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RESUMO

O género Candida é composto por fungos leveduriformes e cerca de 15 das 150 espécies catalogadas sdo
patogénicas, podendo causar infecgdes em humanos, denominadas candidiase, podendo se manifestar em
diversos sitios anatdbmicos e com variadas manifestacGes clinicas. Essas infec¢fes sdo classificadas como
candidiase localizada, quando atinge apenas um sitio anatdmico e candidiase invasiva ou candidemia, quando o
microrganismo se espalha pela corrente sanguinea e atinge multiplos 6rgdos. A resisténcia aos tratamentos
antifungicos convencionais, como os azoéis, equinocandinas, polienos, alilaminas e analogos de pirimidinas é
cada vez mais relatada na literatura e espécies como Candida glabrata e Candida auris exibem perfis de
resisténcia elevados, fatos que evidenciam a necessidade urgente de novas abordagens terapéuticas. As
tiossemicarbazonas sdo compostos que apresentam estudos promissores de seu efeito bioldgico anticancer e
antimicrobiano. Além disso, a literatura destaca compostos derivados tiazélicos no combate a infeccdes flngicas,
como promissores, principalmente frente a espécies de Candida. Diante disso, o presente trabalho tem como
objetivo a avaliagdo de novas moléculas de tiossemicarbazonas e tiazdis, frente cinco cepas de referéncia da
American Type Culture Collection (ATCC) do género Candida, sendo trés isolados de Candida albicans (ATCC
10231, ATCC 928 e ATCC 14053), um isolado de Candida glabrata (ATCC 2001) e um isolado de Candida
tropicalis (ATCC 750). Foram avaliadas dez moléculas, oito derivados tiazéis (TZ-3, TZ-4, TZ-5, TZ-6, TZ-7,
TZ-8, TZ-9, TZ-10) e duas tiossemicarbazonas (TSC-5 e TSC-6). As moléculas foram inicialmente diluidas em
dimetilsulfoxido (DMSO) até atingir uma concentra¢do inicial de 10.000 pg/mL e rediluidas em meio RPMI
1640 até atingir a concentragdo de 2.000 pg/L, a fim de garantir o intervalo de concentracio do teste, que varia
de 0,9-500ug/L. A avaliagdo da atividade antifingica das moléculas foi realizada através do método de
Microdiluicdo em Caldo, de acordo com a Norma MZ27-A3, preconizada pelo Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) com adaptacéo. Nos testes de sensibilidade realizados ndo foi observada atividade antifungica
nas concentracGes utilizadas, ou seja, ndo houve inibicdo do crescimento das leveduras em nenhum dos pocos.
Esse resultado indica que, nas condi¢des experimentais adotadas, os compostos avaliados ndo apresentaram
eficacia.
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ABSTRACT

The Candida genus comprises yeast-like fungi, with approximately 15 out of 150 known species being
pathogenic and capable of causing infections in humans, known as candidiasis. These infections can manifest in
various anatomical sites and present a wide range of clinical symptoms. They are classified as localized
candidiasis, when a single anatomical site is affected, and invasive candidiasis or candidemia, when the
microorganism spreads through the bloodstream and reaches multiple organs. Resistance to conventional
antifungal treatments, including azoles, echinocandins, polyenes, allylamines, and pyrimidine analogues, is
increasingly reported in the literature. Species such as Candida glabrata and Candida auris exhibit high
resistance profiles, underscoring the urgent need for new therapeutic approaches. Thiosemicarbazones are
compounds that have shown promising biological effects, including anticancer and antimicrobial activities.
Additionally, the literature highlights thiazole-derived compounds as promising candidates for combating fungal
infections, particularly against Candida species. Given this context, the present study aims to evaluate the
antifungal potential of new thiosemicarbazone and thiazole molecules against five reference strains from the
American Type Culture Collection (ATCC) of the Candida genus: three isolates of Candida albicans (ATCC
10231, ATCC 928, and ATCC 14053), one isolate of Candida glabrata (ATCC 2001), and one isolate of
Candida tropicalis (ATCC 750). A total of ten molecules were evaluated, eight thiazole derivatives (TZ-3, TZ-4,
TZ-5, TZ-6, TZ-7, TZ-8, TZ-9, and TZ-10) and two thiosemicarbazones (TSC-5 and TSC-6). The compounds
were initially dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) to a concentration of 10,000 pg/mL, then rediluted in
RPMI 1640 medium to reach a working concentration of 2,000 ng/L, ensuring coverage of the test range, which
varied from 0.9 to 500 pg/L. Antifungal activity was assessed using the broth microdilution method, according to
the M27-A3 standard recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), with adaptations.
In the susceptibility assays performed, no antifungal activity was observed at the tested concentrations; in other
words, there was no inhibition of yeast growth in any of the wells. These results indicate that, under the
experimental conditions employed, the evaluated compounds did not demonstrate antifungal efficacy.
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1 INTRODUCAO

