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RESUMO 

 

A candidíase é uma infecção fúngica oportunista, sendo Candida albicans a espécie mais 

frequentemente isolada. O tratamento dessas infecções é desafiador devido à resistência que 

pode se desenvolver durante a terapia e ao número limitado de compostos antifúngicos 

disponíveis. O objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de testes in vitro e in vivo, a 

atividade antifúngica de quatro substâncias de derivados hidrazino-tiazólicos (1, 2, 3 e 4) e 

estudar os possíveis efeitos destas nos fatores de virulência de C. albicans. As substâncias 

hidrazino-tiazólicas 1, 2, 3 e 4 mostraram atividade antifúngica, apresentando CIMs de 0,125 

- 16,0 μg / mL contra C. albicans. A toxicidade das substâncias foi avaliada usando eritrócitos 

humanos e produziu LC50> 64 μg/mL. Quando avaliada a capacidade de inibir alguns fatores 

de virulência de C. albicans, a substância 1 foi capaz de inibir a filamentação em 

concentração igual ao CIM, as substâncias 1, 2, e 3 inibiram a adesão em concentração 

referente ao valor de CIM e as substâncias 1 e 2 desintegraram o biofilme de C. albicans. As 

substâncias foram avaliadas adicionalmente utilizando a larva Galleria mellonella como um 

modelo in vivo. A sobrevida das larvas foi aumentada quando testadas concentrações entre 5 e 

15 mg/kg, com desempenho comparável ao fluconazol. A substância 2 foi avaliada em 

modelo murino de candidíase oral e sistêmica. No modelo oral, a substância 2 reduziu a carga 

fúngica na língua do rato; e no modelo sistêmico reduziu a carga fúngica encontrada no rim 

quando testada a 10 mg/kg. Estes resultados mostram que os derivados hidrazino-tiazólicos 

apresentam potencial antifúngico contra C. albicans com eficácia in vivo.  

Palavras-chave: Candida spp.; Tiazóis;  in vivo, Toxicidade; Virulência; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Candidiasis is an opportunistic fungal infection, being Candida albicans the most frequently 

isolated specie. Treatment of this infection is challenging because of the development of 

resistance during therapy and the limited number of antifungal compounds available. The aim 

of this study was to evaluate the antifungal activity of four thiazolylhydrazone-derived 

substances (1, 2, 3 and 4) by in vitro and in vivo tests and to study the possible effects of these 

on the virulence factors of C. albicans. Thiazolylhydrazone 1, 2, 3 and 4 showed antifungal 

activity, presenting MICs of 0.125 - 16.0 μg / mL against C. albicans. Toxicity of the 

substances was assessed using human erythrocytes and produced LC50> 64 μg / mL. When 

the ability to inhibit some virulence factors of C. albicans was evaluated, substance 1 was 

able to inhibit filamentation in a concentration equal to MIC; substances 1, 2 and 3 inhibited 

adhesion at a concentration related to MIC value and substances 1 and 2 disintegrated C. 

albicans biofilm. Substances were further evaluated using Galleria mellonella larva as an in 

vivo model. The survival of the larvae was increased when tested concentrations between 5 

and 15 mg / kg, with as good as fluconazole performance. Substance 2 was evaluated in 

murine model of oral and systemic candidacy. In the oral model, substance 2 reduced the 

fungal load on rat tongue; and in the systemic model it reduced the fungal load found in the 

kidney when tested at 10 mg / kg. These results show that thiazolylhydrazones are an 

antifungal agent for C. albicans with in vivo efficacy. 

Key words: Candida spp .; Thiazois; in vivo, Toxicity; Virulence; 
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REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Leveduras do gênero Candida 

As leveduras do gênero Candida são classificadas no Reino Fungi, Filo Ascomycota, 

ordem Saccharomycetales, família Candidaceae (CALDERONE, 2002). Elas reproduzem por 

brotamento, na forma assexuada e possuem tanto a capacidade fermentativa quanto 

assimilativa, são capazes de crescer em um grande número de substratos orgânicos e meios de 

cultura, como o Ágar Sabouraud, Ágar fubá e Candida CHROMagar®. Esses microrganismos 

crescem preferencialmente entre temperaturas de 18° e 45°C, sendo classificados como 

mesófilos (KURTZMAN et al., 2010). 

Os organismos do gênero Candida são eucarióticos, com parede celular definida, 

composta por uma camada de polímero de manose, que junto a proteínas é chamada de 

manoproteína, uma camada denominada glucana, composta por polímeros de glucanas com β-

1,3-D-glucanas, β-1,6-D-glucanas, quitina (polímero de N-acetilglicosamina) e de uma 

pequena quantidade de proteínas e lipídios. A membrana plasmática é semelhante à dos 

mamíferos, com dupla camada fosfolipídica e vários tipos de esteróis, onde o principal é o 

ergosterol (AKPAN; MORGAN, 2002). 

Estes microrganismos são considerados ubíquos, fazendo parte da maioria dos 

ecossistemas naturais e podem ser recuperadas de fontes ambientais, humanas e de outros 

mamíferos. (DEAK, 2006; MCMANUS & COLEMAN, 2014). Em humanos, as infecções 

causadas por espécies de Candida são as principais causas de morbidade e mortalidade e estão 

associadas a uma ampla variedade de manifestações clínicas, desde infecções superficiais e da 

mucosa até infecções amplamente disseminadas e da corrente sanguínea (WÄCHTLER et al., 

2012; KULLBERG e ARENDRUP, 2015) 

Mais de 150 espécies de Candida já foram identificadas, de todas as espécies C. 

albicans é a que mais causa infecções e por isso a mais estudada. Contudo, nos últimos anos, 

tem-se observado a emergência de outras espécies, tais como C. glabrata, C. parapsilosis, C. 

tropicalis e C. krusei associadas à candidíases e consideradas importantes patógenos 

oportunistas (ARANCIA et al., 2009; LIM et al., 2012). 

1.1.2 C. albicans 

O nome Candida albicans vem do latim candidus, que significa 'branco reluzente' 

e albicans do latim albicare, que significa "embranquecer", sugestivo do exsudato branco nas 

superfícies mucosas infectadas (GOW e YADAV, 2017). A C. albicans faz parte da 

microbiota humana, e coloniza, assintomaticamente, muitos nichos como o trato 
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gastrointestinal, microbiota oral e vaginal, onde se comporta como um comensal. No entanto, 

a alteração dos mecanismos de defesa do hospedeiro pode levar a um comportamento 

patogênico do fungo. Sob certas circunstâncias, esse processo envolve a translocação do 

fungo para a corrente sanguínea, atingindo órgãos essenciais e causando doenças graves 

(KUMAMOTO, 2001; PRIETRO et al., 2014). 

Candida albicans é uma espécie que apresenta grande adaptação, podendo crescer em 

ambientes extremamente diferentes quanto à disponibilidade de nutrientes, variação de 

temperatura, pH, osmolaridade e quantidade de oxigênio disponível (PARAMYTHIOTOU et 

al., 2014 ). Candida albicans é a espécie de Candida mais comumente identificada em 

contextos clínicos, uma das principais causas de infecções hospitalares, e é considerado 

o patógeno fúngico mais prevalente em humanos (LOHSE et al., 2018). 

A capacidade da C. albicans de alternar entre diferentes morfologias (polimorfismo) é 

uma característica importante na patogenicidade do fungo, pois facilita a penetração no tecido 

e dificulta a fagocitose (JACOBSEN et al., 2012). Quando em forma de levedura, este 

microrganismo pode ser facilmente disseminado no organismo pelo corpo, enquanto que, na 

forma de hifa, pode invadir os tecidos e formar biofilmes. Outros fatores de virulência desta 

levedura são a capacidade de aderência a diferentes mucosas e epitélios, a termotolerância 

significativa, e a produção de enzimas como proteinases e fosfolipases (SILVA et al., 2002). 

1.2 Fatores de virulência  

O estabelecimento da candidíase é propiciado pela ruptura do equilíbrio entre as 

leveduras e o hospedeiro. A capacidade da levedura em aderir, infectar e causar doença, é 

definida como potencial de virulência ou patogenicidade. Os fatores de virulência são 

determinados geneticamente, mas somente serão expressos pelos microrganismos quando 

submetidos a condições favoráveis (TAMURA et al., 2007).  

Dentre alguns fatores de virulência podem ser citados: transição morfológica entre 

leveduras e hifas, expressão de adesinas sobre a superfície da pele, formação de biofilmes, 

tigmotropismo e secreção de enzimas hidrolíticas (MAYER et al., 2013). 

1.2.1 Transição morfológica 

A transição morfológica apresentada pelas leveduras permite maior interação do fungo 

com o hospedeiro. Esta transição entre leveduras e hifas é denominada dimorfismo e é um 

fator importante na patogenicidade (JACOBSEN et al., 2012). A forma de hifas tem 

demonstrado ser mais invasiva do que leveduras (BERMAN et al., 2002). Por outro lado, 

acredita-se que o formato menor da levedura representa a forma envolvida na disseminação 

(SAVILLE et al., 2003). 

https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/pathogenic-fungus
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Além disso, a formação de hifas promove a invasão da levedura para dentro da 

mucosa, e evita que as células sejam englobadas por macrófagos e neutrófilos, o que pode 

contribuir para o aumento da virulência do fungo (VAN BURIK; MAGEE, 2001; YANG et 

al., 2003). Alguns autores sugerem que as hifas são a forma patogênica enquanto as leveduras 

são a forma não patogênica. Certamente esta visão é simplificada. Em vez disso, sugere-se 

que ambas as formas morfológicas são de relevância durante a infecção: leveduras e hifas são 

encontradas em órgãos infectados e, dependendo do órgão, uma ou outra morfologia 

predomina (JACOBSEN et al., 2012).  

C. albicans é uma espécie dimórfica que pode crescer como levedura ou formas 

filamentosas, e é uma das duas únicas espécies de Candida capazes de formar hifas 

verdadeiras, sendo a outra espécie C. dubliniensis, a espécie mais parecida com C. 

albicans.  A comparação de ambas as espécies em ambos os modelos de infecção sistêmica e 

mucosa demonstrou que, apesar da capacidade de ambas as espécies produzirem hifas, a C. 

albicans é um patógeno significativamente mais bem sucedido (ASMUNDSDΌTTIR et al., 

2009, STOKONES et al., 2007).  

1.2.1 Aderência 

Os patógenos fúngicos são capazes de aderir a materiais não biológicos como cateteres 

vasculares, cateteres urinários e próteses e também aderir a diferentes tipos celulares e 

interagir com componentes da matriz extracelular do hospedeiro. Sendo que a aderência é o 

primeiro passo no estabelecimento da infecção e pode ser modulada por uma ampla variedade 

de adesinas que são expressas na superfície da parede celular fúngica (TRONCHIN et al., 

2008; NETT, 2018).  

As adesinas são glicoproteínas localizadas na superfície celular. Estas medeiam a 

interação com outras células, permitindo a adesão da parede celular do fungo a receptores 

extracelulares como fibrinogênio, fibronectina e laminina, presentes nos tecidos humanos. As 

adesinas também possuem um importante papel no ‘mating’, nas alterações morfológicas das 

colônias e na formação de biofilmes (TREAGAN, 2008; YANG, 2003).  

Essas adesinas incluem proteínas da família ALS, Hwp1p, Eap1p e outros receptores 

celulares menos conhecidos (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009).  Em C. albicans, as 

adesinas mais estudadas são as proteínas Agglutinin-Like Sequence (ALS) que formam uma 

família de genes composta por oito membros (ALS 1-7 e ALS9). Adesinas como ALS3 e 

Hwp1p são expressas na formação de hifas e criam morfologia particularmente aderente 

(ZORDAN; CORMACK, 2012; PLAN et al., 2007). 

https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/hypha
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1567134813004206?via%3Dihub#b0025
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1567134813004206?via%3Dihub#b0025
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As proteínas ALS não foram identificadas em todas as espécies de Candida e, 

provavelmente, nestas outras, polipeptídeos diferentes possam exercer a função de aderência 

(MENEZES et al., 2013), o que corrobora com estudos que mostram que a capacidade de 

aderência nas diversas espécies de leveduras é diferente (SILVA et al., 2010; SILVA et al., 

2011; TAMURA et al., 2007). Sendo também uma explicação para o fato de algumas espécies 

colonizarem mais frequentemente superfícies mucosas do que outras (SILVA et al., 2010). 

Além disso, a parede celular das espécies de Candida é composta por uma camada 

externa de manoproteínas que representam cerca de 30 a 50% do peso seco do 

microrganismo. As manoproteínas tem um papel importante na adesão, antigenicidade, 

modulação da resposta imune do hospedeiro e no reconhecimento da levedura por células do 

sistema imune inato (MORA-MONTES et al., 2007). 

A capacidade dos microrganismos em aderir às células, tecidos ou outros tipos de 

superfície exposta à circulação de fluidos, é um pré-requisito para a colonização de 

determinado habitat e subsequente infecção. Como tal, a adesão parece ter um papel 

fundamental no processo de infecção (HENRIQUES et al., 2002). 

1.2.3 Formação de biofilme 

O biofilme é uma forma comum de crescimento dos microrganismos na natureza e a 

causa mais comum de infecção em humanos (LA FLEUR et al., 2006). Os biofilmes são 

definidos como comunidades microbianas estruturadas e complexas, capazes de aderir a 

superfícies abióticas ou bióticas. A formação dos biofilmes inclui a adesão e proliferação das 

células do microrganismo no substrato, formação de hifas, acumulação de material de matriz 

extracelular e a dispersão de células de levedura a partir do complexo do biofilme (FINKEL et 

al., 2011). 

Os biofilmes são muito mais resistentes à terapia antifúngica e a fatores imunológicos 

do hospedeiro em comparação com as células leveduriformes planctônicas (FANNING, 

MITCHELL, 2012). A resistência aos medicamentos de uso clínico pode advir da 

incapacidade que alguns antimicrobianos têm de se difundirem através da camada 

polissacarídica que compõe a matriz extracelular do biofilme. Ou, ainda, devido à existência 

de subpopulações de microrganismos no interior dos biofilmes, denominadas células 

persistentes (Persister cells) que são fenotipicamente diferentes das demais e tem a habilidade 

de sobreviver em concentrações superiores à concentração inibitória mínima dos antifúngicos 

em geral (MATHÉ; VAN DIJCK, 2013; SOTO, 2013). 

Os biofilmes de C. albicans são altamente estruturados; eles contêm leveduras, 

pseudo-hifas e hifa envolvidas por uma matriz extracelular (FOX e NOBILE, 2012; 
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RAMAGE et al., 2009). Além de formar biofilmes em dispositivos médicos implantados (por 

exemplo, cateteres, marca-passos, válvulas cardíacas, próteses articulares e dentaduras), os 

biofilmes de C. albicans também se formam na superfície do hospedeiro, incluindo 

superfícies mucosas, revestimentos de células epiteliais e órgãos parenquimatosos (KOJIC & 

DAROUICHE, 2004; RAMAGE et al., 2006). Os antifúngicos existentes, em concentrações 

consideradas eficazes contra células planctônicas de C. albicans, são amplamente ineficazes 

contra os biofilmes desta levedura. Embora concentrações muito mais altas possam ser 

eficazes contra biofilmes, essas doses freqüentemente causam sérios efeitos colaterais ao 

hospedeiro (isto é, danos nos rins ou no fígado). A resistência a drogas antifúngicas 

associadas ao biofilme de C. albicans e a capacidade de colonizar dispositivos médicos 

implantados têm sido associadas ao aumento dos custos médicos e aos desfechos negativos 

dos pacientes (KOJIC & DAROUICHE, 2004; LEBEAUX, GHIGO & BELOIN, 2014). 

Um grande desafio na pesquisa do biofilme em leveduras é o desenvolvimento de 

modelos adequados que correspondam a fatores de diferentes sítios de infecção do hospedeiro 

e que permitam avaliar a eficácia de novas estratégias de tratamento antifúngico sob 

condições in vivo (NETT; ANDES, 2006). A elucidação dos mecanismos de resistência dos 

biofilmes é o primeiro passo para a otimização das terapias, seja pelo uso de terapias 

antifúngicas clássicas como o bloqueio do cateter com antimicrobianos/antissépticos e o uso 

de cateteres impregnados com antibióticos, ou pelo emprego de terapias com combinação de 

drogas (SARDI et al., 2013). 

Em estudo dos fatores de risco associados à formação de biofilmes realizado por 

TUMBARELLO et al. (2012), a sondagem vesical e diabetes mellitus foram identificados 

como fatores de risco especificamente relacionados à formação de biofilme. A hiperglicemia 

pode favorecer a adaptação e consequente formação de biofilme, uma vez que a glicose é a 

fonte de carbono utilizado para produção da matriz de polissacáride de comunidades 

organizadas. 

1.2.4 Produção de exoenzimas 

Dentre os atributos de virulência merece destaque a produção de enzimas 

extracelulares como as proteinases e fosfolipases (HUBE; NAGLIK, 2002; KADIR et al., 

2007). A atividade de proteinase de Candida spp. está associada com uma família de 

isoenzimas proteinase aspartil secretora (SAP), codificadas pelos genes Sap1-10, que 

aumentam a capacidade do microrganismo de colonizar e penetrar nos tecidos do hospedeiro e 

evadir a resposta imune (NAGLIK et al., 2003; NAGLIK et al., 2004). As proteinases estão 
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associadas à formação de pseudomicélio e a aderência em leveduras do gênero Candida 

(BEKTIC et al., 2001; NAGLIK et al., 2003). 

A regulação de genes SAP resulta de mudanças no ambiente de crescimento, na 

transição morfológica de levedura para hifa e na mudança de fenótipos alternativos. A 

expressão desses genes é um processo regulado e interligado a uma complexa co-regulação da 

transcrição com outros fatores de virulência de Candida e com múltiplas funções das 

proteinases in vivo (NAGLIK et al., 2004; SCHALLER et al., 2005). 

