepas



de alta ou moderada intensidade de biofilme tiveram menores taxas de sobrevivéncia

guando comparados aos isolados de baixa intensidade.
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A formacdo do biofilme, em associagdo com sua intensidade e biomassa, influencia
diretamente as taxas de letalidade em individuos acometidos por candidemia,
representando um elemento de viruléncia que demanda uma intervencgao terapéutica

apropriada para garantir a sobrevivéncia do paciente (SOLDINI et al., 2017).

5.4 TRATAMENTO DO BIOFILME DE ESPECIES DE Candida

Para o tratamento do biofilme, foram selecionadas cepas que produziram
biofiilme em alta intensidade como representantes de cada espécie e utilizado o
fluconazol e as moléculas tiofénicas AG3 e AG7 para o tratamento. Foi observado
que em todos os isolados, os derivados tiofénicos apresentaram uma boa resposta

ao tratamento dos biofilmes.

Em um estudo feito realizado por Araujo Neto e colaboradores (2017), foi
observado atividade antifungica em Tiossemicarbazonas tiofénicas analisadas frente
a leveduras do género Candida , resultado similar ao nosso. Ainda, foram analisadas
mudangas estruturais na N4 na substituicio da Tiossemicarbazona, sendo os
compostos que apresentam p-Et-fenil e p-Me-fenil como porgdes substituintes

mostraram excelente atividade antifungica.

Sun e colaboradores, (2017), estudaram um composto de
Tiossemicarbazonas, chamado NSC319726, e observaram uma atividade antifungica
significativa frente a Candida . Foi observado que a droga isolada foi capaz de inibir
o crescimento de isolados de C. albicans e isolados de C. krusei resistentes ao
fluconazol, concordando com nosso estudo. Ainda, relatam um bom sinergismo das
drogas combinadas. Portanto, os estudos com derivados tiofénicos devem continuar
para que possam se tornar uma possivel alternativa terapéutica, diante de tantas
dificuldades de estabelecimentos de terapias antifungicas eficientes e eficazes.

Portanto, sdo necessarias mais pesquisas.
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6 CONCLUSAO

Diante destes achados, torna-se patente a disparidade nas concentragdes
inibitérias minimas evidenciadas nos isolados de Candida perante o fluconazol, com
notaveis casos de resisténcia. A maioria dos compostos derivados do tiofeno
empregados na analise ostentou atividade antifungica contra células planctonicas
provenientes de diferentes cepas clinicas de Candida, com variagdes significativas

tanto entre cepas da mesma espécie quanto entre distintas espécies.

E de notar que os derivados tiofénicos AG3 e AG7 apresentaram capacidade
antifungica diante de biofilmes formados por diferentes espécies de Candida. Este
fendbmeno, presumivelmente, é induzido pela arquitetura molecular que proporciona

ao composto tiofénico sua notdria eficacia antifungica.
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