O género Candida é composto por fungos leveduriformes, cujas caracteristicas
celulares sdo tipicas do reino Fungi, incluindo parede celular de quitina e membrana
plasmética fosfolipidica com proteinas e ergosterol. Em condicdes ideais, 0 crescimento
ocorre através da formacdo de blastoconidios, estruturas de reproducdo assexuada (Rocha et
al, 2021). Existem aproximadamente 150 espécies de Candida, dentre essas, cerca de 15 sdo
patogénicas para humanos, podendo causar infecgdes em varios sitios anatdbmicos (Santos,
2021; Borman et al., 2019).

Espécies de Candida podem ser encontradas na microbiota normal de 50 a 70% dos
seres humanos, principalmente em sitios como na mucosa reprodutiva e gastrointestinal, cujo
ambiente favorece o crescimento da espécie. Apesar dessa relagdo simbidtica ser abalada,
principalmente em casos de imunossupressdo do hospedeiro, o que favorece a proliferacéo
exacerbada do microrganismo, causando infecgdes denominadas candidiase, tem-se relatos de
acometimento de individuos imunocompetentes (Pappas et al., 2018; Prezzi, 2021).

As doencas por Candida podem se manifestar em diversas partes do corpo, causando

diferentes tipos de infeccOes, classificadas como candidiase localizada, quando afetam 6rgéos



isolados, a candidiase esofagica, orofaringea e vulvovaginal, e candidiase invasiva ou
candidemia, quando o microrganismo se espalha pela corrente sanguinea e atinge multiplos
Orgdos, como coracdo, cerebro, rins, pulméo e figado (Staudt, 2018).

As infeccOes fungicas invasivas apresentam uma alta taxa de mortalidade (Bayona et
al., 2021). Com relacdo as candidemias, estima-se que a taxa de mortalidade chegue a 40%,
sendo pacientes hospitalizados os mais atingidos, principalmente aqueles internados em
Unidades de Tratamento Intensivo (Gonzalez-Lara & Ostrosky-Zeichner, 2020; Kullberg &
Arendrup, 2015). Além disso, os casos de candidiase adquiridos na comunidade ndo podem
ser ignorados, uma vez que todos os casos contribuem para o aumento de mortalidade e se
tornam um agravo a satde publica.

Recentemente, Candida spp. foram classificadas como uma prioridade critica na lista
de patogenos fungicos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). No Brasil, a espécie de
maior incidéncia é Candida albicans, seguida por C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata
(Doi et al, 2016). Embora as espécies ndo-albicans tenham menor prevaléncia, elas sdo
motivo de preocupacdo devido a sua resisténcia aos tratamentos convencionais. Em nivel
global, a emergéncia de C. auris tem alarmado as autoridades de saude, pois essa espécie
apresenta multirresisténcia a diversos antifungicos, tornando seu controle particularmente
desafiador (Pappas et al., 2018).

Os fatores de viruléncia séo influenciados pelo ambiente e pela espécie do fungo em
questdo, podendo ser aumentados ou reduzidos de acordo com a necessidade do
microrganismo. A capacidade de expressar adesinas, formar biofilme, modificar sua forma e
secretar enzimas hidroliticas sdo exemplos de fatores de viruléncia da Candida spp. O sistema
imunolégico inato do hospedeiro desempenha papel crucial no combate as infec¢Bes fungicas.
Neutrofilos dificultam a transformacdo de leveduras em hifas, dimorfismo tipico de C.
albicans. Além disso, mondcitos e macréfagos, em conjunto com o sistema complemento,
atuam para identificar padrGes moleculares especificos de fungos, como p-glucan,
polissacarideo que compde a parede celular. Entretanto, as Candida spp. tem mecanismos de
escape para as acdes do sistema imune do hospedeiro, como, por exemplo, quando mascaram
o B-glucan com uma camada externa de manoproteinas, dificultando sua identificacdo pelos
mecanismos de defesa do organismo (Ciurea et al., 2020).

Os fatores de patogenicidade das espécies do género Candida, além de viabilizar
quadros infecciosos, auxiliam na resisténcia ao tratamento com drogas convencionais. Az0is,
equinocandinas, polienos, alilaminas e analogos de pirimidina sdo as cinco classes comumente

utilizadas no tratamento de infecgdes fungicas (Fuentefria et al., 2018). Varias espécies de



Candida, incluindo a C. auris, apresentam resisténcia a uma ou mais classe de antiflngicos
disponiveis no mercado (Cardoso, 2020, Pappas et al., 2018).