As fosfolipases são enzimas hidrolíticas que em geral, catalisam a hidrólise de 

fosfolípides, que são os maiores componentes da membrana celular do hospedeiro 

(VINITHA; MAMATHA, 2011). A secreção de fosfolipase extracelular por espécies de 

Candida é considerada um atributo de virulência, pois induz a lesão tecidual por danificar os 

constituintes lipídicos da membrana celular do hospedeiro auxiliando a invasão da mucosa 

epitelial (NIEWERTH; KORTING 2001; SAMARANAYAKE, 2006). Os isolados de 

Candida spp. podem apresentar diferentes níveis de atividade desta enzima, a produção de 

fosfolipases em grandes quantidades está relacionada ao aumento da patogenicidade, 

aderência às células do hospedeiro e elevado percentual de mortalidade em modelos animais 

(IVANOVSKA, 2003).  

Essas enzimas são classificadas por letras A, B, C e D para diferenciar uma da outra. 

As fosfolipases A e B são as de maior relevância e as mais estudadas. A fosfolipase A, devido 

à presença de lisolecitina (produto tóxico) tem o potencial de destruir as membranas dos 

eritrócitos (hemólise). O encontro desta enzima no sítio de formação do broto da levedura e 

na formação do tubo germinativo possibilita uma maior ação de hidrólise dos fosfolípides das 

membranas intracelulares. A fosfolipase B, também contribui para a patogenicidade das 

espécies de Candida por remover ácidos graxos e degradar o tecido do hospedeiro 

(NIEWERTH; KORTING, 2001).  

É importante salientar que o gênero Candida produz diversos fatores de virulência que 

contribuem para a invasão do hospedeiro, mas o desenvolvimento das infecções é favorecido 

por uma combinação de fatores e não por um fator de virulência isolado (SCHULZE; 

SONNENBORN, 2009). Assim, compreender os mecanismos de patogenicidade que Candida 

spp. usa durante a infecção é crucial para o desenvolvimento de novos diagnósticos e terapias 

antifúngicos.  

1.3 Candidíase 

A candidíase é uma infecção causada por espécies de leveduras do gênero Candida de 

caráter tipicamente oportunista (SANTOLAYA et al., 2013). A doença pode ocorrer como 
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consequência do rompimento do equilíbrio parasita-hospedeiro, desencadeado por alterações 

na barreira tecidual e na microbiota autóctone ou pelo comprometimento das defesas naturais 

(PLAYFORD et al., 2008). 

Estudos afirmam que cerca de 30% das pessoas saudáveis terão algum episódio de 

candidíase ao longo da vida, percentual esse ainda maior em pessoas imunodeprimidas 

(BROWN, 2011). De acordo com RODLOFF et al. (2011) a espécie C. albicans é responsável 

por 40 a 60% dos casos da doença, isso porque 30 a 50% da população apresenta esta espécie 

como componente da microbiota residente. No entanto, outras espécies também são 

causadoras de candidíases, como C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. 

rugosa, C. guilliermondii e outras Candida não-albicans (CHI et al., 2011). 

Uma das principias manifestações da doença se dá na cavidade oral, sendo causada na 

maioria das vezes pela espécie C. albicans. Os principais fatores de risco associados ao 

desenvolvimento de candidíase oral incluem infecção por vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), o uso de prótese oral e idade avançada (PAPPAS et al., 2009). Apesar da candidíase 

oral não ser uma enfermidade mortal, é a porta de entrada para complicações do tipo 

orofaríngea, esofágica, laríngea e mesmo sistêmica (BARBEDO e SGARBI, 2010). 

A candidíase superficial é a manifestação clínica mais comum dentre as candidíases, 

acometendo a pele e mucosas, é normalmente causada por C. albicans (SAMARANAYAKE, 

2006). Outra forma recorrente da doença que acomete milhares de mulheres no mundo é a 

candidíase vulvovaginal (CVV), uma infecção, causada por leveduras comensais que habitam 

a mucosa vaginal e que se tornam patogênicas quando o sítio de colonização do hospedeiro 

passa a ser favorável ao seu desenvolvimento (ÁLVARES et al., 2007; PIETRELLA et al., 

2011).  

A CVV é um dos diagnósticos mais frequentes nos ambulatórios de ginecologia, sendo 

que 75% das mulheres tem pelo menos um episódio de CVV durante a vida e 40% a 50% têm 

dois ou mais, enquanto que 5 a 8% delas sofrem de candidíase vulvovaginal recorrente 

(SOBEL, 2007). Quando a infecção atinge o sangue é denominada candidemia, que em 40% 

dos casos leva ao óbito. As espécies de Candida ocupam o quarto lugar de microrganismos 

isolados em culturas de sangue (MUÑOZ et al., 2010). O desenvolvimento de candidemia 

está associado ao uso prolongado de antibióticos de amplo espectro, presença de cateter 

venoso central, imunossupressão, nutrição parenteral, internação em unidade de terapia 

intensiva (UTI) e cirurgia (SANTOS et al., 2014). 

Na candidíase sistêmica ocorre disseminação do microrganismo através do sangue, e a 

infecção pode se instalar em órgãos vitais como cérebro, coração e rins estando relacionada 
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com altas taxas de mortalidade nestes indivíduos (JAYATILAKE; SAMARANAYAKE, 

2010). O desenvolvimento da doença é agravado quando há a formação de biofilmes, pois 

estes contribuem para a colonização dos tecidos, servem de nicho aos agentes patogênicos e 

estão associados a altos níveis de resistência a agentes antimicrobianos (KUHN et al., 2002).  

1.4 Epidemiologia 

As leveduras do gênero Candida são responsáveis por altas incidências de infecção e 

colonização em humanos, sendo, por isso, objeto de estudo, representando um grande desafio 

devido às dificuldades de diagnóstico e tratamento (BARBEDO; SGARBI, 2010). Candida 

spp. são responsáveis por 80% de todas as infecções fúngicas sistêmicas e são a quarta, sexta 

e sétima causas principais de infecções nosocomiais da corrente sanguínea nos EUA, Europa 

e Brasil, respectivamente (CAGGIANO et al., 2015; COSTA et al., 2014; ROSA et al., 2015; 

MARRA et al. 2011; CANELA et al., 2017). 

Em relação às infecções hospitalares causadas por Candida spp., um grande número 

de pacientes adquirem a candidíase durante a estadia no hospital e alguns destes desenvolvem 

infeções severas. Na maioria destas infecções, as candidíases invasivas ocorrem entre 1 a 8% 

dos pacientes admitidos e em cerca de 10% daqueles em unidades de cuidados intensivos, o 

que pode representar mais de 15% de todas as infeções nosocomiais existentes (EGGIMANN 

et al., 2003). Apesar dos avanços no apoio médico à pacientes graves, a candidíase leva a 

hospitalização prolongada e tem uma taxa de mortalidade em torno de 50% (DOI et al., 2016). 

A frequência e tipo de espécies envolvidas nas candidemias, assim como a incidência 

e a epidemiologia mudam de acordo com localização geográfica do paciente 

(BERGAMASCO et al., 2012). Em pesquisa realizada nos Estados Unidos e na Europa a 

epidemiologia das infecções da corrente sanguínea causadas por Candida spp. está 

vastamente documentada, sendo a terceira causa mais comum deste tipo de infecção em 

crianças (STEINBACH et al., 2012). 

Estas leveduras ocupam a quarta principal causa de infecção sistêmica adquirida em 

hospital nos Estados Unidos, com taxas de mortalidade de até 50% (VANDEPUTTE et al., 

2005; PFALLER et al., 2010). Na Espanha, C. albicans foi apontada como a espécie mais 

isolada, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei (PEMÁN; 

SALAVERT, 2012). Já em estudo multicêntrico realizado na Índia, a taxa de mortalidade por 

candidíase invasiva total e atribuível foi de 44,7 e 19,6%, respectivamente (CHAKRABARTI 

et al., 2015). 

Em estudo realizado em cinco regiões do Brasil no período de 2007 a 2010, DOI e 

colaboradores (2016), mostraram que Candida spp. foram o sétimo agente mais prevalente em 
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infecções da corrente sanguínea nosocomial. As espécies de Candida não-albicans 

representaram 65,7% de todos isolados, sendo que, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata 

foram as espécies mais prevalentes. Neste período, a taxa de mortalidade bruta de candidemia 

durante a internação hospitalar foi de 72,2%. 

A alta incidência de candidemia no Brasil também foi relatada em um estudo realizado 

em um hospital terciário em Ribeirão Preto. Durante o estudo, houve 79 episódios de 

candidemia, correspondendo a uma incidência de 1,52 episódios por 1000 internações e taxa 

bruta de mortalidade de 52%. C. albicans foi a causa predominante de candidemia seguida 

por C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. orthopsilosis (CANELA et al., 2017). 

Como se pode observar, a epidemiologia das infecções de C. albicans mudou no 

mundo e houve um aumento progressivo da proporção de candidemia causada por espécies de 

Candida não-albicans (AJENJO et al., 2011). Este problema é importante para a escolha da 

terapia antifúngica, uma vez que algumas espécies de Candida não albicans podem ter 

diminuído a susceptibilidade ou terem resistência intrínseca aos azóis (SNYDMAN, 2003; 

PAPPAS et al., 2009). Alguns desses casos já são relatados, como a baixa suscetibilidade de 

C. tropicalis ao fluconazol quando comparada a C. albicans, e a intrínseca resistência de C. 

glabrata e C. krusei a esse medicamento (CRUCIANI; SERPELLONI, 2008). 

1.5 Antifúngicos  

Polienos, fluoropirimidinas, equinocandinas e azóis são utilizados como agentes 

antifúngicos comerciais no tratamento da candidíase (SANTOS et al., 2018). 

1.5.1 Polienos 

Os polienos foram os primeiros antifúngicos para uso clínico. Eles são fungicidas e 

têm o espectro mais amplo de atividade em comparação com qualquer outra molécula 

antifúngica. Anfotericina B, nistatina e natamicina são os três polienos em uso clínico. São 

produtos naturais e foram isolados dos caldos de cultivo de Streptomyces nodosus, 

Streptomyces noursei e Streptomyces natalensis, respectivamente (CAMPOY e ADRIO, 

2017). 

A droga antifúngica anfotericina B (AMB) tem sido usada com sucesso no tratamento 

das doenças fúngicas invasivas mais comuns desde que foi licenciada pela primeira vez na 

década de 1950 (OURA, STERNBERG, WRIGHT, 1955). A AMB é uma droga antifúngica 

que se liga ao ergosterol e forma poros na membrana celular. Essa ligação resulta na formação 

de poros na membrana que alteram a permeabilidade, leva à perda de sódio, potássio e outros 

componentes citoplasmáticos, levando a morte do fungo (MESA-ARANGO, et al., 2014; 

COELHO; CASADEVALL, 2016;). 



13 

 

 

Além do mecanismo de ação clássico que envolve a ligação de AMB ao ergosterol da 

membrana, foi demonstrado que a AMB induz o acúmulo intracelular de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (BELENKY et al., 2013; GONZÁLEZ-PÁRRAGA et al., 2011; MESA-

ARANGO et al., 2014). A ativação de enzimas antioxidantes, como a catalase e superóxido 

dismutase, é um reflexo direto do estresse oxidativo interno causado por um oxidante externo 

em C. albicans e C. parapsilosis (GONZÁLEZ-PÁRRAGA et al., 2003, SÁNCHEZ- 

FRESNEDA et al., 2014). De fato, concentrações tóxicas de AMB promovem uma intensa 

resposta enzimática antioxidante (GONZÁLEZ-PÁRRAGA et al., 2011), e um aumento 

acentuado na atividade da catalase reduz o efeito fungicida do AMB contra C. albicans 

(SOKOL-ANDERSON et al., 1986).  

No entanto, o ergosterol das células fúngicas e o colesterol presente nas células dos 

mamíferos possuem estruturas moleculares semelhantes, o que resulta em uma precária 

capacidade da droga em diferenciá-los (HUANG et al., 2002; FILIPPIN; SOUZA, 2006). 

Assim, efeitos tóxicos atribuídos a AMB resultam da sua capacidade em ligar-se ao colesterol 

e outros componentes da membrana celular dos mamíferos (CHAPMAN; et al., 2008). 

Dentre os variados efeitos tóxicos que podem surgir, a nefrotoxicidade tem lugar de 

destaque, quer pela gravidade, quer pela frequência com que aparece (BROOKS et al., 2005; 

OSSWALD; GUIMARÃES, 2001). Apesar do amplo espectro de ação, caráter fungicida e 

limitada resistência intrínseca e adquirida, AMB possui uso restrito devido à alta toxicidade e 

da inexistência de uma formulação oral para a terapia sistêmica (ABADIO et al., 2011). As 

novas formulações desta droga, como as formulações lipossômicas e associadas a lipídeos, 

demonstram um direcionamento mais seletivo dos fungos e menor toxicidade do hospedeiro 

(DERAY, 2002). 

A nistatina e a natamicina são ativas contra Candida, Cryptococcus, Aspergillus e 

Fusarium. A nistatina é usada para o tratamento de candidíase cutânea, vaginal e esofágica, e 

a natamicina pode ser usada para o tratamento de queratose fúngica ou infecções da córnea 

(ZOTCHEV, 2003).  Nistatina e natamicina são usadas apenas como agentes tópicos devido à 

sua baixa absorção no intestino e sua alta toxicidade (ODDS e BROWN, 2003). 

1.5.2 Azóis 

Os compostos azólicos, constituem o maior grupo de agentes antifúngicos sintéticos e 

subdivide-se em compostos imidazólicos e triazólicos, de acordo com o número de átomos de 

nitrogênio existentes na sua estrutura (BROOKS et al., 2005). Possuem boas propriedades 

farmacocinéticas e vêm sendo utilizados extensivamente substituindo muitas vezes a AMB 

(FIGUEIREDO, 2006). Os azólicos são a classe de antifúngicos mais utilizados para tratar 
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infecções fúngicas por serem baratos e disponíveis para administração oral (WHALEY et al. 

2016). 

Os derivados azólicos são fungistáticos na maioria dos casos e atuam ligando-se e 

inibindo a enzima lanosterol 14-α-esterol-desmetilase (codificada por ERG11), que está 

envolvida na conversão do lanosterol em ergosterol (ALCAZAR-FUOLI e MELLADO, 

2012; KANAFANI e PERFECT, 2008). Como o ergosterol é um componente essencial da 

membrana celular fúngica, o rompimento de sua biossíntese inibe o crescimento fúngico 

(SANGLARD e COSTE, 2016). Outro mecanismo de ação que pode ser atribuído aos 

derivados azóis é a produção excessiva e acúmulo de peróxido de hidrogênio (H2O2) no 

citoplasma da célula, que leva a degeneração dos componentes estruturais das células fúngicas 

(MOREIRA, 2010). 

Os primeiros compostos azólicos utilizados no tratamento da candidíase foram os 

imidazólicos (cetoconazol, cloritronazol e mitoconazol), empregados no tratamento de 

micoses superficiais, em seguida os triazólicos de primeira geração, fluconazol e itraconazol, 

ativos no tratamento de micoses superficiais e invasivas e, mais recentemente, a segunda 

geração de triazólicos, o voriconazol e posaconazol que possuem espectros de ação mais 

alargados que os anteriores (MARIE; WHITE, 2009). 

O fluconazol (FLC) é atualmente o agente de primeira linha utilizado no tratamento de 

infecções por Candida spp. A eficácia deste fármaco, associada à disponibilidade da fórmula 

e a relativa baixa toxicidade fazem com que esse medicamento seja utilizado em muitas 

situações. Este derivado azólico pode ser administrado tanto por via oral como por via 

intravenosa uma vez que ambas possuem uma farmacocinética semelhante. Os níveis de FLC 

no sangue são equilibrados de forma rápida, sendo a droga bem distribuída pelos tecidos 

(BAGG et al., 2005).  

É um antifúngico recomendado na terapêutica de candidíase orofaríngea, esofágica, 

vaginal e invasiva e também como profilaxia em doentes neutropénicos. Porém, algumas 

limitações relevantes do fluconazol incluem a inatividade contra fungos filamentosos, a 

resistência intrínseca de C. krusei, a resistência adquirida em certas espécies de Candida, 

nomeadamente de C. glabrata, a hepatotoxicidade, a necessidade de ajustes de doses em 

doentes com deficiência renal e as interferências com outros medicamentos (BAGG et al., 

2005; GOMES, 2012). 

O itraconazol é um agente antifúngico utilizado no tratamento de candidíase                            

sistêmicas por Candida spp. candidemia, candidíase disseminada, pneumonia, ou meningite 
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causada por Cryptococcos spp. e ainda na profilaxia antifúngica de pacientes submetidos ao 

transplante de medula óssea (UPTODATE, 2012). 

1.5.3 Equinocandinas 

As equinocandinas consistem de um grupo de fármacos antifúngicos semissintéticos, 

foram descobertas na década de 1970 como metabólito da fermentação da Aspergillus 

nidulans, tendo como alvo a parede celular (TÓTH et al., 2012). Três derivados das 

equinocandinas semissintéticos foram desenvolvidos: caspofungina, micafungina e 

anidalfungina (UPTODATE, 2012). Estes compostos inibem a síntese da 1,3-β-D-glucana, 

um componente essencial da parede da célula fúngica (CHEN; SLAVIN; SORRELL, 2011).  

Esta inibição leva ao rompimento da parede celular, seguido por estresse osmótico, lise e 

morte do fungo (ANTACHOPOULOS; WALSH, 2005). 

