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Resumo

As infeccdes flngicas, especialmente aquelas causadas por leveduras do género Candida, tém se
tornado um problema crescente de salde publica nos Ultimos anos. Com 0 aumento de infecgBes
fungicas causadas por Candida spp. e a escassez de tratamento para as formas mais graves da
doenga, a busca por novos antifingicos se torna necessario, justificando a relevancia de investigacéao
de novos agentes terapéuticos. Este estudo tem por objetivo avaliar a atividade antifingica de dezenove
compostos triazolicos derivados do timol contra Candida albicans e espécies néo-albicans. Foram
realizados testes antifingicos nas concentracdes de 31,25; 62,5; 125; 250 e 500 ppm. Os resultados
demostraram que sete compostos apresentaram atividade antifingica, com concentragdo inibitéria
minima (CIM) variando de 125 a 500 ppm e a agdo fungicida variando entre 250 e 500 ppm. Entretanto,
0 composto TTO7 foi o mais eficaz, exibindo uma ampla atividade antifingica, demonstrando um
potencial significativo para se tornar uma nova alternativa terapéutica. No entanto, sdo necessarios
estudos complementares para revelar os mecanismos de agéo e para avaliar sua eficcia clinica.

Palavras-chave: Antimicrobiano. Candida albicans. Candidiase. Triazol.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude.
Introducéo

Nos ultimos anos as infecgdes flngicas tém aumentado consideravelmente e um dos principais
agentes etiologicos causadores dessas infecgfes sédo as leveduras do género Candida. A Candida é
uma levedura comensal que habita diversas partes do organismo como o trato gastrointestinal, mucosa
oral e vaginal. No entanto, em situa¢des de desequilibrio do sistema imunoldgico ou desestabilizacao
da microbiota, ela pode causar patologias no hospedeiro (Ledn-Garcia et al. 2017, Rocha et al., 2021).
Este fungo causa a candidiase, uma doenca infecciosa que tem se destacado no contexto mundial
(Cordeiro; Matos; Maynard, 2022). Este tipo de infeccdo pode se apresentar superficial, forma mais
comum, além da forma invasiva, que juntamente com a candidemia detém elevadas taxas de
mortalidade variando entre 36% a 63% (Barantsevich; Barantsevich, 2022).

Considerando-se 0 aumento na incidéncia das infec¢fes fungicas sistémicas e o consequente
aumento na mortalidade populacional relacionada, percebe-se que se faz necessario encontrar
compostos mais eficazes, ndo toxicos, que apresentem menos efeitos colaterais e representem uma
abordagem inovadora e promissora para o tratamento das infeccBes flngicas. Nesse contexto, 0 uso
histérico e crescente das plantas medicinais, conhecidas por suas propriedades curativas e
preventivas, oferece uma perspectiva promissora para o desenvolvimento de novos tratamentos
antifingicos (Carvalho et al., 2020; Ferreira et al., 2024; Mattos et al., 2018).

O timol é um monoterpeno natural encontrado, majoritariamente, em 6leos essenciais de plantas,
como o tomilho, o orégano e outras. Este monoterpeno apresenta atividades antifingicas e, deste
modo, pode ser indicado para a sintese de novas moléculas com efeito antifiingico. A partir do
conhecimento do potencial antifingico do timol e interesse na descoberta por novas moléculas
derivadas de compostos naturais que apresentem atividades antifingicas, torna-se relevante o
investimento em pesquisas com compostos derivados do timol (Sun et al., 2021).
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Os triazéis, especificamente, sdo uma classe de compostos azélicos que tém atraido atencado
significativa na pesquisa farmacéutica devido as suas propriedades antifingicas. Os compostos
contendo fragmento triazo6lico, como o fluconazol, itraconazol e voriconazol, sdo usados amplamente
no tratamento de infeccbes fangicas, principalmente em casos de micoses sistémicas e superficiais
(Cutrim, 2020).

Pesquisas indicam que os triazdis séo efetivos contra diversos fungos patogénicos e tém um perfil
de seguranga relativamente favoravel, consolidando-os como uma opgéo relevante para o tratamento
de infecgBes fungicas. A modificagcdo estrutural desses compostos pode resultar no desenvolvimento
de novos agentes antifiingicos com maior eficacia e menor toxicidade, ampliando assim as alternativas
terapéuticas para 0 manejo de micoses (Souza et al., 2020).