Estudos com espécies de C. glabrata e C. parapsilosis coletadas do sangue de
pacientes com candidemia relataram que as espécies sdo resistentes a fluconazol e
equinocandinas, respectivamente (Lindberg et al., 2019). Com relacdo a C. auris, esta espécie
possui multirresisténcia a fluconazol e outros azois, anfotericina B e poucas cepas respondem
a equinocandinas, o que limita o tratamento desse tipo de infeccdo com antifingicos
convencionais, fato que preocupa a comunidade cientifica (Baptista et al., 2020).

Diante disso, sobrevém a necessidade do surgimento de novos antifungicos eficazes
contra as candidiases. As tiossemicarbazonas sdo compostos que apresentam estudos
promissores de seu efeito bioldgico anticancer e antimicrobiano (Khan & Asiri, 2018;
RODRIGUES et al., 2018). Além disso, esses compostos sdo intermediarios na sintese de
ndcleos terapéuticos, como os tiazdis, composto heterociclico de cinco membros caracterizado
pela presenca de um atomo de enxofre e um de nitrogénio em sua estrutura anelar, com
formula molecular C3H3NS (Mishra, Kumari & Tiwari, 2015).

A literatura destaca compostos derivados tiazolicos no combate a infecgdes fungicas
(Yan et al.,2019). Lino et al. (2018), testaram derivados tiazolicos e destacaram sua
efetividade in vitro frente a espécies de Candida, Cryptococcus e Paracoccidioides
brasiliensis. Os valores de CIM se apresentaram na faixa de 0,45 a 31,2 pM, resultados com
poténcia igual ou superior a do fluconazol e/ou anfotericina B, que foram os medicamentos de
referéncia empregados no experimento.

Dessa forma, considerando o aumento significativo de resisténcia das espécies de
Candida aos antifungicos disponiveis no mercado, o surgimento de novas alternativas
terapéuticas é fundamental para a manutencdo da salde humana, reducdo das altas taxas de
mortalidade por infeccBes flngicas e consequentemente a minimizacdo do 6nus financeiro ao
paciente e aos servigos de salde. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo a avaliagédo
de novas moléculas de tiossemicarbazonas e azil-tiazois, frente a células de Candida spp. em

sua forma plancténica.

2 METODOLOGIA

Em busca de compreender o potencial antifingico de novas moléculas de
tiossemicarbazonas e tiazois, sintetizadas e cedidas pelo Grupo de Pesquisa em Tecnologia
Farmacéutica (TECFAR) da Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-

Brasileira - UNILAB, frente a espécies de Candida, o presente estudo realizou Testes de



Sensibilidade a Antifangicos (TSA), no Ndcleo de estudos em Microscopia e Processamento
de Imagem (NEMPI) da Universidade Federal do Ceard (UFC) e no Centro de Estudos em
Microbiologia (CEMIC), laboratério de microbiologia da UNILAB, Redencao- Ceara.

Cepas utilizadas

Para realizacdo do experimento, foram utilizadas cinco cepas de referéncia da
American Type Culture Collection (ATCC) do género Candida, reconhecidas por sua
relevancia em pesquisas microbiologicas. As cepas selecionadas foram trés isolados de
Candida albicans (ATCC 10231, ATCC 928 e ATCC 14053), um isolado de Candida
glabrata (ATCC 2001) e um isolado de Candida tropicalis (ATCC 750). As espécies de
Candida foram recuperadas em Agar Sabourad Dextrose e sua pureza confirmada através do
semeio em meio cromogénico (CHROMagar Candida®). Para a realizacdo dos testes, as
cepas foram inoculadas em meio RPMI com o intuito de obter uma concentracdo final de 0,5 a
2,5 x103 UFC/mL (CLSI, 2008).

Moléculas testadas

Foram avaliadas dez moléculas, sendo oito derivados tiazéis (TZ-3, TZ-4, TZ-5, TZ-6, TZ-7,
TZ-8, TZ-9 e TZ-10) e duas tiossemicarbazonas (TSC-5 e TSC-6). As moléculas foram
inicialmente diluidas em dimetilsulféxido (DMSOQ) até atingir uma concentracdo de 10.000
pg/mL e, posteriormente, rediluidas em meio RPMI 1640 até a concentracdo final de 2.000
pg/L. As rediluicdes em RPMI foram realizadas com dois meses de antecedéncia em relagao
as analises, com excecao das moléculas TZ-7 e TZ-10, que foram rediluidas dois dias antes da
execucao dos testes. Ap6s a diluicdo em DMSO, todas as moléculas foram armazenadas a
aproximadamente -18 °C e, apos a redilui¢do em RPMI, mantidas entre 1 °C ¢ 4 °C. Ressalta-
se gue todas as etapas de manipulacdo das moléculas foram realizadas em cabine de fluxo

laminar, a fim de evitar contaminacdes.