As equinocandinas são a mais nova adição da última década ao arsenal antifúngico, 

que, devido ao seu mecanismo de ação único, visam seletivamente as células fúngicas sem 

afetar as células dos mamíferos. Desde o momento de sua introdução, elas passaram a ocupar 

um importante nicho na farmacoterapia antifúngica, devido à sua eficácia, segurança, 

tolerabilidade e perfis farmacocinéticos favoráveis (PATIL, MAJUMDAR, 2017).  Todas as 

equinocandinas exercem efeito fungicida contra as espécies de C. albicans, C. tropicalis e C. 

glabrata, tanto in vitro quanto in vivo (SILVA et al., 2011). Já em C. parapsilosis as 

equinocandinas são menos ativas (REBOLI et al., 2007). 

      1.6 Mecanismos de resistência de antifúngicos 

A resistência a drogas antifúngicas pode ser caracterizada como microbiológica ou 

clínica. A resistência microbiológica é definida como a não susceptibilidade de um patógeno 

fúngico a um agente antifúngico, conforme determinado pelo teste de suscetibilidade in vitro 

e comparado com outros isolados da mesma espécie (KANAFASI e PERFECT, 2008).  Em 

contraste, a resistência clínica refere-se à persistência de uma infecção fúngica, apesar do 

tratamento com terapia adequada. Embora a resistência microbiológica possa contribuir para o 

desenvolvimento de resistência clínica, outros fatores podem estar envolvidos, como 

comprometimento da função imunológica, doença subjacente, redução da biodisponibilidade 

de drogas e aumento do metabolismo de drogas (REX et al., 1997). 

Um mecanismo comum de resistência aos azólicos é em grande parte causada pela 

superexpressão de genes que codificam bombas de efluxo e diminuem a concentração do 

fármaco dentro da célula fúngica. Bombas de efluxo em espécies de Candida são codificadas 

pelos genes CDR da superfamília de cassetes de ligação de ATP e pelos genes MDR da 

grande família de facilitadores (CHEN et al., 2010; COWEN et al., 2015).  CDR1 e CDR2 
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são os principais transportadores envolvidos na resistência a azóis em C. albicans (MISHRA 

et al., 2007). 

Outro mecanismo comum de resistência aos azóis envolve a alteração ou a regulação 

da enzima alvo lanosterol 14-α-esterol desmetilase, que é codificada 

pelo gene ERG11. As mutações no ERG11 impedem a ligação dos azóis ao sítio enzimático, 

reduzindo a eficácia do fármaco. Outras alterações genéticas, como duplicação cromossômica, 

conversão genética e recombinação mitótica, também foram associadas à resistência a azóis 

em Candida (CUENCA-ESTRELLA, 2014).  

A suscetibilidade ou resistência reduzida às equinocandinas tem sido associada a 

mutações pontuais e mutações intrínsecas em regiões específicas de genes que codificam as 

subunidades FKS da β (1,3) D-glucana sintase (PERLIN et al., 2007). As espécies de Candida 

tornam-se resistentes à equinocandina por aquisição genética de mutações nos genes FKS, que 

codificam as substituições de aminoácidos em duas regiões estreitas de FKS1 para todas as 

espécies de Candida e FKS2 para C. glabrata (ARENDRUP e PERLIN, 2014).  

Outro fator importante que promove à tolerância as equinocandinas é o aumento 

compensatório na síntese de quitina para fortalecer a parede celular (FIRON, BESSAGE e 

BUSSEY, 2004). A parede celular fúngica é dinâmica e é capaz de aumentar a produção de 

um ou mais componentes quando outro é inibido. Estudos in vitro mostraram que um 

aumento na síntese de quitina ocorre em espécies de Candida em resposta à inibição da 

síntese de β (1,3) D-glucana pelas equinocandinas, sendo este aumento mediado pela proteína 

quinase C (WALKER et al., 2008).  

             O principal mecanismo de resistência aos polienos envolve uma redução no ergosterol 

da membrana celular. Essa redução do ergosterol pode ser causada pelo tratamento prévio 

com triazólicos, o que diminui concentrações de esterol da membrana, ou mutações que 

afetam a biossíntese do esterol, tais como defeitos em ERG1, ERG2, ERG3, ERG4, ERG6 e 

ERG11. Além disso, os polienos induzem estresse oxidativo nas células fúngicas, e os 

isolados resistentes podem ter níveis mais altos de enzimas antioxidantes e/ou alterações na 

produção de radicais livres (HULL, PARKER e BADER, 2012). 

1.7 Novos compostos com atividade antifúngica 

Visto os problemas de segurança e toxidade dos fármacos antifúngicos 

(principalmente da anfotericina B) e o surgimento de resistência microbiológica 

(especialmente fluconazol), torna-se imprescindível o desenvolvimento de agentes 

antifúngicos que proporcionem vantagens em relação aos existentes. A descoberta de 
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moléculas de antifúngicos exige compreensão dos potenciais alvos de ação para minimizar 

efeitos adversos e de resistência (CARRILLO-MUÑOZ et al., 2001). 

O processo para o desenvolvimento de novos compostos antifúngicos é baseado em 

duas abordagens básicas: (1) síntese de análogos, modificações ou derivados de compostos 

existentes para encurtar e melhorar o tratamento de infecções fúngicas (IF), e (2) busca de 

novas estruturas para o tratamento da IF (RAO; SRINIVAS, 2011). O desenvolvimento de 

fármacos sintéticos e semissintéticos, a realização de modificações estruturais produzidas pela 

introdução ou a substituição de grupamentos químicos podem alterar as propriedades físico-

químicas das moléculas, tais como a hidrofobicidade e a densidade eletrônica, levando ao 

desenvolvimento de análogos mais ativos, seletivos e menos tóxicos (MUSIOL et al., 2010). 

O voriconazol (VRZ), fármaco relativamente novo no mercado tem sido utilizado em 

pacientes transplantados que apresentam febre e neutropenia (WALSH et al. 2002), apresenta 

atividade fungicida de largo espectro contra as espécies de Candida, incluindo os isolados 

resistentes ao fluconazol. Possui a mesma atividade, ou até superior, que a anfotericina B, 

com a vantagem de não ser tão hepatotóxico e nefrotóxico e de poder ser administrado por via 

oral ou parenteral (BAGG et al., 2005; LINARES et al., 2005; GOMES, 2012). O VRZ não 

possui atividade contra zigomicetos e tem sua ação limitada contra isolados de C. glabrata e 

C. albicans resistentes a FLC (HICHERI; COOK; CORDONNIER, 2012). Entretanto, 

estudos demonstraram variações significativas na biodisponibilidade e farmacocinética em 

pacientes administrados com VRZ e posoconazol, o que pode limitar eficácia clínica 

(THOMPSON, WIEDERHOLD, 2010). 

O isavuconazol é um novo antifúngico triazólico disponível nas formas de 

administração oral e intravenosa. É administrado como isavuconazonium (BAL8857), um 

pró-fármaco formulado para aumentar a sua solubilidade em água e capacidade de ser 

administrado por via intravenosa. O produto isavuconazol é estruturalmente semelhante ao 

voriconazol, no entanto, possui uma cadeia lateral de tiazolil-benzonitrila e não possui a 

fração 5-fluoropirimidina (RYBAK et al. 2015). Tal como os outros triazois, ele inibe a 

síntese do ergosterol através da inibição da 14-α-desmetilase, que é um componente chave da 

via biossintética do ergosterol (WIEDERHOLD, 2009).  

A potente atividade antifúngica do isavuconazol é relatada com amplo espectro de 

ação contra fungos patogênicos, incluindo Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium 

spp., Candida spp., Zygomycetos e Cryptococcus spp. (THOMPSON, WIEDERHOLD, 

2010). Em março de 2015, o isavuconazol foi aprovado pela Food and Drug Administration 

dos Estados Unidos e pela Agência Europeia de Medicamentos para o tratamento de 
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aspergilose e mucormicose invasivas. Atualmente, é o único antifúngico oficialmente 

indicado para a mucormicose invasiva (NATESAN et al. 2016).   

A biafungina (CD101) é uma nova equinocandina que apresenta atividade semelhante 

à caspofungina e à anidulafungina contra espécies de Aspergillus e Candida, sendo que sua 

vantagem está em sua farmacocinética. Sua meia vida é cerca de 4 vezes maior (81 h) do que 

o intervalo da anidulafungina (24 h), a equinocandina de ação mais longa até o momento 

(CAMPOY E ADRIO, 2017).  A biafungina está atualmente em fase III de estudos clínicos. 

Os testes de sensibilidade in vitro mostraram que a biafungina tem atividade contra cepas de 

Candida resistentes a caspofungina contendo mutações FKS (PFALLER et al., 2016). 

O SCY-078 é um novo inibidor da β-1,3-glucana sintase estruturalmente diferente das 

equinocandinas atuais. É um derivado da enfumafungina, um glicosídeo triterpênico 

produzido pela fermentação do fungo Hormonema sp. O SCY-078 demonstrou atividade in 

vitro e in vivo contra todos os isolados testados Candida spp., incluindo Candida auris, bem 

como outras espécies resistentes aos triazóis e as equinocandinas (MCCARTHY et al., 2016). 

Este fármaco recebeu a designação Produto de Doenças Infecciosas Qualificadas (QIDP) e 

sua formulação oral está atualmente em desenvolvimento clínicos para o tratamento de 

candidíase invasiva, enquanto sua formulação IV (intravenosa) está na fase 1 (APGAR et al., 

2015; SCORNEAUX et al., 2017). 

VT-129 e VT1161 pertence a uma nova classe de triazóis que inibem a enzima 

responsável pela etapa final da biossíntese do ergosterol: a esterase fúngica 14α-desmetilase 

(CYP51). Estes compostos foram identificados como parte de um esforço para encontrar 

moléculas com baixa afinidade para as enzimas CYP humanas, incluindo o CYP51 humano 

(WARRILOW et al., 2014). O VT1161 é muito eficaz contra os isolados 

de Candida resistentes ao fluconazol e encontra- se em ensaios de fase clínica 2b para o 

tratamento de onicomicose e candidíase vulvovaginal recorrente (GARVEY et al., 2015; 

CAMPOY e ADRIO, 2017). VT-1129 é eficaz contra isolados de Cryptococcus e recebeu a 

designação de QIDP e está atualmente em fase 1 de ensaios clínicos para o tratamento da 

meningite criptocócica (PIANALTO e ALSPAUGH, 2016). 

A Nikomicina Z é uma droga antiga que ressurgiu recentemente devido a um aumento 

do interesse em drogas antifúngicas que ajam na parede celular fúngica.  A nikomicina Z é um 

inibidor competitivo da quitina sintase, atuando para diminuir a estabilidade da parede 

celular.  O medicamento está sendo testado em ensaios clínicos de fase 1 para o tratamento da 

coccidioidomicose (CAMPOY e ADRIO, 2017; PIANALTO e ALSPAUGH, 2016). 
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Outros agentes antifúngicos em desenvolvimento incluem F901318 (inibidor da 

diidroorotato desidrogenase), VT-1598 (inibidores da metaloenzima do CYP51) e ASP2397 

(agente do tipo sideróforos do hidroxamato) (MCCARTHY et al., 2017). 

1.7.1 Tiazoles e seus derivados 

Dentre as diversas moléculas em estudo para o desenvolvimento de novos compostos 

com atividade antifúngica estão os tiazóis. Tiazol ou 1,3 tiazol é um composto orgânico 

heterocíclico que possui um anel de cinco membros contendo três átomos de carbono, um de 

enxofre e um de nitrogênio (Figura 1). Esse anel pode ser substituído nas diversas posições, 

sendo a 2 e 4 as mais comuns. Os tiazoles são membros dos heterociclos azólicos que incluem 

imidazoles e oxazoles, possuem uma cor amarelo claro e seu ponto de ebulição é de 116-

118ºC. Esses compostos ocorrem amplamente na natureza na forma de alcalóides, vitaminas, 

pigmentos e como constituintes de células vegetais e animais (KASHYAP et al. 2012)  

 

 

Figura 1. Núcleo tiazolínico das substâncias da classe dos heterocíclicos tiazólicos.  

Fonte: Própria do autor 

 

Os tiazoles são encontrados em muitos compostos biologicamente ativos potentes, 

como sulfatiazol (antimicrobiano), ritonavir (antirretroviral), abafungina (antifúngico), 

bleomicina e tiazofurina (antineoplásico) (KASHYAP et al. 2012). A química dos compostos 

contendo tiazol é particularmente interessante devido à sua capacidade de fornecer 

quimioterápicos valiosos, tais como agentes antibacteriano, antifúngico, anti-inflamatório e 

analgésico, anti-hipertensivo, anti-HIV, antitumoral, anticonvulsivante, herbicida, inseticida, 

esquistossomicida e anti-helmíntico (LESYK et al., 2006; HOLA et al., 2003; METZGER, 

1984;  KU¨C¸U¨KGU¨ ZEL et al., 2006; CARRADORI et al., 2013).  

Por outro lado, as hidrazonas, pertencentes à classe de compostos orgânicos com 

estrutura C=NNH, possuem diversas propriedades biológicas e farmacológicas, dentre elas 

atua como antimicrobiano, antiinflamatório, analgésico, antifúngico, antituberculose, 

antiviral, anticâncer e anticonvulsivante (VERMA et al., 2014). A combinação de hidrazonas 

com outro grupo funcional leva a formação de compostos com características físicas e 

químicas únicas (XAVIER, THAKUR e MARIE, 2012). Devido às suas propriedades 
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biológicas e farmacológicas, elas são consideradas importantes para a síntese de compostos 

heterocíclicos (BANERJEE et al., 2009). 

Hidrazonas heterocíclicas, derivadas dos tiazóis, constituem uma classe importante de 

moléculas de fármacos biologicamente ativos que atraíram a atenção de químicos medicinais 

devido à sua gama de propriedades farmacológicas (OZDEMIR et al. 2008). Aliado a isso, 

estudos mostram que derivados de 2-tiazolil-hidrazona apresentam atividade antifúngica 

contra isolados de Candida spp. (CHIMENT, et al. 2007), C. albicans, Cryptococcus 

neoformans, Aspergillus flavus (BHARTI et al. 2010) e C. tropicalis (CUKUROVALI et al. 

2006). 

A atividade antifúngica dessas moléculas foi relatada contra C. albicans, C. krusei, C. 

parapsilosis, C. glabrata, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (CHIMENT et al., 

2007; BHARTI et al., 2010; SÁ et al., 2015; LINO et al., 2018, CRUZ et al. 2018). Além da 

atraente atividade antifúngica, esses derivados exibiram baixa toxicidade para as células 

VERO, embrionárias humanas e hepáticas (SÁ et al., 2017; LINO et al., 2018; CRUZ et al. 

2018). 

1.8 Modelos invertebrados 

A pesquisa em modelos animais é necessária tanto para uma melhor compreensão da 

natureza da patogênese fúngica e das interações com o hospedeiro, quanto para o 

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento da candidíase (ARVANITIS et al., 2013). 

Nas últimas décadas, um grande número de modelos de invertebrados foi desenvolvido e 

estão sendo usados para estudar patogenicidade experimental. Estes modelos podem imitar a 

patogênese da infecção em seres humanos, incluindo a colonização, invasão e interação com o 

sistema imunológico do hospedeiro (DE REPENTIGNY, 2004). 

Apesar dos vários hospedeiros invertebrados usados para modelar infecções, desde 

protozoários de células individuais até insetos, nenhum modelo de hospedeiro único pode 

responder a todas as questões científicas. A seleção do hospedeiro apropriado deve basear-se 

no traço de virulência ou na resposta do hospedeiro em estudo e no comprometimento 

financeiro, espacial e temporal requerido. Dentre várias pesquisas, o uso de modelos 

hospedeiros pode ser usado para facilitar o estudo de substâncias novas ou já existentes 

(DESALERMOS, FUCHS, MYLONAKIS, 2012).  

Os modelos invertebrados Caenorhabditis elegans e os insetos Drosophila 

melanogaster e Galleria mellonella têm sido os mais usados  no campo da descoberta de 

drogas e também tem para estudar a patogênese da candidíase de C. albicans 

(DESALERMOS, FUCHS, MYLONAKIS, 2012; ORTEGA-RIVEROS et al., 2017). 
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Análises genéticas mostraram que a coordenação das respostas de defesa do nematóide 

envolve vários elementos altamente conservados que possuem ortólogos de mamíferos 

(PUKKILA-WORLEY e MYLONAKIS, 2010). Já os insetos e humanos possuem 

componentes da resposta imune inata conservados, assim, a análise das respostas dos insetos a 

patógenos fúngicos pode fornecer informações gerais sobre o processo de defesa do 

hospedeiro contra fungos (COHN et al, 2001; BRENNAN et al, 2002).  

1.8.1 Caenorhabditis elegans 

O nematóide Caenorhabditis elegans foi usado pela primeira vez em neurobiologia e 

genética na década de 1960 pelo pesquisador S. Brenner e a partir de então ganhou 

popularidade como modelo in vivo para o estudo de uma variedade de doenças infecciosas e 

imunológicas. Algumas propriedades que o tornam um modelo favorável são seu rápido ciclo 

de vida, a sua simplicidade fisiológica, a produção de progênie geneticamente idêntica 

(hermafrodita autofertilizante), a transparência de sua cutícula que permite a observação 

direta de processos que acontecem dentro do nematóide, e sua fácil obtenção (ARVANITIS et 

al., 2013). 

C. elegans provou ser um modelo essencial para o estudo da virulência de fungos 

(MYLONAKIS, CASADEVALL, AUSUBEL, 2007; PUKKILA-WORLEY et al., 2009). 

Além disso, o modelo C. elegans é uma poderosa plataforma in vivo para identificação de 

novos compostos antifúngicos, bem como para a elucidação dos mecanismos de ação para 

drogas eficazes contra infecções causadas por patógenos bacterianos e fúngicos 

(COLEMAN et al., 2011; BREGER et al., 2007).  