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade antifingica de dezenove compostos
triazolicos derivados do timol contra as linhagens de Candida albicans, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis.

Metodologia

Neste estudo, foi realizada inicialmente uma triagem da atividade antifingica de dezenove
compostos triazélicos desenvolvidos no Laboratério de Sintese Orgénica (LaSO) da Universidade
Federal do Espirito Santo.

A atividade antifungica foi realizada pelo método de microdiluicdo de caldo, seguindo as
especificacbes pré-estabelecidas pelo Clinical & Laboratory Standards Institute - CLSI (2008) no
laboratério de Analises Clinicas da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram utilizadas as
linhagens C. albicans (ATCC 24433), C. glabrata (ATCC2001), C. krusei (ATCC20298), C. parapsilosis
(ATCC22019) e C. tropicalis (ATCC750).

O inéculo foi preparado a partir de uma coldnia isolada obtida a partir do crescimento leveduriforme
no meio Agar Sabouraud-Dextrose (ASD). A turbidez dos indculos foi ajustada para uma turbidez de
0,5 na escala de Mac Farland, o que equivale a 1,5 x10® UFC/mL. Os ensaios foram realizados em
microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos de fundo redondo, em triplicata. A mistura de reacdo
final teve um volume de 200 pL, o meio de cultura utilizado foi caldo Sabouraud-Dextrose (CSD).

Os compostos triazélicos foram testados nas concentracdes de 31,25; 62,5; 125; 250 e 500 ppm.
Apo6s a montagem, as microplacas foram incubadas a 35 + 2° C por 24 - 48h. Em seguida foi realizada
a inspecdo visual do crescimento fangico e a determinagéo da concentracao inibitéria minima (CIM).

Cada microplaca teve um controle de esterilidade (sem inéculo), controle de crescimento (inéculo +
meio de cultura) e um controle positivo (in6culo + meio de cultura + anfotericina B), todos submetidos
as mesmas condi¢des de cultivo.

ApOs o teste de microdiluicdo em meio liquido foi feito o plaqueamento dos pocos da CIM dos
compostos e do controle positivo, em placas de Petri contendo 25 mL de ASD. As placas foram
incubadas a 35 * 2° C por 24 horas. O resultado foi definido pela presenca ou auséncia da formacéo
de colbnias, sendo a acdo classificada como fungistadtica ou fungicida, respectivamente. A
concentracdo fungicida minima (CFM) foi definida como a menor concentragdo dos compostos que
foram capazes de impedir o crescimento visivel do subcultivo.

Resultados

Neste estudo, foi realizada inicialmente uma triagem com dezenove compostos. Dentre esses
compostos, o derivado triazélico TTO7 demonstrou a capacidade de inibir o crescimento de todas as
cepas avaliadas com CIM variando de 125 a 500 ppm e outros seis compostos (TTO01, TTO05, TT13,
TT16, TT19, TT20) apresentaram atividade antifingica para ao menos uma das cepas testadas, com
CIM de 500 ppm.

Na Tabela 1 estéo apresentados os valores de CIM e CFM dos compostos triazdlicos testados. Para
o composto TTO7 a CFM foi de 250 ppm em todas as linhagens avaliadas, exceto para C. albicans que
revelou uma CFM de 500 ppm. A CFM dos demais compostos foi superior a 500 ppm em todas as
linhagens avaliadas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Concentrac&o inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) (ppm) dos compostos
triazolicos derivados de timol frente a linhagens de Candida albicans e espécies ndo-albicans.

Derivado

do timol C. albicans C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis

CIM CFM CIM CFM  CIM CFM CIM CFM CIM CFM

TTO1 >500 >500 >500 >500 500 >500 500 >500 >500 >500

TTO2 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TTO3 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TTO04 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TTO5 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500 >500

TTO6 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TTO07 500 500 250 250 125 250 250 250 250 250

TTO8 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TTO9 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT10 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT11 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT13 >500 >500 >500 >500 >500 >500 500 >500 >500 >500

TT14 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT15 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT16 >500 >500 500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT17 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT18 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT19 >500 >500 500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

TT20 >500 >500 500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

Fonte: Os autores.
Discusséo

O presente estudo realizou a triagem da atividade antifingica de compostos triazélicos, derivados
do timol, sobre C. albicans e espécies ndo-albicans através da técnica de microdiluicdo em caldo. Por
meio desta técnica € possivel avaliar a capacidade de compostos em promover a inibicdo do
crescimento fungico e determinar a CIM da droga. Este procedimento é aprovado pelo FDA (Food and
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Drug Administration) e estabelecido como padréo pelo CLSI para a determinacé@o de susceptibilidade
a antimicrobiano (Ostrosky et al., 2008).