Ativida antifungica de tiazdis e tiossemicarbazonas frente as células plancténicas de
Candida spp.

A avaliacdo da atividade antifingica das moléculas supracitadas foi realizada atraves
de TSA, pelo método de Microdiluicdo em Caldo, de acordo com a Norma M27-A3, a qual
descreve o método preconizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
2008). Para a determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), que é definida como a

menor concentragdo capaz de inibir o crescimento do microrganismo, utilizou-se placas de 96



pocos de fundo U estéreis e com tampa. Foram utilizados trés controles no teste: a
Anfotericina B como droga controle, testada frente a cepa de C. albicans ATCC 10231, um
controle de crescimento dos microrganismos € um controle para assegurar a esterilidade do

meio de cultura.

As moléculas foram inicialmente diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) até atingir
uma concentracao inicial de 10.000 pg/mL e rediluidas em meio RPMI 1640 até atingir a
concentragdo de 2.000 pg/L, a fim de garantir o intervalo de concentragcdo do teste, que varia
de 0,9-500ug/L. Foram preparadas 13 placas de 96 pocos, sendo utilizadas duas placas para
cada cepa testada. Em todos os pocos, foram adicionados 100 puL de meio RPMI-1640 estéril.
Nos pocos da coluna 1, adicionaram-se 100 uL das drogas, sendo realizada, em seguida, a
microdiluicdo seriada, de modo que a maior concentracdo estivesse localizada na primeira
coluna da placa e a menor, na décima. Os controles foram incluidos nas colunas 11 e 12 de
cada placa. Na coluna 11, os quatro primeiros po¢os continham apenas o meio RPMI-1640,
como controle da esterilidade, enquanto os quatro ultimos pocos da mesma coluna serviram
como controle para garantir a esterilidade das drogas testadas. J& a coluna 12 foi utilizada para
o0 controle de crescimento dos microrganismos, contendo apenas as leveduras e 0 meio RPMI,

sem adicao de farmacos.

Apbs a realizacdo da microdiluicdo seriada, cada poco foi inoculado com 100 uL do
indculo, preparado no mesmo dia do experimento a partir do crescimento de 24 horas dos
microrganismos. Inicialmente, o crescimento foi suspenso em meio RPMI-1640 até atingir a
turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland, o que corresponde a uma
concentragdo aproximada de 1,5 x 10® leveduras por mL. Em seguida, realizou-se uma
diluicdo de 1:50, adicionando-se 30 pL dessa suspensdo a 1.470 uL de RPMI. Posteriormente,
foi feita uma segunda diluigdo de 1:20, utilizando-se 1.250 pL da dilui¢do anterior em 23.750
puL de RPMI. Essa diluicdo final foi utilizada para inoculacdo dos pogos, garantindo uma
concentracdo celular padronizada para o ensaio de sensibilidade. As placas foram incubadas a
37 °C apds semeio e a leitura visual foi realizada apds 48 h. Todos os testes foram feitos em

duplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Nos testes de sensibilidade realizados com as tiossemicarbazonas e tiazois frente as

cepas de Candida spp., ndo foi observada atividade antifungica nas concentracdes utilizadas,



ou seja, ndo houve inibicdo do crescimento das leveduras em nenhum dos pogos. Esse
resultado indica que, nas condi¢des experimentais adotadas, os compostos avaliados nédo
apresentaram eficacia.

Os controles incluidos nas colunas 11 e 12 de todas as placas asseguraram a
confiabilidade do teste: os pogos contendo apenas o meio RPMI-1640 permaneceram estéreis,
indicando auséncia de contaminagdo do meio; 0s po¢os com o farmaco sem microrganismo,
também ndo apresentaram crescimento, demonstrando a esterilidade das solugdes; 0s pocos
destinados ao controle de crescimento indicaram crescimento adequado das cepas de Candida,
comprovando a viabilidade dos indculos; o controle realizado com a Anfotericina B frente a
cepa de C. albicans (ATCC 10231), apresentou atividade antifingica, com a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) observada em 1 pg/mL, confirmando a sensibilidade do
microrganismo ao antifungico de referencia. Dessa forma, os resultados obtidos podem ser
considerados tecnicamente validos e confiaveis.