1.8.2 Galleria mellonella 

As larvas da traça de cera, G. mellonella foram usadas pela primeira vez para estudar 

fungos entomopatogênicos (GOTTZ et al., 1997).  Segundo ARVANITIS et al. (2013) o 

modelo de G. mellonella tornou-se mais popular para o estudo de patogênese fúngica a partir 

do momento em que  COTTER e colaboradores (2000) mostraram que as larvas desse 

invertebrado podiam ser mortas por C. albicans, mas não por Saccharomyces cerevisiae. 

Alguns anos depois, em 2002, BRENNAN e colaboradores encontraram que a resposta à 

infecção das larvas de G. mellonela a uma série de mutantes de C. albicans era semelhante 

aos observados em ratos, comprovando que o uso das larvas poderia ser usado como 

mecanismo primário de triagem para reduzir o uso de mamíferos em teste de virulência.  

Dentre as principais vantagens deste modelo, está a fácil obtenção das larvas, não 

necessita de equipamentos especiais de laboratório para manuseio e, o mais importante é que 

as larvas de G. mellonella larvas podem crescer a 37°C, tornando-os ideais para o estudo de 

https://www.tandfonline.com/author/Pukkila-Worley%2C+Read
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interações e fatores que podem estar presentes somente a esta temperatura. Além disso, a 

incubação das larvas a esta temperatura aumenta sua resposta imune a agentes patogênicos 

(DUNPHY et al, 2003; ARVANITIS et al, 2013). 

Por outro lado, as limitações do modelo comparadas com as hospedeiros modelo são 

que G. mellonella não tem um genoma totalmente sequenciado e não há método estabelecido 

para criar cepas mutantes (ARVANITIS et al, 2013) . 
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1. JUSTIFICATIVA 

 

A candidíase é uma infecção fúngica de caráter oportunista que afeta principalmente 

pacientes imunocomprometidos e indivíduos hospitalizados que são submetidos a diferentes 

tipos de tratamento, sendo causa de altas taxas de mortalidade dentre estes pacientes. O 

aumento da frequência de infecções fúngicas oportunistas com alta mortalidade e a resistência 

de algumas espécies de Candida spp. aos fármacos já existentes tem acelerado os esforços 

para o desenvolvimento de novas drogas com amplo espectro e baixa toxicidade que sejam 

seguros e efetivos para o tratamento da candidíase.  

O estudo e desenvolvimento de substâncias sintéticas com atividade biológica e 

manipulação química podem levar ao desenvolvimento de novas moléculas com melhor 

atividade antifúngica, com menor toxicidade e redução do tempo de tratamento. Nesse 

contexto, o estudo de novas substâncias com potencial antifúngico contra Candida spp. a 

partir da avaliação da atividade in vitro e em modelo experimental pode direcionar o 

desenvolvimento de novos medicamentos, ampliando o arsenal de drogas eficientes para o 

tratamento da candidíase. 
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3 OBJETIVOS 

Avaliar in vitro e in vivo a atividade antifúngica de substâncias de derivados 

hidrazona-tiazólicos contra Candida albicans e estudar os possíveis efeitos destas substâncias 

nos fatores de virulência e nos genes desta levedura. 

3.1 Objetivos específicos 

- Verificar a concentração inibitória mínima, fungicida mínima e concentração 

inibitória fracional das substâncias em estudo contra isolados de C. albicans e C. neoformans; 

- Verificar a toxicidade das substâncias selecionadas utilizando células de rim de 

macaco (VERO), eritrócitos humanos e células de fígado derivadas de carcinoma (HepG2); 

- Verificar a atividade das substâncias sobre a adesão, filamentação, e biofilme de C. 

albicans. 

- Analisar a expressão dos genes ALS1, ALS3, HWP1, BCR1, CPH1 e EFG1 de C. 

albicans, quando tratada com as substâncias. 

-Analisar a toxicidade das substâncias selecionadas com melhor atividade antifúngica 

em modelos de invertebrados; 

-Analisar a sobrevida do nematoide C. elegans e de larvas de G. mellonella infectadas 

com C. albicans e tratadas com as substâncias selecionadas; 

- Avaliar eficácia do tratamento utilizando as substâncias em candidíase oral e 

sistêmica em modelo murino; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

             4.1. Substâncias experimentais  

As substâncias alvo do presente estudo são derivados hidrazino-tiazólicos que 

demonstraram atividade contra Candida spp. em estudos preliminares e serão denominadas, 

neste trabalho, por substâncias: 1, 2, 3 e 4 (Figura 2). Estas substâncias foram gentilmente 

cedidas pela professora Renata Barbosa de Oliveira do Departamento de Produtos 

Farmacêuticos da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

 

 

 

Figura 2 – Estruturas químicas dos derivados hidrazino-tiazólicos 1- 4. 2 - [(2- (hexan-3-

ilideno) hidrazino] -4- (4-clorofenil) - tiazole (1), 2 - [(2- (hexan-3-ilideno) hidrazino] -4- (4- 

metoxifenil) -tiazol (2), 2 - [(2- ciclohexilideno) hidrazino] -4- (4-metoxifenil) -tiazol (3) e 2 - 

[(2- ciclopentilideno) hidrazino] -4- (4-metoxifenilo ) -tiazol (4) foram sintetizados de acordo 

com metodologia previamente descrita por LINO et al. (2018).  

Fonte: Renata Barbosa de Oliveira do Departamento de Produtos Farmacêuticos da 

Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

4.2 Determinação da atividade antifúngica 

            4.2.1 Microrganismos e preparo do inóculo 

  

Neste estudo foram utilizados isolados referência de C. albicans (CAN14), C. albicans 

(DAY185), C. dubliniensis (ATCC MYA-646), C. krusei (Pichia kudriavzevii) (ATCC 6258), 

C. glabrata (ATCC 90030), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. tropicalis (ATCC 13803), 

Cryptococcus neoformans (H99) e isolados clínicos de C. albicans, C. glabrata e C. 

neoformans coletados no Massachusetts General Hospital, MA, EUA (FUCHS et al., 2016) e 

isolados clínicos de C. parapsilosis coletados no Brasil (SOUSA et al., 2015). Todas as 

estirpes foram armazenadas como reservas congeladas a -80 ° C e sub-cultivadas em placas 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA) a 30 °C, conforme necessário. 

Os inóculos foram preparados a partir de colônias jovens, com crescimento em ágar 

Sabouraud Dextrose (ASD), durante 48-72 horas, a 35°C e então, ressuspendidas em tubos 



26 

 

 

contendo solução salina (0,9%) estéril. A transmitância dos inóculos foi então ajudada para 

75-77% sob o comprimento de onda de 530 nm. Logo, este inóculo inicial foi diluído em 

RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) acrescido de MOPS 0,165 mol/L, numa proporção 

de 1:50 e, em seguida, novamente diluído, numa proporção de 1:20, de maneira a atingir uma 

suspensão com 1 a 5 x 105 células/ml, de acordo com o protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008). 

            4.2.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)  

A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada pelo método de 

microdiluição em caldo de acordo com os padrões propostos no CLSI M27-A3 (2008). 

Substâncias sintéticas e anfotericina B foram diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) enquanto 

o fluconazol foi dissolvido em água destilada estéril. Prepararam-se diluições seriadas em 

meio RPMI 1640 suplementado com L-glutamina, a pH 7,0 com 0,165 M de ácido 

propanossulfónico de morfolina (MOPS). Em seguida, 50 µL de cada diluição foram 

distribuídos em microplacas de 96 poços (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA). A faixa de 

concentração testada foi de 0,125 a 64,0 µg / mL para as substâncias sintéticas e fluconazol 

(FLC) e 0,0125 a 16,0 µg / mL para a anfotericina B (AMB). Controles negativos contendo 

meio RPMI e RPMI com o solvente foram incluídos. O controle positivo do crescimento foi 

composto por inóculo fúngico e RPMI-1640. As placas foram incubadas a 35 ° C durante 48 

horas e a leitura foi realizada visualmente. O valor da CIM foi determinado pela inibição do 

crescimento total em comparação com o controle do crescimento. Três experimentos 

independentes foram realizados em duplicata. 

4.3 Ensaio da concentração fungicida mínima 

O ensaio de concentração fungicida mínima (CFM) foi realizado de acordo com 

REGASSINI et al. (2009). A CFM in vitro de cada substância foi determinada por meio do 

estriamento de 20µL de cada poço que apresentou 100% de inibição do crescimento fúngico 

no teste da CIM, em placas de Petri contendo o ágar Sabouraud dextrose (ASD). Essas placas 

foram incubadas a 35°C por 48 horas para o isolado SC5314 de C. albicans e por 72 horas 

para o isolado H99 de C. neoformans. A menor concentração em que não houve crescimento 

de colônias foi considerada a CFM. Esse experimento foi realizado três vezes e em duplicata. 

4.4 Avaliação da concentração inibitória fracional (CIF) 

 

As substâncias experimentais 1, 2, 3 e 4 foram diluídas oito vezes, as concentrações 

utilizadas foram escolhidas de acordo com os resultados encontrados no ensaio da CIM. 

Também foram preparadas diluições do fluconazol e da anfotericina B (Sigma, USA). 

Posteriormente, 50 μL de cada diluição da substância a ser testada foi adicionada nas placas 
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de 96 poços em orientação vertical e 50 μL das diluições do fluconazol foram adicionadas em 

posição horizontal. Dessa forma, cada placa apresentou várias combinações de concentrações 

da substância a ser testada com o fluconazol. O mesmo procedimento foi realizado em 

combinação com a anfotericina B. O inóculo foi preparado de acordo com o item 4.2.1 e as 

placas foram incubadas a 35°C por um período de 48 horas para C. albicans e por 72 horas 

para C. neoformans H99. A concentração inibitória fracional (CIF) foi calculada pela 

combinação da CIM da substância com anfotericina B (ou fluconazol) dividida pela CIM da 

substância sozinha e da CIM da anfotericina B (ou fluconazol) sozinha. O índice de CIF 

(ICIF) foi calculado pela soma das CIFs da anfotericina B e da substância experimental. O 

efeito de sinergismo foi considerado quando o valor de CIFI foi ≤0,5, e a ausência de 

interação quando o índice foi de >0,5 até 4,0 e o antagonismo quando o índice foi >4,0 

(CUENCA-ESTRELLA, 2004). Esse experimento foi realizado duas vezes em duplicata, com 

o isolado SC5314 de C. albicans e H99 de C. neoformans. 

          4.5 Ensaios de citotoxidade in vitro  

4.5.1 Avaliação dos efeitos citotóxicos em células VERO  

A linhagem VERO (células de rim de macaco africano) foi utilizada como modelo de 

células normais e foi gentilmente cedida pela Dr. Erna Kroon (UFMG). Esta linhagem foi 

mantida em fase de crescimento logarítmica em D-MEM suplementado com 100 UI/mL de 

penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina enriquecida com 5% de soro bovino fetal. As 

células VERO foram mantidas a 37°C em um incubadora humidificada com 5% de CO2 e 

95% de ar. O meio foi mudado duas vezes por semana, e as células foram regularmente 

examinadas e utilizadas até 20 passagens. Células VERO a uma concentração de 1x104 

células por poço foram pré-incubadas em placas de 96 poços durante 24h a 37°C para permitir 

que as células se adaptassem antes da adição das substâncias teste. A concentração inibidora 

semi-máxima (IC50) foi determinada em uma gama de concentrações (oito diluições não 

seriadas: de 100 a 0,0128 μM). As células VERO foram incubadas com as substâncias 1 e 2 

em uma atmosfera a 5% de CO2/95% de humidade a 37ºC por 48 h. A viabilidade celular foi 

estimada pela mensuração da taxa de redução mitocondrial do corante tetrazólio, 3-(4,5- 

brometo de dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT) (Amresco, Solon, EUA). Os 

controles incluíam o meio completo contendo a substância (fundo) e o meio completo sem as 

substâncias. O meio completo isento das substâncias foi usado como controle (em branco). Os 

resultados foram expressos como uma porcentagem da inibição da viabilidade celular em 

comparação com o DMSO a 0,5% controle. Interações entre as substâncias e a mídia foram 

estimados com base em variações entre o meio contendo as substâncias e meios livres das 
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substâncias para evitar falsos positivos ou falsos negativos (MONKS et al., 1991). Todas as 

amostras foram testadas em triplicata em dois experimentos independentes. 

4.5.1.1 Índice de seletividade (IS) 

Dados do IC50 em células VERO e de concentração inibitória mínima (CIM) foram 

utilizados para calcular o índice de seletividade (IS) das substâncias 1 e 2. O IS foi 

determinado pela razão do valor do IC50 em células VERO dividido pelo valor do CIM. 

Calculou-se IS=IC50/CIM. Esse cálculo matemático foi realizado com os valores de IC50 em 

células VERO e o valor de CIM do isolado de C. albicans SC5314. Valores maiores que 10 

foram considerados indicativos de ausência de toxicidade, enquanto substâncias com valores 

abaixo de 10 foram consideradas tóxicas (PROTOPOPOVA et al, 2005). 

4.5.2 Ensaio de atividade hemolítica das substâncias em eritrócitos humanos  

 

O ensaio de hemólise em eritrócitos humanos, assim como o teste de toxicidade em 

células do fígado e os ensaios com C. elegans e Galleria mellonella foram executados em 

parceria com a pesquisadora Beth Burgwyn Fuchs e o professor Eleftherios Mylonakis da 

Brown University – EUA.  

A habilidade das substâncias em causar hemólise foi determinada de acordo com o 

protocolo descrito por ROSCH et al. (2010), com modificações. Em uma placa de 96 pocos, 

50 μL de 2% eritrócitos humanos suspendidos em PBS foram adicionados a 50 μL das 

substâncias 1, 2, 3 e 4 serialmente diluídos (0,125 a 64,0 μg/mL) em PBS e incubados a 37°C 

por 1 hora. Como controle positivo foi utilizado o Triton-X em concentrações que variaram de 

0,001 a 1%. A placa foi em seguida centrifugada a 500 g por 5 minutos e 50 μL do 

sobrenadante de cada poço da placa foi transferido para uma nova placa de 96 poços. A 

hemólise foi confirmada por observação visual e lida em um leitor de placa Vmax 

(MolecularDevice, Sunnyvale, CA, USA) medindo a absorbância em 540nm. O tratamento foi 

conduzido em triplicata. 

4.5.3 Teste de citotoxidade em células do fígado  

 

Para mensurar a citotoxicidade das substâncias em células do fígado foi utilizado o 

protocolo de KWON et al (2014) onde células de HepG2 (ATCC HB 8065; Manassas, VA, 

USA) foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino, 25mM de D-glicose, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sódio e 1% 

penicilina/estreptomicina e mantidas a 37°C em 5% CO2 até atingir 70-80% de confluência. 

Em seguida, foi realizada a ressuspensão das células em DMEM e foram adicionados 100 μL 

de células em placas de 96 poços a uma concentração de 5×104 células/poço. As substâncias 
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1, 2, 3 e 4 foram diluídas em série (0,25 a 64,0 μg/mL) em DMEM sérico e isento de 

antibióticos, adicionado à monocamada de células e em seguida as placas foram incubadas a 

37°C em 5% de CO2 por 24 h. Às 4 horas antes do final do período de incubação, 10μL de 2- 

(4-iodofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2, 4-disulfofenil) -2H-tetrazólio (WST-1) (Roche, 

Mannheim, Alemanha) foi adicionado a cada poço. A redução de WST-1 foi monitorada a 

450 nm usando um leitor de microplacas Vmax (MolecularDevice, Sunnyvale, CA, USA). Os 

ensaios foram realizados em triplicata e a porcentagem de sobrevida foi calculada pelos 

controles do veículo tratados com DMSO. 

4.6 Ensaios de inibição dos fatores de virulência 

4.6.1. Teste de Inibição da Filamentação in vitro 

Para o teste de inibição da filamentação in vitro o isolado de C. albicans SC5314 foi 

tratado com a substância 2 como descrito no ensaio de concentração inibitória mínima, porém 

utilizando o meio de Lee (LEE et al., 1975) com modificações (LU et al., 2011). O fluconazol 

foi empregado como controle. Após 24 horas de incubação a 35°C, a CIM foi determinada e 

as morfologias celulares foram observadas em microscópio óptico (AXIOPLAN, Carl Zeiss, 

Thornwood, NY, EUA). 

4.6.2 Avaliação da inibição da atividade de proteinase e fosfolipase  

Os valores de CIM para as substâncias alvo obtidos para cada isolado foram utilizados 

para verificar a inibição da atividade de proteinase e fosfolipase de C. albicans SC5314. Uma 

suspensão de levedura foi preparada em SDB 75% de transmitância a 530 nm, 1 mL desta 

suspensão foi adicionada a 4 ml de SDB com as substâncias alvo 1, 2, e 3 e o fluconazol. Um 

controle que consiste SDB sem qualquer droga foi utilizado. Os tubos foram incubados a 37ºC 

durante 60 minutos. Depois desta breve exposição, as substâncias foram removidas por dois 

ciclos de centrifugação com PBS por 10 minutos a 3000 x g. Ao precipitado foi adicionado 3 

mL de caldo SDB. Antes dos ensaios, as contagens de células viáveis do controle e das 

amostras de teste foram realizadas após a lavagem das subatâncias através da inoculação de 

uma alíquota das suspensões em SDB. 

Para determinação da inibição da produção de proteinase pelas leveduras foi feito um 

meio sólido contendo 11,7g de Yeast Carbon Base (YCB), 1,0g de extrato de levedura, e 2,0g 

de albumina de soro bovino (ASB) em 100ml de água, a solução foi ajustada para pH 5,0, 

esterilizada por filtração e adicionada a uma solução de ágar esterilizada em autoclave (18g de 

ágar em 900mL de água destilada). O inóculo composto por 10L de uma suspensão de 106 

células/mL foi colocado na placa com o meio contendo ASB. As placas foram incubadas por 

sete dias a 28 C e a proteólise da ASB foi visualizada como um halo transparente após a 
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coloração com negro de amido (negro de amido, 1g, ácido acético glacial, 199mL, água 

destilada, 100mL). A atividade da proteinase foi observada com uma clarificação visível 

presente ao redor da colônia. Cada uma das amostras foi testada em triplicata. 