Entre os compostos derivados de timol, o triazélico TTO7 foi o mais eficaz, exibindo uma ampla
atividade antiflingica. Ele se destacou especialmente contra C. krusei, para a qual apresentou a menor
CIM registrada (125 ppm), sendo o Unico composto a inibir eficazmente essa cepa em concentragdes
tédo baixas. Além disso, o TTO7 demonstrou CIM e CFM de 250 ppm para C. glabrata, C. parapsilosis e
C. tropicalis, valores de CIM e CFM mais baixas para as cepas em relacdo aos demais compostos
testados. Em relacdo a C. albicans, o TTO7 apresentou uma CIM e CFM de 500 ppm, superior ao valor
registrado para o composto em relacdo as outras cepas, mas ainda assim significativo em comparacgéo
com outros compostos testados, que se mostraram menos eficazes ou inativos. Sua capacidade de
alcancar CIM e CFM em concentracdes relativamente mais baixas indica uma poténcia e consisténcia
na inibicdo do crescimento flngico em comparag¢do com 0s outros compostos.

Por outro lado, a maioria dos outros compostos testados, incluindo TT01, TT02, TT03, TT04, TTO5,
TTO6, TTO8, TTO9, TT10, TT11, TT13, TT14, TT15, TT16, TT17, TT18, TT19 e TT20, apresentou
valores de CIM e CFM superiores a 500 ppm para a maioria das cepas avaliadas, indicando uma
atividade antifiingica limitada ou ineficaz. Embora alguns desses compostos, como o TT05 e o0 TT13,
tenham mostrado alguma atividade contra C. parapsilosis, com CIM de 500 ppm, o desempenho geral
foi insuficiente para justificar um potencial terapéutico, especialmente quando comparado ao TTO7.

Estudos confirmam o potencial antifingico de derivados de timol (Chatrath et al., 2019; Cutrim, 2020;
Souza et al., 2020). Brito et al. (2015) avaliaram a atividade antifiingica do 6leo essencial de Lippia
sidoides Cham (alecrim-pimenta) e de seu componente majoritario timol, sobre cepas de Candida. Os
autores verificaram que a CIM do 6leo frente as cepas variou entre 64 e 256 ppm, enquanto a CIM do
timol foi estabelecida entre 32 e 64 ppm. A CFM do 6leo essencial foi determinada entre 128 e 512 ppm
e para o timol foram encontrados valores entre 64 e 128 ppm. Souza et al. (2020) avaliaram o potencial
antifiingico e do mecanismo de acao do timol contra cepas de C. parapsilosis resistentes ao fluconazol
e a anfotericina B. Os testes de CIM e CFM revelaram que o timol exerceu um efeito fungicida em todas
as cepas analisadas, com CFM de 128 ppm e CIM de 64 ppm.

Os azdis, classe a qual pertencem os triazois, constituem um grupo de agentes antifingicos
sintéticos, com um amplo espectro de atividade e que tem demonstrado resultados promissores no
tratamento de micoses. Os medicamentos desta classe oferecem atividade contra muitos patégenos
fungicos sem os efeitos nefrotdxicos graves observados com a anfotericina B (Cutrim, 2020). Logo, a
exploracdo de novos triazdlicos e seus derivados é essencial para melhorar as abordagens terapéuticas
contra infecgdes fangicas.

Conclusao

O composto triazdlico TTO7 demostrou atividade antifingica contra todas as linhagens de Candida,
destacando-se por apresentar menores valores de CIM e CFM em relagdo aos demais compostos.
Estudos adicionais séo necessarios para entender os mecanismos de acéo do derivado triazolico e
para confirmar sua eficacia em contextos clinicos variados. Assim, o presente estudo, revela o potencial
antifangico do composto TTO7 para se tornar uma nova alternativa terapéutica e ressalta a necessidade
de explorar novos compostos derivados de timol para ampliar as op¢des de tratamento para as
infec¢des fangicas.
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