Ampla literatura traz o uso de antifingicos azois para o tratamento da candidiase,
principalmente pela escassez de antifungicos disponiveis. O mecanismo de acdo dos azois
ocorre através da inibicdo da enzima 14a-lanosterol, dependente do citocromo P450, o que
impede a sintese do ergosterol, componente essencial da membrana celular da Candida e de
outros fungos, acarretando a inibicdo da replicacdo ou morte celular do microrganismo
(Moraes, Felix, Badin, 2022).

Silva, Junior e Lima (2020) testaram o antifungico itraconazol, membro classico dos
azois frente a cepas de Candida spp. através do mesmo método utilizado neste estudo. Os
pesquisadores obtiveram CIM de 512 a 1024 pg/mL e consideraram 0S microrganismos
resistentes ao farmaco testado, visto que os valores ideais de sensibilidade foram considerados
de 0,0313 a 16 pg/mL.

Neto et al (2022) por sua vez, testaram novas moléculas de tiazdis e
tiossemicarbazonas frente a espécies de Sporothrix, género flngico considerado mais
virulento que a Candida. Neste estudo foi observado que as moléculas testadas apresentaram
MIC entre 128-8 pg/mL, sendo os novos derivados considerados eficazes contra as células
planctdnicas do microrganismo testado.

Observa-se que, na maioria dos estudos, 0s compostos azdis sdo testados em
concentragdes de pg/mL. No entanto, no presente estudo, as moléculas analisadas
apresentaram alta insolubilidade no meio RPMI, o que impossibilitou sua diluicdo em
concentragcdes mais elevadas, sendo, portanto, testadas em concentragdes de pg/L.

Laczkowski et al. (2018) obtiveram dez derivados azolicos e avaliaram sua atividade



antifungica frente a cepas ATCC de C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis, utilizando o
método de microdiluicdo seriada. Os autores observaram que moléculas contendo grupos
fortemente retiradores de elétrons apresentaram atividade bioldgica reduzida, ao passo que
aquelas com grupos doadores de elétrons demonstraram potencial antifungico significativo.
De forma semelhante, as moléculas testadas no presente estudo, que também possuem grupos
retiradores de elétrons, apresentaram atividade bioldgica prejudicada.

Com relacédo as espécies de Candida nédo albicans, Al-bagsami et al (2020) afirmam
que essas vém crescendo em relacdo ao numero de infecgdes em pacientes com quadros de
infeccBes invasivas, dentre as espécies destaca-se a C. glabrata como principal isolado em
pacientes idosos. Os isolados de C. glabrata sdo intrinsecamente menos susceptiveis aos
derivados azolicos, como o fluconazol (Sanguinetti, Posteraro, ass-florl, 2015). Ainda em
conconcordancia com os resultados obtidos nesse estudo Sadeghi et al. (2018) testou cepas de
C. glabrata in vitro e as avaliou em 96,2% como suscetivel dose-dependente (SDD) ao
fluconazol, confirmando o perfil intrinseco de resisténcia a antifingicos azdis dessa espécie.

Oliveira (2021) sintetizou e avaliou a atividade antifingica de seis moléculas de
tiossemicarbazonas e vinte e cinco derivados azolicos frente a cepas de Candida spp.,
incluindo a C. glabrata (ATCC 2001) e a C. parapsilosis (ATCC 750), que também foram
utilizadas no presente estudo. Entre os compostos testados, 0s que mais se destacaram foram
aqueles com um substituinte bromo na posi¢do para do anel aromatico, apresentando MICs
entre 2,85 e 0,18 uM. Ainda durante 0 mesmo trabalho, foi observada uma reducao
significativa da atividade antifungica de uma molécula que anteriormente havia demonstrado
alto potencial bioldgico. A andlise por espectrometria de RMN revelou que essa substancia
sofreu degradacdo, o que comprometeu diretamente sua eficacia. O autor destacou a
importancia de refazer os testes com as moléculas recentemente preparadas. Levando isso em
consideracdo, destaca-se a importancia de também refazer o presente estudo diluindo as

moléculas no dia da analise.

4 CONCLUSAO

Diante dos resultados, conclui-se que, embora as moléculas testadas ndo tenham
demonstrado atividade significativa frente as cepas de Candida spp. utilizadas, o estudo
contribui para o entendimento dos fatores que impactam na atividade antifingica de novos
compostos. Sabendo disso, ressalta-se a importancia de estudos com novas metodologias,
como a acdo das moléculas frente ao biofilme de Candida e avaliagbes estruturais nas

moléculas, assim como estudos de estabilidade.
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