Para verificação da inibição da fosfolipase, um meio base contendo 20g de glicose, 

10g de peptona, 5g de extrato de levedura, 58,5 g de cloreto de sódio, 0,55g de cloreto de 

cálcio e 20g de ágar em 840mL de água destilada foi preparado. O meio foi autoclavado e, 

após o resfriamento, foram adicionados 160 ml de uma emulsão de gema de ovo (50% gema 

de ovo, 50% solução salina). O inóculo de 10L de uma suspensão de 106 células/mL foi 

depositado sobre este meio. As placas foram incubadas a 37C por quatro dias.  A atividade 

da fosfolipase foi avaliada da mesma forma como para proteinase descrita no item anterior. 

4.6.3 Inibição da adesão de C. albicans em Células Epiteliais Bucais Humanas 

(CEBH) 

Para realizar o teste de adesão foi utilizado o método descrito por KIMURA e 

PEARSALL (1978) com adaptações. Primeiramente, uma suspensão de 1 mL de 106 células / 

substâncias 1, 2, e 3 ou fluconazol em concentrações iguais ao CIM, e foi preparado um 

controle positivo contendo meio sem presença de agente antifúngico. As amostras foram 

incubadas a 37ºC por 1 hora com agitação a 120 × g. Após o período de tratamento, as células 

foram lavadas duas vezes com PBS antes da suspensão em 3 mL de PBS. 

CEBH de voluntários adultos saudáveis foram recolhidos de manhã. A suspensão de 

CEBH foi lavada quatro vezes em PBS e centrifugada a 3000 x g durante 10 minutos e 

ressuspensa em PBS, a uma concentração final de 105 células / mL. Em seguida, 0,5 mL de 

suspensão de CEBH e 0,5 mL de suspensão de levedura foram misturados suavemente e 

incubados em um agitador rotativo a 37ºC por 1 hora. No final deste período, as células foram 

filtradas em filtro de policarbonato com tamanho de poro 12 μm e lavadas com 100 mL de 

PBS para remover leveduras não aderidas. Em seguida, o filtro foi removido e colocado em 

uma lâmina de vidro. As lâminas foram secas ao ar, fixadas com calor e coradas com violeta 

de cristal. As leveduras aderentes às células bucais foram contadas sob um microscópio de luz 

(40x). Em cada lâmina, foram examinadas cinquenta CEBH e contados o número de células 

fúngicas associadas às CEBH. 

4.6.4 Susceptibilidade de biofilmes maduros às substâncias 1, 2 e 3 

4.6.4.1 Preparo das Suspensões de C. albicans 

Suspensões padronizadas foram preparadas a partir de culturas da cepa de referência 

de Candida albicans SC5314, crescidas em 5 mL de caldo base de azoto de levedura (YNB) 

(Difco Laboratories Inc., Detroit, MI, EUA) a 37°C durante 18 h. Em seguida, as células 



31 

 

 

foram centrifugadas a 2.000 × g por 10 min, o sobrenadante descartado e o sedimento 

ressuspenso em salina estéril (NaCl 0,9%). A suspensão foi homogeneizada por 30 s no 

vórtex. Esse processo foi repetido por duas vezes. As densidades celulares foram ajustadas a 1 

x 107 células viáveis/mL por meio de um hemocitômetro. 

4.6.4.2 Formação do Biofilme 

A formação do biofilme foi realizada de acordo com os procedimentos descritos por 

SENEVIRATNE et al. (2009) e COSTA et al. (2013) com algumas modificações. 

Inicialmente, 100 µL da suspensão padronizada de C. albicans contendo 107 células/mL com 

RPMI foi adicionada em cada poço das placas de microtitulação de 96 poços e incubada a 37 

°C por 90 minutos sob agitação a 75 rpm (Quimis, Diadema, São Paulo). Após o período de 

adesão inicial, o sobrenadante foi aspirado e cada poço lavado com 200 µl de solução de 

salina estéril. Esse procedimento foi repetido por 2 vezes. Em seguida, 200 µl de RPMI foram 

adicionados e as placas incubadas a 37 °C por 48 h sob agitação. O caldo RPMI foi trocado a 

cada 24 horas 

Transcorrido o tempo de 48 h, os biofilmes formados foram tratados com diferentes 

concentrações dos compostos 1, 2 e 3. Os compostos foram diluídos em RPMI em 

concentrações referentes a 1X MIC, 2X MIC e 4X MIC e as placas incubadas a 37 °C por 24 

h sob agitação. 

4.6.4.2 Quantificação de biofilme 

A quantificação dos biofilmes tratados com os compostos 1, 2 e 3 foi realizada através 

da contagem de células viáveis (UFC/mL). O caldo do biofilme foi aspirado e lavado com 

solução salina. Essa etapa foi realizada por 2 vezes. Posteriormente, 200 μL de solução salina 

foi adicionada em cada poço e os biofilmes rompidos por homogeneização dos poços por 30 s 

em homogeneizador com amplificação de 25%. Diluições seriadas foram realizadas e 

alíquotas de 0,1 mL de foram semeadas em placas de Petri contendo ágar Sabouraud- 

Dextrose e incubadas a 37ºC por 48h. Após esse período, a UFC/mL foi calculada.  

4.7 Análise do efeito das substâncias 1, 2 e 3 sobre a expressão dos genes ALS1, 

ALS3, HWP1, BCR1, CPH1 e EFG1 de C. albicans 

Os genes alvos investigados ALS1, ALS3, HWP1 (envolvidos na aderência), BCR1, 

CPH1 e EFG1 (formação de biofilme e filamentação) foram normalizados pelo gene de 

referência. Para a escolha do gene de referência, os genes PMA (gene ATPase da membrana 

plasmática) e ACT1 (Actina 1) foram analisados no software RefFinder 

(http://www.leonxie.com/referencegene.phpe). A amostra calibradora do ensaio foi o grupo 

formado por C. albicans (biofilme de 48h tratado com solução salina). Todos os iniciadores 
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(primers) utilizados foram específicos para C. albicans e não houve amplificação em nenhum 

outro tipo de microrganismo. 

Para a análise da expressão gênica, os biofilmes foram previamente formados em 

fundo de placas de 24 poços da mesma maneira descrita anteriormente (item “Formação de 

biofilme”). 

Após a formação do biofilme maduro, foi realizada a extração de RNA total 

utilizando-se o Kit Trizol (Ambion, Inc, AM1926), conforme protocolo recomendado pelo 

fabricante. O RNA extraído foi quantificado usando micro-espectrofotômetro Nanodrop 

2000c UV- Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA) de acordo com o protocolo do fabricante, e os tubos armazenados no freezer a -80°C. 

Para cada reação de síntese da primeira fita de cDNA, foi utilizado 700 ng de RNA, 

previamente tratado com DNAse I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), utilizando o Kit 

SuperScript™ IV First-Strand Synthesis Super Mix for qRTPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) de acordo com as especificações do fabricante. A cada reação foi adicionado: 8μL do 

RNA tratado; 10μL de mix RT (2X); 2 μL de Enzima mix para um volume final de 20 μL de 

reação. As reações foram incubadas em termociclador (Mastercycler-Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha) por 20 min a 25ºC, seguidos por 30 min a 50ºC min e 5 min a 85ºC. Transcorrido 

esse ciclo, os tubos foram colocados no gelo e adicionado 1 μL de RNAse H. A seguir, os 

tubos foram incubados por mais 30 min a 37ºC e o cDNA armazenado a -20°C. 

Para as reações de RT-qPCR foi utilizado o kit SYBR® Green (Kit Platinum® 

SYBR® Green qPCR Super Mix-UDG - Invitrogen), conforme as recomendações do 

fabricante. As reações foram realizadas, em triplicata, no termociclador Step One Plus Real-

Time PCR System (AppliedBiosystems, Foster, CA, USA), constituindo-se de 12,5 μL de 

Supermix Platinum SYBR Green, 1 μL de ROX (corante de referência), 10 μM de primer 

foward, 10 μM de primer reverse, cDNA alvo, sendo completado com água livre de RNAse 

para um volume final de 25 μL. Os parâmetros de ciclagem para as reações de amplificação 

foram 50°C por 2 min; 95°C por 2 min; seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 30 

s, sendo os dados coletados na última etapa. O nível de expressão gênica foi calculado 

aplicando-se o método 2-ΔΔCT (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). 

            4.8 Ensaio de sobrevida em modelos de animais invertebrados e em modelo murino  

4.8.1Curva de sobrevida de C. elegans 

Preparo das placas com o inóculo 

Para este experimento, as metodologias descritas por BREGER et al. (2007) e foram 

usados com algumas modificações. O isolado de C. albicans (SC5314) foram crescidas em 
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meio YPD a 30°C por 48 hrs. Após esse período de crescimento, 200µL deste inóculo foi 

adicionado em placas contendo meio sólido de BHI adicionado de canamicina (45 µg / mL), 

ampicilina (100 µg / mL) e estreptomicina (100 µg / mL).  

Ensaio de sobrevivência 

Primeiramente, C. elegans foram cultivados em placas de NGM, com uma cultura 

prévia de 12 horas de E. coli OP50, por 60 horas a 25°C para atingir o estágio de 

desenvolvimento denominado “Young adults”, ideal para trabalhar com C. albicans nesse 

modelo invertebrado. Decorrido esse tempo, os nemátodos foram lavados 2 vezes com 

tampão M9, através de centrifugação (1100 rpm durante 30 segundos). Os vermes 

sincronizados foram adicionados ao centro das placas de BHI contendo uma camada de C. 

albicans SC5314 e incubadas por 4 horas a 25 ºC. Após o período de incubação os vermes 

foram lavados da placa usando meio M9, e foram posteriormente lavados por mais quatro 

vezes com M9 e coletados por centrifugação suave. Os vermes infectados com a levedura e 

devidamente lavados foram então transferidos para uma placa de seis poços contendo 2 mL de 

meio de cultura líquido composto por 80% de tampão M9, 20% de BHI, 10 mg/mL de 

colesterol em etanol e 45 mg/mL de canamicina. Aos poços foram adicionadas concentrações 

de 1, 2, 4 e 8 µg/mL das substâncias 1, 2, 3, e 4. Os controles com poços contendo apenas o 

meio e poços com fluconazol (4 µg/mL) foram adicionados.  As placas foram incubadas a 25° 

C e foram então examinados em intervalos de 24 horas para sobrevivência. Neste ensaio, 

foram utilizados 45 vermes por grupo experimental e os vermes foram considerados mortos 

quando não responderam ao toque por uma palheta de platina; vermes mortos foram 

removidos. A curva de morte e estimativa das diferenças na sobrevivência foi determinada 

pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox). 

4.8.1 Ensaio de toxicidade das substâncias em Galleria mellonella  

 

Para realizar o ensaio de toxicidade das substâncias em G. mellonella, as larvas 

compradas em Vanderhorst Wholesale em St. Mary’s, Ohio foram tratadas com as substâncias 

na concentração de 10 mg/kg, sendo que as substâncias foram injetadas na última pata direita 

da larva. A toxicidade foi avaliada por um período de 7 dias. Em seguida foi realizado o 

ensaio de sobrevida para as substâncias que não apresentaram toxicidade. 

4.8.1.2 Ensaio de sobrevida em G. mellonella  

O ensaio de G. mellonella infectada com C. albicans foi realizado como descrito por 

FUCHS et al. (2010). Para realização do ensaio, o isolado de C. albicans (SC5314) foram 

crescidas em meio YPD. Após o crescimento, as células foram lavadas por três vezes para 
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retirada do meio de cultura, ressuspendidas em PBS, contadas em câmera de Neubauer e, em 

seguida, o número de células foi ajustado para uma densidade de 1,0 x105 células/larva. 

Posteriormente, foram selecionadas larvas de cor clara e com peso de 250±25 mg para realizar 

a infecção. Foram utilizadas 16 larvas para cada grupo testado. Uma seringa Hamilton de 10 

μl foi utilizada para injetar 10 μL do inóculo dentro da hemocele de cada larva por meio da 

última pata esquerda de cada larva. Antes de cada injeção a área foi limpa com swab 

embebido em álcool para evitar possíveis contaminações. Após a infecção, os compostos 

tiazólicos (5, 10, 15 mg / Kg), assim como o fluconazol (16mg / Kg) foram administrados na 

última pata do lado direito utilizando a mesma técnica descrita acima. Foram adicionados três 

grupos controle: um sem nenhuma inoculação para testar a viabilidade das larvas, outro 

apenas com o inóculo e sem tratamento e por último, um grupo apenas com PBS para 

monitorar a morte de larvas devido a lesão física ou infecção por contaminantes patogênicos. 

Após as injeções de infecção e tratamento as larvas de todos os grupos foram transferidas para 

placas de Petri, armazenadas no escuro à 37°C e monitoradas diariamente.  

4.8.3 Ensaio em modelo murino 

4.8.3.1 Animais 

Camundongos C57BL/6 foram adquiridos pelo Centro Biológico da Universidade 

Federal de Minas Gerais (Cebio, UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Para o 

modelo de candidíase oral foram utilizados camundongos C57BL/6 fêmeas com 10 a 12 

semanas de idade, enquanto que para o modelo de candidíase sistêmica foram utilizados 

camundongos de 6 a 8 semanas. Os testes nos modelos animais foram de acordo com o 

Comitê de Ética no Uso de Aimais (CEUA / UFMG), protocolo nº 207/2017 (ANEXO 1). 

4.8.3.2 Modelo Murino de Candidíase Oral 

O modelo murino de candidíase oral foi estabelecido de acordo com o protocolo 

descrito anteriormente por WONG et al. (2014) com modificações. O antibiótico cloridrato de 

tetraciclina (0,83 mg/mL) foi administrado na água potável dois dias antes da infecção, e um 

dia antes da infecção os animais foram imunossuprimidos com injeção subcutânea de 

prednisolona (100 mg/kg de peso corporal, amphora, Belo Horizonte, MG, Brasil), e a 

imunossupressão foi reforçada em dias alternados até o final dos testes. Para a infecção, os 

camundongos foram anestesiados com cloridrato de xilazina (10 mg/kg, Syntec, Hortolândia, 

São Paulo, Brasil) e cloridrato de cetamina (80 mg/kg, Syntec, Hortolândia, São Paulo, Brasil) 

via injeção intraperitoneal. Anestesiados, as cavidades orais foram esfregadas com swabs 

estéreis previamente imersos no inóculo de C. albicans SC5314 a uma concentração de 108 

leveduras/mL. Uma segunda infecção foi realizada após 48 horas passadas da primeira 



35 

 

 

infecção. No dia seguinte o tratamento foi iniciado, sendo administrado a cada 12 horas 

durante 4 dias até os animais serem sacrificados. Foram administrados 200 μL da substância 2 

(100 mg/kg; n = 3), 20 μL de nistatina (600 UI; n = 3, Neoquímica, Anápolis, Goiás, Brasil) 

ou 100 μL de veículos (como controle; n = 3) administrada aos camundongos pipetando em 

suas bocas. A substância 2 foi diluída em polietilenoglicol 400 (700 µL, 20%, Synth, 

Diadema, São Paulo, Brasil), Tween 80 (5 µL, 0,05%, Synth, Diadema, São Paulo, Brasil), 

DMSO (100 µL) e PBS (1.200 µL). Os camundongos foram sacrificados, através do 

deslocamento cervical, 72 horas após a segunda infecção e foram imediatamente observados 

macroscopicamente por lesões e as línguas foram esfregadas com swabs estéreis, que foram 

então submersos em 1000 µL de PBS estéril. Da suspensão resultante 100 µL foram 

plaqueados em CHROMagar Candida (Difco, Sparks, MD, EUA), e o número de UFCs foi 

contado após incubação a 37°C por 48 horas.  

4.8.3.3 Modelo Murino de Candidíase Sistêmica 

O modelo murino de candidíase sistêmica foi estabelecido de acordo com o protocolo 

descrito anteriormente por WONG et al. (2014), com modificações. Os camundongos foram 

infectados através da veia lateral da cauda com 30 µL de suspensão celular de C. albicans 

SC5314, resultando em 105 leveduras por animal 3 horas antes do início do tratamento 

antifúngico. Os tratamentos aos camundongos, realizado por injeção intrapenitoneal, foram 

iniciados 3 horas após a infecção e persistiu de 12 em 12 horas por 5 dias. Para o tratamento 

foi utilizado o fluconazol (10 mg/kg) ou a substância 2 (10 mg/kg) (n = 6 animais/grupo). 

Todos os camundongos foram sacrificados, através de deslocamento cervical, após 5 dias e os 

rins foram removidos, observados macroscopicamente para lesões e colônias, pesados, 

masserados e homogeneizados em PBS. Os homogeneizados foram diluídos em série e 

plaqueados em placas com meio Sabouraud. As placas foram incubadas a 37ºC por 48 horas e 

a carga fúngica foi expressa como a razão de UFC/g de rim. 

4.8.3.4 Análise Estatística 

As curvas de sobrevida de C.elegans e G. mellonella foram plotadas e a análise 

estatística foi realizada pelo teste de Kaplan-Meier usando o software estatístico GraphPad 

Prism (GraphPad Software, Inc., Califórnia, CA, EUA). Um valor de p ≤ 0,05 foi considerado 

significativo. Para a análise estatística dos resultados dos testes murinos utilizou Newman-

Keuls Multiple e o teste t de Student utilizando GraphPad Prism e o valor de p ≤ 0,05 foi 

considerado significativo e os resultados expressos como média ± erro padrão da variável. 
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5 RESULTADOS  

5.1 Teste de suscetibilidade antifúngica 

Os derivados hidrazino-tiazólicos incluídos no presente estudo foram previamente 

descritos (CHIMENTI et al., 2007; BHARTI et al., 2010; LINO et al., 2018). As CIMs foram 

determinadas para quatro derivados hidrazino-tiazólico contra isolados de referência de várias 

leveduras de interesse clínico, a fim de avaliar o espectro de ação dessas substâncias (Tabela 

1). Em geral, as 4 substâncias de derivados hidrazino-tiazólicos testadas apresentaram maior 

eficácia contra C. neoformans, C. albicans e C. krusei do que C. glabrata. A substância 1 

apresentou os menores valores de CIM entre os isolados de referência (0,5 - 32,0 μg/mL), 

com CIMs de 2 μg/mL ou inferiores em 7 das 8 cepas, seguido pela substância 2, sendo que 6 

de 8 cepas foram suscetíveis com CIMs <2 μg / mL. 

Tabela 1 - Concentração inibitória mínima* de derivados hidrazino-tiazólicos contra Candida 

spp. e Cryptococcus neoformans. 

  Hidrazino-tiazólicos Fluconazol Anfotericina 

Bb BBB B Isolados Referência 1 2 3 4  

 

B 

 C. albicans SC5314 

SC5314 

0,5 0,5 4,0 8,0 0,5 1,0 
C. albicans CAN14 1,0 0,5 4,0 4,0 0,125 1,0 

C. krusei ATCC6258 1,0 2,0 2,0 4,0 64,0 8,0 

C. glabrata ATCC90030 32 16,0 32,0 32,0 4,0 2,0 

C. parapsilosis ATCC22019 0,5 2,0 2,0 16,0 8,0 2,0 

C. tropicalis ATCC13803 2,0 8,0 8,0 32,0 >64,0 4,0 

C. dublinensis MYA-646 1,0 2,0 2,0 8,0 1,0 1,0 

C. neoformans H99 0,5 0,5 0,25 2,0 2,0 4,0 
*Concentração em (µg/mL) 

Uma vez que as substâncias exibiram atividade contra os isolados de referência, foi 

examinado se estas substâncias poderiam inibir isolados clínicos de C. albicans, espécies não-

albicans e C. neoformans. A Tabela 2 resume as CIMs das quatro substâncias testadas para 

nove isolados clínicos de C. albicans, para as quais as cepas de referência foram mais 

suscetíveis às substâncias 1 e 2. Todas as substâncias apresentaram atividade antifúngica 

contra os isolados clínicos de C. albicans testados. As substâncias 1, 2 e 3 apresentaram os 

menores valores de CIM (0,125 - 2,0 μg/mL); em contraste, a substância 4 apresentou os 

maiores valores de CIM (8,0 a 16,0 μg/mL). Assim, dentro do grupo de isolados clínicos, a 

substância 3 apresentou, ligeiramente, mais inibição, com  valores de CIMs menores do que 

foi observado contra as estirpes de referência de C. albicans. Fluconazol e anfotericina B 

apresentaram CIM 90 de 2,0 e 0,25 μg/mL, respectivamente. 
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A CIM das substâncias para os isolados clínicos de C. parapsilosis variou de 1,0 a 4,0 

μg/mL e a substância 1 exibiu a atividade mais efetiva, com um CIM 90 de 2,0 μg/mL 

(Tabela 3). Os valores de CIM 90 para estes isolados foram de 16 μg/mL para o fluconazol e 

0,5 μg/mL para a anfotericina B. De acordo com os pontos de corte do CLSI M27-S4 (2010), 

os valores de CIM iguais a 4,0 e ≥ 8,0 μg/mL para os isolados de C. parapsilosis são 

considerados dose-dependentes e resistentes ao fluconazol, respectivamente. Portanto, no 

presente estudo os isolados 7449 e 8662 de C. parapsilosis mostraram resistência ao 

fluconazol e, curiosamente, os isolados clínicos resistentes ao fluconazol apresentam 

suscetibilidade às substâncias hidrazino tiazólicos. Assim, o mecanismo de resistência dos 

isolados 7449 e 8662 de C. parapsilosis pode não conferir resistência às hidrazino tiazólico 

em investigação. 

Tabela 2 – Concentração inibitória mínima* de derivados hidrazino-tiazólicos contra isolados 

clínicos de Candida albicans  

Isolados Hidrazino-tiazólicos Fluconazol Anfotericina B 

 
1 2 3 4   

02A 1,0 1,0 0,25 8,0 4,0 0,25 

02B 0,5 1,0 0,25 8,0 2,0 0,25 

7 2,0 2,0 2,0 16,0 1,0 0,125 

6 1,0 1,0 0,25 16,0 1,0 0,5 

13 0,5 1,0 0,5 8,0 1,0 0,125 

1 1,0 1,0 0,5 8,0 1,0 0,25 

11 1,0 1,0 0,5 16,0 1,0 0,125 

9 1,0 2,0 0,5 16,0 0,5 0,25 

10 0,5 1,0 0,5 16,0 0,5 0,25 

CIM 50 1,0 1,0 0,5 16,0 1,0 0,25 

CIM 90 2,0 2,0 2,0 16,0 2,0 0,25 
*
Concentrações em µg/mL 

 

Tabela 3.  Concentração inibitória mínima* de derivados hidrazino-tiazólicos contra isolados 

clínicos de Candida parapsilosis.  

 Hidrazino-tiazólicos Fluconazol Anfotericina B 

Isolados 1 2 3 4 
  

7970A 2,0 4,0 4,0 2,0 1,0 0,25 

7652 2,0 2,0 2,0 4,0 4,0 0,25 

7449 2,0 4,0 4,0 4,0 16,0 0,5 

8662 2,0 4,0 4,0 4,0 16,0 0,25 

6901 1,0 4,0 2,0 4,0 0,25 0,5 

6917 2,0 4,0 4,0 4,0 0,25 0,25 

7839 2,0 4,0 4,0 4,0 0,5 0,5 

6933 1,0 4,0 2,0 2,0 0,25 0,5 

7585 1,0 4,0 4,0 4,0 0,25 0,25 

8044 1,0 2,0 2,0 2,0 0,25 0,5 



39 

 

 

Embora o isolado de referência de C. glabrata não tenha sido inibido em altas 

concentrações pelas substâncias hidrazino-tiazólico testadas, alguns isolados clínicos exibiram 

maior suscetibilidade. Entre os isolados clínicos de C. glabrata, observamos que os valores de 

CIM variaram de 2,0 - 8,0 μg/mL para a substância 1 e de 2,0 - 16,0 μg/mL para as 

substâncias 2 e 3. Para a maioria dos isolados de C. glabrata a substância 4 apresentou CIM 

variando de 2,0 - 16 μg/mL, somente para um dos isolados, o 6943 não foi possível encontrar 

valor de CIM, já que este cresceu em todas as concentrações testadas (Tabela 4). FLC e AMB 

apresentaram valores de CIM inferiores aos encontrados para as substâncias em teste e de 

acordo com o CLSI M27-S4 (2010), todos os isolados foram sensíveis a estes fármacos. 

A atividade antifúngica das substâncias foi também testada contra isolados clínicos de 

C. neoformans (Tabela 5). Os valores de CIM variaram de 0,25 a 2,0 μg/mL para as 

substâncias 1, 2 e 3. A substância 4 (0,5 - 32,0 μg/mL) exibiu valores mais elevados de CIM 

para alguns isolados de C. neoformans (CIM 90 = 16 μg/mL). No geral, os isolados de C. 

neoformans apresentaram altos valores de CIM para o fluconazol com CIM90 de 16 μg/mL. 

Como é possível observar na tabela 5, alguns isolados como o BF113, BF114, 41295, 41296 e 

90896 que mostraram resistência ao fluconazol foram susceptíveis às substâncias 1, 2 e 3 em 

baixas concentrações de CIM. A maioria dos isolados apresentaram baixos valores de CIM 

Tabela 3.  Concentração inibitória mínima* de derivados hidrazino-tiazólicos contra isolados 

clínicos de Candida parapsilosis. 

CIM 50 2,0 4,0 4,0 4,0 0,25 0,25 

CIM 90 2,0 4,0 4,0 4,0 16,0 0,5 
*
Concentrações em µg/mL 

Tabela 4 - Concentração inibitória mínima* de derivados hidrazino-tiazólicos contra 

isolados clínicos de Candida glabrata. 

 Hidrazino-tiazólicos Fluconazol Anfotericina B 

Isolados 1 2 3 4 
  

6922 4,0 16,0 8,0 8,0 2,0 0,5 

6927 4,0 8,0 8,0 8,0 2,0 1,0 

6931 8,0 16,0 16,0 16,0 0,5 0,5 

6932 4,0 8,0 8,0 16,0 0,5 0,5 

6943 8,0 16,0 16,0 >32 8,0 1,0 

7110 4,0 4,0 4,0 8,0 1,0 0,5 

7221 8,0 16,0 16,0 16,0 0,5 0,5 

7255 2,0 4,0 4,0 4,0 2,0 1,0 

7815 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 0,5 

7871 4,0 8,0 8,0 4,0 2,0 1,0 

CIM 50 4,0 8,0 8,0 8,0 2,0 0,5 

CIM 90 8,0 16,0 16,0 16,0 2,0 1,0 
*
Concentrações em µg/mL 
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para a AMB com CIM90 de 0,25 μg/mL. É possível observar que o isolado WP que 

apresentou resistência à AMB foi susceptível às substâncias 1 e 3. 

Tabela 5. Concentração inibitória mínima* de derivados hidrazino-tiazólicos contra isolados 

clínicos de Cryptococcus neoformans. 

 Hidrazino-tiazólicos Fluconazol Anfotericina B 

Isolados 1 2 3 4 
  

BF113 1,0 2,0 1,0 16,0 16,0 1,0 

BF114 0,5 1,0 1,0 1,0 64,0 <0,0625 

41292 0,5 1,0 1,0 1,0 8,0 0,125 

41295 1,0 2,0 1,0 8,0 32,0 0,125 

41296 2,0 4,0 2,0 32,0 16,0 1,0 

41297 1,0 2,0 1,0 16,0 8,0 0,125 

41298 1,0 2,0 1,0 8,0 8,0 0,125 

41299 0,5 0,5 0,25 4,0 4,0 0,125 

C31 0,25 0,25 0,25 8,0 4,0 0,125 

F10 1,0 1,0 1,0 4,0 4,0 0,25 

RN01 1,0 0,5 0,25 4,0 4,0 0,125 

WP 0,5 1,0 0,25 8,0 8,0 1,0 

27JF 1,0 2,0 2,0 2,0 8,0 0,25 

28JF 0,5 0,5 0,5 8,0 8,0 0,125 

90896 1,0 1,0 0,5 8,0 32,0 0,125 

93 1,0 1,0 1,0 1,0 4,0 0,25 

94 0,25 0,5 1,0 0,5 8,0 0,25 

646B 1,0 2,0 2,0 2,0 1,0 0,125 

975 1,0 1,0 0,5 16,0 2,0 0,125 

9220 0,5 1,0 1,0 1,0 2,0 0,125 

9273 0,5 0,5 0,5 0,5 2,0 0,125 

10131 0,25 0,5 0,25 0,5 8,0 0,125 

10211 0,5 1,0 1,0 1,0 4,0 0,125 

10264 0,25 0,5 0,25 0,5 4,0 0,125 

10335 0,5 0,5 2,0 0,5 8,0 0,125 

10379 0,5 1,0 0,25 8,0 8,0 0,125 

92868 0,5 0,5 2,0 0,5 8,0 0,25 

CIM 50 0,5 1,0 1,0 4,0 8,0 0,125 

CIM 90 1,0 2,0 2,0 16,0 16,0 0,25 
*
Concentrações em µg/mL 

O ensaio de concentração fungicida mínima foi realizado com as substâncias derivados 

hidrazino-tiazólicos para avaliar se tais substâncias seriam fungicidas ou fungistáticas. As 

células de C. albicans e C. neoformans tratadas com as substâncias 1, 2, 3 e 4 e que 

apresentaram 100% de inibição em meio RPMI, cresceram em todas as concentrações de 

tratamento quando plaqueadas em meio Sabouraud, o que indica que todas as substâncias 

apresentaram atividade fungistática.  
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5.2 Interação dos derivados de hidrazino tiazólicos 1, 2, 3 e 4 com os 

antifúngicos Anfotericina B e Fluconazol 

  Para verificar a interação das substâncias de derivados hidrazino-tiazólicos com os 

antifúngicos anfotericina B e fluconazol foi realizado o ensaio de combinação em 

concentrações iguais, superiores e inferiores aos valores de CIM. 

O ensaio de interação foi realizado com os isolados de C. albicans (Tabela 6) e C. 

neoformans (Tabela 7). Os valores do índice de concentração inibitória fracional (ICIF) das 

substâncias com os antifúngicos para ambos isolados foram considerados indiferentes frente 

aos dois antifúngicos comerciais avaliados.  A substância 4 em combinação com a AMB 

apresentou o menor valor de ICIF para o isolado de C. neoformans H99 com 0,79 µg∕mL e o 

maior valor foi observado para a substância 1. A interação do FLC com a substância 4 foi que 

apresentou o menor valor de ICIF igual a 0,90 µg∕mL. 

Tabela 6 – Índice de concentração inibitória fracional dos derivados hidrazino-tiazólicos 1, 

2, 3 e 4 em interação com os antifúngicos anfotericina B e fluconazol contra os isolados de C. 

albicans SC5314 

Substância AMB Interação Fluconazol Interação 

1 1,29 Indiferente 0,80 Indiferente 

2 0,98 Indiferente 0,90 Indiferente 

3 0,88 Indiferente 1,40 Indiferente 

4 0,88 Indiferente 1,40 Indiferente 

 

Tabela 7 – Índice de concentração inibitória fracional dos derivados hidrazino-tiazólicos 1, 

2, 3 e 4 em interação com os antifúngicos anfotericina B e fluconazol contra os isolados de 

C. neoformans H99 

Substância AMB Interação Fluconazol Interação 

1 0,934 Indiferente 1,29 Indiferente 

2 0,932 Indiferente 1,29 Indiferente 

3 0,98 Indiferente 1,13 Indiferente 

4 0,79 Indiferente 0,90 Indiferente 

 

5.3 Ensaios de toxicidade das substâncias 

5.3.1 Ensaio de toxicidade em células VERO 

 No ensaio com células VERO foi observado que as substâncias 1 e 2 não afetaram a 

viabilidade destas células em concentrações de até 100 µM e apresentaram seletividade para 
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C. albicans, sendo o IS da substância 1 de 31,25 e o da substância 2 de 34,8, como observado 

na Tabela 8. O índice de seletividade (SI) mede o quanto um composto é ativo contra o 

parasito sem causar danos à viabilidade das células de mamíferos. De acordo com 

PROTOPOPOVA et al. (2005) valores maiores que 10 são considerados indicativos de 

ausência de toxicidade, enquanto substâncias com valores abaixo de 10 são consideradas 

tóxicas.   

 

5.3.2 Avaliação da atividade hemolítica dos tiazóis 

O ensaio de hemólise foi realizado usando eritrócitos humanos para avaliar se as 

substâncias testadas no presente trabalho poderiam exibir qualquer atividade contra essas 

células. Como observado na Figura 3, nenhuma das substâncias causou lise de eritrócitos nas 

concentrações testadas (LC50> 64,0 μg / mL). Em contraste, o controle positivo, Triton X-

100, causou hemólise em todas as concentrações.  

Tabela 8.  Citotoxicidade (IC50) e Índice de seletividade (IS) dos hidrazino-tiazólicos 1 e 2 em 

células VERO.  

Tiazol- hidrazonas CIM (µM) IC50 (µM) IS 

1 3,24 >100 31,25 

2 1,74 Inativo 34,08 
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Figura 3 - Atividade hemolítica dos derivados hidrazino-tiazólicos 1, 2, 3 e 4. Os 

eritrócitos humanos foram tratados com diluições seriadas das substâncias hidrazino-tiazólicas 

1, 2, 3 e 4 (0,25 – 64,0 µg/mL) ou Triton X-100 (0,001 - 1%). (A) Hemólise medida 

espectrofotometricamente a 540 nm. (B) A avaliação visual da atividade hemolítica 

demonstrou que as substâncias hidrazino-tiazólicas (1 - 4) não lisavam os eritrócitos 

humanos. Os poços em cor vermelha indicaram que o Triton X-100 lisou os eritrócitos 

humanos e atuou como controle positivo. 

5.3.3 Citotoxicidade em células carcinoma hepatocelular humano (HepG2) 

No ensaio de citotoxicidade em HepG2, o IC50 das substâncias testadas variou de 8,0 

a 16,0 μg/mL (Figura 4), oito vezes maior que a CIM observada para as substâncias 1 e 2 (0,5 

μg/mL) e duas vezes a concentração que 3 e 4 inibiram C. albicans. As células tratadas com 

os derivados hidrazino-tiazólicos foram quase 80% viáveis para concentrações das 

substâncias até 8,0 μg/ml e a viabilidade diminuiu com um aumento adicional na 

concentração.  

 

 

A) 

B) 
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Figura 6. Citotoxidade dos tiazóis 1, 2, 3 e 4 para células HepG2.  A  

 

 

 

5.4 Ensaios de inibição dos fatores de virulência de C. albicans 

5.4.1 Inibição de filamentação in vitro 

O ensaio de filamentação foi executado apenas com a substância 2 devido a falta de 

verba para compra de reagente para as demais substâncias. Para escolha da substância foi feita 

uma observação ao microscópio óptico da morfologia das células de C. albicans após o 

tratamento com a concentração igual ao CIM referente a cada substância. A substância que 

apresentou a menor quantidade de hifas após o tratamento foi escolhida. 

No ensaio de inibição da filamentação de C. albicans foi observado que a CIM no 

meio indutor foi de 4 µg/mL para o derivado de hidrazino tiazólico 2 e de 8 µg/mL para o 

fluconazol. A substância 2 apresentou capacidade para inibir a filamentação de C. albicans 

SC5314 em meio indutor na concentração sub-inibitória de 2 µg/mL, e o fluconazol na 

concentração de duas vezes abaixo do CIM (2 µg/mL). Tanto para a substância 2 quanto para 

o fluconazol, nas concentrações de inibição da filamentação de C. albicans, foi observado 

apenas a presença de muitas leveduras de variados tamanhos e alguns brotamentos. 

Entretanto, quando se observa o controle, nota-se a presença de poucas leveduras e 

brotamentos, e uma considerável quantidade de hifas, pseudo-hifas e blastoconídios, como é 

possível observar na Figura 5. 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Citotoxidade dos derivados hidrazino-tiazólicos 1, 2, 3 e 4 para células 

HepG2.  A viabilidade das células HepG2 viabilidade de células  HepG2 foi quantificada 

após o tratamento com diluições seriadas dos derivados hidrazino-tiazólicos (0,06 – 64 

μg/ml). A viabilidade celular foi mensurada por meio de espectrofotometria detectando 

degradação do corante WST-1 em formazan para células viáveis, o que produz uma cor 

intensa. 
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CONTROLE FLUCONAZOL SUBSTÂNCIA 2 

 

Figura 5. Avaliação da inibição da filamentação de C. albicans SC5314 no meio de Lee 

tratada com o derivado vvvhidrazino-tiazólico 2 e com fluconazol. Fotos de microscopia 

óptica (100X) de células de C. albicans SC5314 coradas com lactofenol. 

5.4.4 Inibição das enzimas proteinase e fosfolipase 

  Devido aos resultados obtidos com a substância 4 no ensaio de susceptibilidade, aliado 

à falta de recursos financeiros não foram realizados os experimentos de inibição das enzimas 

fosfolipase e protinase, inibição da adesão em células epiteliais bucais, biofilme e expressão 

gênica com esta substância. 

No ensaio com as enzimas proteinase e fosfolipase nenhuma das substâncias foram 

capazes de inibir o halo ao redor das colônias, mostrando que as substâncias 1, 2 e 3 não agem 

neste fator de virulência. 

5.4.3 Inibição da adesão em células epiteliais humanas 

As CEBH foram colocadas em contato com o isolado SC5314 de C. albicans tratado 

por 1 hora com as substâncias 1, 2, e 3 em concentração igual a CIM. Observou-se que as 

substâncias testadas foram capazes de inibir a adesão do isolado de C. albicans, sendo que a 

substância 1 apresentou o melhor resultado, inibindo a adesão em 74,5%, seguida da 

substância 3 com 66,6%. O fluconazol e a substância 2 apresentaram valores de inibição da 

adesão muito próximos (62,7% e 62,6%, respectivamente) (Figura 6). 
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Figura 6. Percentagem de inibição da adesão do isolado SC5314 de C. albicans tratada por 1 

hora com as substâncias 1, 2, 3 e FLZ na CIM em CEBH. O grupo controle sem tratamento 

representa 100% de adesão de leveduras CEBH (0% de inibição). A análise estatística foi 

realizada por Newman-Keuls Teste de comparação múltipla. Os resultados foram expressos 

como média ± erro padrão da média (SD). 

 

5.4.4 Avaliação da viabilidade do biofilme 

No presente estudo, biofilmes maduros de C. albicans SC5314 formados em 48h 

foram tratados com as substâncias 1, 2, e 3 nas concentrações de CIM, 2xCIM e 4xCIM por 

24h. Na contagem de UFC/mL, observou-se redução significante das células viáveis de C. 

albicans nos biofilmes tratados com a substância 1. Essas reduções foram encontradas em 

todas as concentrações testadas (p≤0,0001). A redução obtida foi de 99% para todas as 

concentrações (Figura 7A).   Na presença da substância 2 também foi observado que o valor 

da UFC/ml reduziu 94%, 86% e 80% com diferença significativa para as concentrações de 1x 

CIM (p=0,0026), 2x CIM (p=0,0230) e 4x CIM (p=0,0170), respectivamente (Figura 7B). No 

entanto, ao contar as UFC/mL da levedura em biofilmes tratados com a substância 3, é 

possível notar que nenhuma das concentrações testadas apresentou diferença estatística do 

controle sem tratamento (Figura 7C).  
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Figura 7. Contagem de UFC/mL (média e desvio padrão) de biofilmes de 48h da cepa de 

C. albicans SC5314 formados em placas de 96 poços. O biofilme formado foi tratado por 

24h com a substância 1 (A), substância 2 (B) e substância 3 (C) nas concentrações de 1xCIM, 

2xCIM e 4xCIM. Foi utilizado teste t de Student para a comparação entre os grupos testados. 
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5.5 Efeitos das substâncias 1, 2 e 3 na expressão dos genes de C. albicans 

Com a finalidade de elucidar os efeitos das substâncias sobre o biofilme maduro de C. 

albicans, foi utilizada a qPCR para avaliar o nível de expressão de genes relacionados a 

adesão, formação de biofilme e filamentação. Para isso, os biofilmes formados após 48h e 

tratados com as substâncias por 24h foram submetidos à extração do RNA total e 

quantificados na concentração de ng/µL. A quantidade obtida e a pureza das amostras, a 

relação 260/280 nm foram maiores que 1,80, sendo assim, adequadas para o processo de 

transcrição reversa. 

Os primers utilizados neste estudo foram específicos para os genes de C. albicans 

amplificando o fragmento de PCR esperado, verificado através do peso molecular obtido. As 

eficiências da reação de PCR obtidas foram entre 95% e 100% para cada primer testado, 

indicando a validação dos mesmos e a padronização dos ensaios da PCR em tempo real. As 

análises das curvas de melting obtidas confirmaram a presença de um único pico, 

demonstrando a especificidade dos primers testados. 

 O próximo passo foi a seleção do controle endógeno (gene de referência), que é 

utilizado para normalizar diferenças na quantidade de cDNA que é colocado nos poços de 

reação da PCR, e os níveis de expressão do controle endógeno devem ser semelhantes em 

todas as amostras do estudo. Essa análise foi realizada pelo website http://www.leonxie.com, 

no qual este avalia por quatro métodos diferentes: Delta CT, BestKeeper, NormFinder e 

Genorm. Após avaliação pelos quatro métodos, Delta CT, BestKeeper, NormFinder e 

Genorm, o website http://www.leonxie.com recomendou o gene ACT1 para realizar a 

quantificação relativa (Figura 8). 

Os resultados da quantificação relativa representam a variação no nível de expressão 

dos genes alvos dos grupos tratados (C. albicans + substância 1); (C. albicans + substância 2); 

(C. albicans + substância 3) em relação a amostra calibradora (C. albicans + PBS) não 

tratada. Os resultados foram obtidos como valores relativos da expressão gênica (com base na 

fórmula 2 -CT) em comparação a um alvo-interno de referência, previamente selecionado, e 

que resulta em valor 1. O experimento foi realizado pelo aparelho StepOnePlus™ System 

(Life Technologies, Carlsbad, California, EUA) que já calculou a quantificação relativa na 

base Log. O perfil de expressão dos genes ALS1, ALS3, HWP1, BCR1, CPH1 e EFG1 de C. 

albicans foi calculado em relação ao gene de referência ACT1, como mostrado na Figuras 9, 

10 e 11. 
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Figura 8 – Seleção do melhor gene de referência (PMA e ACT1) pelo website 

(http://www.leonxie.com). 

Fonte: elaborada pelo próprio autor.  

 

Com base nos resultados obtidos foi possível observar que para as células tratadas com 

a substância 1, os genes ALS3, BCR1, CPH1 e EFG1 foram regulados negativamente com 

valores significantes comparados ao gene de referência (Figura 9). Em relação à 

quantificação relativa com os genes ALS3 (p=0,0036), BCR1, CPH1e EFG1 foi observada 

uma diminuição na sua expressão de 1,5 (p=0,0003); 6,8 (p<0,0001) e 1,22 (p=0,0006) vezes, 

respectivamente na presença da substância 1. A figura 10 mostra que quando as células foram 

tratadas com a substância 2 não foi observada alteração na expressão dos genes ALS1 e 

ALS3, relacionados a adesão. Já os genes HWP1, BCR1, CPH1 e EFG1 apresentaram 

diminuição na expressão de 1,42 (p=0.0022); 1,52 (p=0,0046); 1,54 (p=0,0004) e 1,72 

(p<0,0001) vezes, respectivamente. A expressão dos genes ALS1 (p<0,0001), ALS3 

(p<0,0001), BCR1 (p<0,0001), CPH1 (p<0,0001) e EFG1 (p=0,0084) na presença da 

substância 3 foi reduzida significativamente em 1,33; 2,68; 1,51; 4,05 e 1,18 vezes quando 

comparados ao controle de células sem tratamento (Figura 11). 
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Figura 9. Análise da quantificação relativa da expressão gênica em biofilmes maduros 

(48h) tratados com a substância 1 em comparação ao biofilme não tratado (controle). 

Quantificação relativa (log) dos níveis de expressão de genes de adesão (ALS1 e ALS3), 

filamentação (EFG1, HWP1) e formação de biofilme (BCR1, EFG1). Os valores foram 

expressos como média e SD. O teste t de Student foi utilizado para comparar a expressão 

gênica entre os grupos estudados (p ≤ 0,05). ** indica p ≤ 0,01. *** indica p ≤ 0,0001. 
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Figura 10. Análise da quantificação relativa da expressão gênica em biofilmes maduros 

(48h) tratados com a substância 2 em comparação ao biofilme não tratado (controle). 

Quantificação relativa (log) dos níveis de expressão de genes de adesão (ALS1 e ALS3), 

filamentação (EFG1, HWP1) e formação de biofilme (BCR1, EFG1). Os valores foram 

expressos como média e SD. O teste t de Student foi utilizado para comparar a expressão 

gênica entre os grupos estudados (p ≤ 0,05). ** indica p ≤ 0,01. *** indica p ≤ 0,0001. 
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Figura 11. Análise da quantificação relativa da expressão gênica em biofilmes maduros 

(48h) tratados com a substância 3 em comparação ao biofilme não tratado (controle). 

Quantificação relativa (log) dos níveis de expressão de genes de adesão (ALS1 e ALS3), 

filamentação (EFG1, HWP1) e formação de biofilme (BCR1, EFG1). Os valores foram 

expressos como média e SD. O teste t de Student foi utilizado para comparar a expressão 

gênica entre os grupos estudados (p ≤ 0,05). ** indica p ≤ 0,01. *** indica p ≤ 0,0001. 

 

5.6 Ensaio de sobrevida de C. elegans infectado com C. albicans e tratado com as 

substâncias 1, 2, 3 e 4 

Com base nos resultados obtidos nos ensaios in vitro, o estudo foi expandido para 

ensaios em dois modelos in vivo de candidíase experimental usando C. elegans e G. 

mellonella como modelo de hospedeiro invertebrado.  

A substâncias 1, 2, 3, e 4 não foram efetivas no aumento da sobrevida de C. elegans 

infectado com C. albicans CAN14 em nenhuma das concentrações testadas (Figura 12). 

Apesar da concentração de 2,0 µg/mL da substância 1 ter apresentado vermes, ainda vivos, no 

último dia de contagem, este número não foi diferente estatisticamente do controle sem 

tratamento. 

 

 

 

 

  



52 

 

 

 

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
0

20

40

60

80

100

Controle

Fluconazol (4ug/mL)

 Substância 2 - 1 g/mL

 Substância 2 - 2 g/mL

 Substância 2 - 4 g/mL

 Substância 2 - 8 g/mL

Tempo (Horas)

P
o

r
c
e
n

ta
g

e
m

 d
e
 s

o
b

r
ev

id
a

 

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
0

20

40

60

80

100

Controle de infecção

Fluconazol (4ug/mL)

Substância 3 - 1g/ml

Substância 3 - 2g/ml

Substância 3 - 4g/ml

Substância 3 - 8g/ml

Tempo (Horas)

P
o

r
c
e
n

ta
g

e
m

 d
e
 s

o
b

r
ev

id
a

 

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
0

20

40

60

80

100

Controle

Fluconazol (4ug/mL)

Substância 4 - 1g/mL

Substância 4 - 2g/mL

Substância 4 - 4g/mL

Substância 4 - 8g/mL

Tempo (Horas)

P
o

r
c
e
n

ta
g

e
m

 d
e
 s

o
b

r
ev

id
a

 

Figura 12. Sobrevida de C. elegans glp-4, sek-1 infectados com C. albicans e tratados 

com substâncias 1, 2, 3, e 4. Os nematóides se alimentaram de E. coli OP50 foram 

transferidos para o isolado de C. albicans por 2 h e, então, transferidos para o meio líquido 

contendo (A) substância 1, (B) substância 2, (C) substância 3 e (D) substância 4. Os 

nemátodos mortos foram contados e removidos diariamente. Os vermes transferidos de C. 

albicans diretamente para o meio líquido foram usados como ao controle.  

 

A) 

B) 

C) 

D) 
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5.7 Teste de toxicidade e sobrevida em Galleria mellonella 

A toxicidade das substâncias foi realizada na ausência de infecção fúngica no modelo 

invertebrado de G. mellonella. Observamos LD50 <10 mg/kg para todas as substâncias 

testadas. Tendo em vista a ausência de toxicidade, foi realizado o teste de sobrevivência 

destas larvas  com as substâncias em estudo (Figura 13).  

 
Figura 13 - Toxicidade de derivados hidrazino-tiazólicos em Galleria mellonella. As 

larvas foram injetadas com as substâncias 1, 2, 3 e 4 de tiazolil-hidrazona na concentração de 

10 mg/kg e sua sobrevivência foi avaliada até 144 horas após o tratamento. A sobrevivência 

das larvas foi de 100% com as substâncias 1 e 2 e 95% com as substâncias 3 e 4. 

 

No ensaio de sobrevivência de G. mellonella infectada com C. albicans, todas as 

concentrações testadas (5, 10 e 15 mg / kg) das susbtâncias 1, 2, 3 e 4 exibiram uma sobrevida 

significativamente prolongada em comparação com controles não tratados (Figura 14). As 

susbtâncias 1 e 2 demonstraram a maior porcentagem de larvas vivas após o sétimo dia de 

experimento. Para a susbtância 1, a concentração de 5 mg/kg foi a mais efetiva (p <0,0001), 

mostrando uma sobrevivência de 56,3% após o sétimo dia de tratamento. A concentração de 5 

mg/kg (p <0,0001) da susbtancia 2 apresentou a melhor porcentagem de sobrevivência em 

81,3%, as demais concentrações de 10 mg/kg (p <0,0001) e 15 mg/kg (p = 0,0007) 

apresentaram aumento de 56% na sobrevivência das larvas. A susbtância 3 exibiu sobrevida 

de apenas 37% nas concentrações de 5 mg/kg (p = 0,005) e de 10 mg/kg (p = 0,005). As 

concentrações mais elevadas do susbtância 4 a 10 e 15 mg/kg prolongaram apenas 25% da 

sobrevivência das larvas no 7º dia do ensaio. 
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Figura 14 - Curva de sobrevida de Galleria mellonella. A) G. mellonella infectada com C. 

albicans (CAN14) e tratada com tiazolil-hidrazona 1 a 5,0 mg / kg (p <0,0001); 10 mg / kg (p 

<0,0128) e 15 mg / kg (p <0,005) B) G. mellonella infectada com C. albicans (CAN14) e 

tratada com tiazolil-hidrazona 2 a 5,0 mg / kg; 10mg / kg e 15mg / kg foi diferente do controle 

negativo (p <0,0001), C) G. mellonella infectada com C. albicans (CAN14) e tratada com 

tiazolilhidrazona 3 a 5,0mg / kg (p = 0,0005); 10 mg / kg (p = 0,0002) e 15 mg / kg (p = 

0,0356) D) G. mellonella infectada com C. albicans (CAN14) e tratada com tiazolilhidrazona 

4 a 5,0 mg / kg (p = 0,0224); 10 mg / kg (p = 0,0010) e 15 mg / kg (p = 0,0026). 
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5.8 Ensaio In Vivo em Modelo Murino de Candidíase Oral e Sistêmica. 

Em vista dos resultados promissores obtidos com a substância 2 nos experimentos 

anteriores, onde mostrou atividade efetiva contra isolados de C. albicans, baixa citotoxicidade 

e aumento da sobrevivência de larvas de G. mellonella, investigamos a eficácia do composto 

usando modelos murinos de candidíase oral e sistêmica com este composto a 10 mg/kg. 

 No modelo de candidíase oral, um teste piloto foi realizado na presença e ausência de 

imunossupressão com uma e duas inoculações de C. albicans (dados não mostrados). No 

entanto, os animais sem imunossupressão não apresentaram leveduras estáveis na língua após 

5 dias e o número de colônias recuperadas com apenas uma inoculação foi muito baixo, de 

modo que somente os experimentos com animais imunossuprimidos e provisão de dois 

momentos de infecção em dias alternados são mostrados. 

  Após o tratamento, os animais foram sacrificados e a carga fúngica presente na 

língua foi avaliada. Pode-se observar que os animais que receberam o tratamento com a 

substância 2 neste estudo apresentaram redução drástica da carga fúngica em relação aos 

animais controle que não receberam nenhum tratamento, (p <0,001). O mesmo ocorreu para 

os animais tratados com nistatina (Figura 15). Estes resultados mostram o potencial 

terapêutico do derivado hidrazino tiazólico 2 no modelo murino de candidíase oral.  

 

Figura 15. Tratamento modelo murino de candidíase oral. O número de unidades 

formadoras de colônias (UFC) recuperadas da língua de fêmeas C57BL/6 infectadas com C. 

albicans SC5314 foi menor nos animais tratados com nistatina (600 UI) e hidrazino-tiazólico 

2 (100 mg/kg) do que no grupo controle que não recebeu tratamento (teste de Comparação 

Múltipla de Newman-Keuls). 

No modelo de candidíase sistêmica observamos que no tratamento com fluconazol e a 

substância 2 ocorreu uma redução significativa (p <0,05) da carga fúngica nos rins em relação 

aos animais infectados e não tratados (Figura 16). Assim, reduzindo a carga fúngica em 
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animais tratados com a substância de interesse, os resultados deste ensaio demonstram o 

potencial terapêutico significativo da hidrazino tiazólico 2. 

 

 

Figura 16. Tratamento modelo murino de candidíase sistêmica. O número de unidades 

formadoras de colônias (UFC) recuperado dos rins de fêmeas C57BL/6 infectadas com C. 

albicans SC5314 foi menor nos animais tratados com fluconazol (10 mg/kg) e hidrazino-

tiazólico 2 (10 mg/kg) do que no grupo controle que não recebeu tratamento (teste de 

Comparação Múltipla de Newman-Keuls).  
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6 DISCUSSÃO 

Nos últimos anos, a incidência de infecções fúngicas tem aumentado, particularmente 

entre pacientes com sistema imunológico comprometido devido a infecção pelo vírus da 

imunodeficiência humana, transplante de órgãos e/ou quimioterapia para tratamento do 

câncer. As terapias atuais para o tratamento de infecção fúngica sistêmica têm eficácia 

limitada e criaram problemas de reações adversas e resistência aos fármacos (HIRAI et al., 

2017). Essas questões, portanto, nos motiva na busca de substância com potencial antifúngico. 

Neste trabalho foram avaliadas a atividade de 4 substâncias de derivados hidrazino- 

tiazólico. A avaliação da CIM dos derivados hidrazino-tiazólico para isolados clínicos e de 

referência mostrou que estas substâncias são eficazes contra patógenos fúngicos, e a melhor 

atividade pode ser observada contra isolados de C. albicans e C. neoformans. Estes resultados 

são interessantes porque C. albicans é o principal agente causador de candidíase, a infecção 

fúngica mais comum em humanos (PIERCE et al., 2015) e C. neoformans é um patógeno que 

causa criptococose em pacientes com HIV/AIDS e tem tratamento limitado devido à relativa 

escassez de antifúngicos potentes em pacientes com HIV (PRATES et al., 2013). Os 

resultados também mostraram que as substâncias hidrazino-tiazólicas testadas possuem um 

amplo espectro de ação contra leveduras de interesse médico. Entre os isolados testados, a 

substância 1 demonstrou as CIMs mais baixas. 

Após notar a efetiva atividade das substâncias contra importantes patógenos fúngicos 

foram realizados ensaios de toxicidade para avaliar se tais substâncias causariam danos às 

células humanas. Primeiramente, foi realizado o ensaio com eritrócitos humanos, visto que, 

este modelo de triagem para toxicidade é rápido, reproduzível e barato para avaliar a atividade 

hemolítica dos eritrócitos contra muitos compostos, um fato que permite reduzir o uso de 

animais de laboratório para testes in vivo (ORSINE et al, 2012). Em nenhuma das 

concentrações testadas as substâncias de derivados hidrazino-tiazólico apresentaram caráter 

hemolítico. Esses achados são consistentes com estudos anteriores mostrando que as 

substâncias heterocíclicas tiazólicas não causam danos às células sanguíneas dos mamíferos 

(SÁ et al., 2018; SÁ et al. 2017). 

Os ensaios de citotoxicidade são os métodos de avaliação de danos biológicos 

causados por substâncias. A realização destes testes é fundamental antes de qualquer 

investigação sobre o mecanismo de ação de diferentes moléculas (PAGANO; FAGGIO, 

2015). Deste modo, foi avaliado se as substâncias causariam toxicidade à dois tipos celulares: 

células VERO e células de linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2). As 

substâncias não causaram danos em nenhum dos tipos celulares testados, mostrando ausência 
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de toxicidade, o que é fundamental na escolha de um novo antifúngico. Resultados 

semelhantes foram publicados anteriormente descrevendo a baixa toxicidade das substâncias 

1 e 2 para células renais embrionárias humanas (HEK-293) (LINO et al., 2018). Além disso, 

foi encontrado um alto índice de seletividade para células VERO com as substâncias 1 e 2. É 

sabido que compostos com alta seletividade oferecem o potencial para uma terapia mais 

segura com menos efeitos colaterais e um mecanismo para identificar candidatos a estudos de 

eficácia em camundongos (MAGALHÃES et al., 2013). 

Tendo em vista a promissora atividade das substâncias e a ausência de toxicidade 

frente aos diferentes tipos celulares mostrados foi avaliado se essas substâncias poderiam 

inibir alguns dos fatores de virulência de C. albicans como a filamentação, adesão, proteinase, 

fosfolipase e biofilme. Como os fungos são eucariotos, o desenvolvimento de novos 

antifúngicos é complicado devido ao limitado número de alvos que podem ser explorados por 

novos compostos. Com isso, o direcionamento específico dos mecanismos de virulência 

representa uma opção atraente para o desenvolvimento de drogas antifúngicas (VILA et al., 

2016). 

 Dentre os fatores de virulência de C. albicans, a filamentação é a que mais tem 

recebido atenção e talvez seja a mais promissora como um alvo para novas estratégias de anti-

virulência para combater infecções por C. albicans (VILA et al., 2016). No ensaio de 

filamentação, a substância 2 apresentou capacidade para inibir a filamentação de C. albicans 

em um meio indutor na concentração sub-inibitória, o que sugere que a substância estudada 

apresenta capacidade de anti-filamentação, o que poderia tornar as leveduras de C. albicans 

menos virulentas em um processo infeccioso.  

Outro fator de virulência avaliado foi a capacidade das substâncias em alterar a 

integridade de biofilmes maduros de C. albicans. Entre os fatores de virulência de C. 

albicans, a capacidade de formar biofilme em cateteres, próteses (abióticos) e superfícies 

mucosas (biótico) é um dos mais importantes porque facilita a adesão, proliferação e 

disseminação deste microrganismo para outros locais de infecção (HASSAN et al., 2009; 

FINKEL, MITCHELL, 2011).  A contagem de UFC/mL mostrou que o biofilme de C. 

albicans foi desestruturado quando as células foram tratadas pelas substâncias 1 e 2. Esses 

resultados são satisfatórios, visto que, as células de biofilme de C. albicans são muito mais 

resistentes do que as células planctônicas a um espectro de drogas antifúngicas (DESAI, 

MITCHELL, 2015). E a desestruturação do biofilme é de extrema importância, pois 

possibilita que o antifúngico atinja o máximo de células planctônicas. 
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O sucesso na formação do biofilme depende da capacidade de adesão celular para 

ancorar fungos a um dispositivo ou tecido (MATHE; VAN DIJCK, 2013). Além de atuar na 

integridade do biofilme as substâncias 1 e 2 também foram capazes de inibir a adesão de 

leveduras de C. albicans a CEBH, etapa fundamental para colonização, formação do biofilme 

e sobrevivência no hospedeiro (HOFS, MOGAVERO, HUBE, 2016). Assim, podemos 

sugerir que essas substâncias atuam tanto na inibição do estágio de formação do biofilme, 

como na desestruturação do mesmo. 

A capacidade de formar biofilme tem sido associada com a presença de genes 

regulatórios transcricionais (FINKEL, MITCHELL, 2011). Com a finalidade de elucidar os 

mecanismos envolvidos na redução da adesão, formação de biofilme e da filamentação de C. 

albicans observados em nossas análises, expandimos nosso estudo ao nível da expressão 

gênica para determinar a interferência das substâncias 1, 2, e 3 na expressão gênica de ALS1, 

ALS3, HWP1, CPH1, BCR1 e EFG1. A maioria dos estudos usa expressão gênica para 

quantificar genes envolvidos na virulência desta levedura contra condições ambientais 

adversas, tais como tipos de nutrientes utilizados para o crescimento, produção de biofilmes 

in vitro e in vivo, presença ou ausência de substâncias inibitórias produzidas por outros 

microrganismos e sensibilidade ou resistência a agentes antifúngicos (NAILIS et al., 2010; 

SEMLALI et al., 2014; BARROS et al., 2016). 

Genes como ALS e HWP1 são apresentados em processos como a regulação da 

adesão e produção de hifas em C. albicans (GARCIA-SANCHEZ et al. 2004; NOBILE et al. 

2006). A expressão dos genes ALS1 e HWP1 na presença da substância 1 e dos genes ALS1 e 

ALS3 na presença da substância 2 não foram alterados significativamente. No ensaio de 

adesão foi mostrado que essas substâncias inibiram a adesão das células de C. albicans em 

CEBH (Figura 6), esse episódio pode ser explicado porque o estágio da aderência na 

formação do biofilme de C. albicans acontece entre as primeiras 11 horas no qual os 

patógenos fúngicos aderem de forma reversível (0-4 h) e irreversivelmente (5-11 h) a um 

agente abiótico / biótico (TOBUDIC et al., 2012). Como a expressão desses genes foi avaliada 

no biofilme maduro, ou seja, após 48 horas de formação, os genes ALS1 e ALS3 poderiam já 

não estar sendo expressos naquele momento.  

O gene HWP1 codifica uma proteína principal de C. albicans que está envolvida em 

várias funções, incluindo montagem de parede celular, sinalização intracelular, 

desenvolvimento de hifas e media principalmente uma forte ligação às células da mucosa 

(como células epiteliais orais / vaginais) (SUNDSTROM et al. 2002; NOBILE et al., 2006; 

BISWAS et al. 2007; CHAFFIN 2008). Apenas nas células tratadas com a substância 2, o 
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gene HWP1 apresentou regulação negativa. Esse resultado corrobora com os resultados 

encontrados neste trabalho na inibição da adesão e da filamentação pela substância 2 (Figura 

5 e 6). 

 Importantes genes regulatórios transcricionais do biofilme em C. albicans foram 

identificados, incluindo EFG1, CPH1 e BCR1, que regulam os diferentes estágios da 

formação do biofilme (LEWIS et al. 2002; RAMAGE et al. 2002; NOBILE e MITCHELL 

2005; NOBILE et al. 2006). Os genes BCR1 e EFG1 são essenciais para a formação de um 

biofilme maduro e estável resistente à terapia antifúngica e à proteção do sistema 

imunológico, permitindo a propagação de infecções causadas por esse microrganismo 

(FINKEL & MITCHELL, 2011; FOX & NOBILE, 2012; NOBILE et al., 2006; NOBILE et 

al., 2012). O gene CPH1, além de atuar na formação do biofilme, tem sido relacionado na 

manutenção e organização da parede celular e na formação de pseudo-hifas em resposta ao 

estresse oxidativo (EINSMAN et al., 2006; MAITI et al., 2015). 

Neste trabalho, a expressão dos genes BCR1, CPH1 e EFG1 foi regulada 

negativamente por todas as substâncias estudadas, 1, 2, e 3, sendo possível correlacionar este 

resultado à diminuição da UFC ∕ mL por estas substâncias e mostrar que a regulação destes 

genes pode estar associada à desestruturação do biofilme maduro. A down-regulation do gene 

CPH1 sugere que o mecanismo de ação destas substâncias pode estar relacionado com a 

parede celular e direciona futuros experimentos para o estudo da atividade destas substâncias 

na parede celular de C. albicans. 

Os biofilmes totalmente maduros têm uma mistura de levedura, hifas e pseudo-hifas 

na matriz extracelular que sugere que a transição de levedura para hifas está diretamente 

correlacionada com o desenvolvimento de biofilmes (NOBILE e MITCHELL, 2005). A 

substância 3 regulou negativamente os genes ALS1, ALS3, CPH1, EFG1 e BCR1 o que 

mostra que esta substância poderia atuar em todas as etapas da formação do biofilme, desde a 

adesão, filamentação até a maturação.  

Uma vez que uma nova substância antimicrobiana se mostra potente e não tóxica 

in vitro, é importante avaliar se esta substância é eficaz contra o microrganismo alvo em um 

modelo de infecção animal. A atividade antimicrobiana de uma substância pode ser reduzida 

in vivo devido à degradação por enzimas, ligação aos componentes do hospedeiro e efeitos de 

condições fisiológicas, como o pH. Dessa forma, os modelos de infecção animal são 

essenciais, pois fornecem dados sobre a eficácia de um agente antimicrobiano e permitem a 

avaliação da toxicidade in vivo (ZAK e O’REILLY, 1991). 
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A ação das substâncias foi avalida primeiramente no modelo invertebrado de C. 

elegans. Este invetebrado já provou ser um modelo essencial para o estudo da virulência de 

fungos e para triagem de novos compostos (BREGER et al., 2007). No entanto, neste 

trabalho, nenhuma das substâncias aumentou a sobrevida de C. elegans. Devido ao tamanho 

reduzido, a injeção direta do fungo no nematóide não é prática (ARVANITIS et al., 2013), 

assim ele é colocado em uma placa contendo o fungo, do qual se alimenta, para que a infecção 

ocorra (MUHAMMED et al., 2012). No entanto, este processo não permite o cálculo preciso 

do inóculo, pois é impossível prever de quanto cada verme irá se alimentar. Dessa forma, 

como nenhuma das concentrações das substâncias aumentou a sobrevida dos vermes em 

relação ao controle, o conteúdo de C. albicans ingerido pelos nematoides pode ter sido 

elevado e, assim, as substâncias não foram efetivas para o tratamento da infecção neste verme. 

A próxima etapa foi avaliar a toxicidade e atividade das substâncias hidrazino 

tiazólicos em outro modelo invertebrado, nas larvas de G. mellonella. Tendo em vista que os 

estudos de toxicidade usando modelos de mamíferos são caros e demorados (NASS e 

HAMZA, 2007; TRALAU et al., 2012), as larvas de G. mellonella foram utilizadas para 

realizar o ensaio de toxicidade in vivo das hidrazino tiazólicos. Este modelo invertebrado é 

altamente adequado para avaliar a toxicidade e a eficácia de novos agentes antimicrobianos 

candidatos a estudos in vivo antes dos testes em mamíferos, além de produzir resultados 

comparáveis àqueles que podem ser obtidos usando modelos vertebrados (DESBOIS e 

COOTE, 2012; BRENNAN et al., 2002; MAGUIRE et al., 2016). 

As substâncias derivadas de hidrazino tiazólicos, assim como nas células cultiváveis, 

não causou toxicidade às larvas de G. mellonella, o que levou a realizar o ensaio de sobrevida 

com esse invertebrado. No geral, o tratamento de larvas com as substâncias sob investigação 

resultou em um aumento na sobrevivência das larvas, um resultado semelhante foi encontrado 

por SÁ e colaboradores (2015), que mostrou um aumento de 70% na sobrevivência de larvas 

de G. mellonella infectadas com C. albicans na dose de 5 mg/kg após o tratamento com 2-(2-

(cyclohexilmetileno)hidrazinil))-4-5 fenilltiazol (CHT), um composto análogo aos utilizados 

neste trabalho. 

A efetiva atividade das substâncias contra isolados clínicos e isolados de referência, 

baixa toxicidade dos compostos in vitro e resultados promissores em G. mellonella com 

aumento da sobrevida desses vermes, possibilitou a realização do ensaio de candidíase oral e 

sistêmica em camundongos com a substância 2. Nos experimentos in vivo, foram utilizados os 

modelos de candidíase oral e sistêmica, por serem as infecções mais comumente causadas por 



62 

 

 

fungos patogênicos oportunistas do gênero Candida presentes na microbiota indígena, que 

estão diretamente ligados à imunossupressão do indivíduo afetado (PUPULIN et al., 2014). 

A nistatina foi utilizada como controle no modelo oral, pois é o agente tópico mais 

utilizado no tratamento da candidíase oral, apresentando melhor eficácia e menor custo em 

relação aos demais medicamentos existentes. Por não ser absorvido pelo intestino, esse 

antifúngico tem baixo potencial de efeitos colaterais, como vômitos, diarréia e náusea, 

adicionando mais vantagens (AKPAN & MORGAN, 2002). Em estudo realizado por WONG 

et al. (2014), os autores demonstraram maior ou similar eficácia de novos compostos sobre a 

nistatina. Em nosso estudo, a substância 2 foi capaz de reduzir a carga fúngica na língua de 

camundongos semelhante à nistatina (Figura 11). 

No modelo murino de candidíase sistêmica, a infecção pode ser encontrada em vários 

órgãos. No entanto, os rins foram os órgãos selecionados para a análise, porque C. albicans 

normalmente se acumula nos órgãos e leva à insuficiência renal (XU et al., 2015; SZABO & 

MACCALLUM, 2011). A redução da carga fúngica foi observada ao analisar os rins dos 

animais tratados com a substância 2, assim como o fluconazol mostrando a eficiência da 

substância hidrazino tiazólico no tratamento da infecção fúngica.  
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7. SÍNTESE DOS RESULTADOS 

As quatro substâncias de derivados hidrazino-tiazólicos apresentaram atividade 

antifúngica contra C. albicans, e mostraram atividade in vitro contra vários patógenos 

fúngicos, porém as substâncias 1 e 2 apresentaram os melhores resultados, com menor 

toxicidade nos modelos celulares estudados e foram aqueles que prolongaram a sobrevivência 

de G. mellonella infectados com C. albicans. A substância 2 inibiu a filamentação, as 

substâncias 1, 2, e 3 inibiram a adesão e as substâncias 1 e 2 diminuiram a viabilidade do 

biofilme maduro de C. albicans. Na análise de expressão gênica todas as substâncias 

regularam negativamente genes relacionados ao biofilme. A atividade da substância 2 foi 

confirmada no modelo murino de candidíase oral e sistêmica por redução da carga fúngica na 

língua e nos rins de animais infectados com fungos. Assim, demonstrando o potencial 

antifúngico deste grupo de substâncias de derivados hidrazino-tiazólicos. 
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