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RESUMO  

 O aumento de linhagens resistentes aos medicamentos utilizados nos tratamentos 

clínicos, configuram a principal razão dos casos de falhas das terapias antifúngicas existentes. 

Neste sentido, novos compostos como os complexos de Ag(I) têm sido testadas contra Candida 

sp. A literatura tem demonstrado, que o uso de compostos de coordenação de Ag(I) frente as 

linhagens fúngicas são promissores no que se refere ao potencial antifúngico. Todavia, os 

complexos são insolúveis em água, necessitando de recursos nanotecnológicos para sua 

veiculação. Sistemas nanoestruturados baseados em lipídios tem sido empregado com o 

objetivo de promover a melhora da performance farmacológica dos mesmos. Este estudo 

propõe avaliar o potencial antifúngico de compostos de coordenação de Ag(I) incorporados e 

não incorporados em um sistema lipídico nanoestruturado, voltando-se ao controle de espécies 

de Candida. Foi desenvolvido um sistema de liberação de fármacos (nanoemulsão lipídica – 

NL) seguido da caracterização físico-química dos sistemas (dispersão de luz dinâmica, 

Microscopia Eletrônica de Transmissão e ensaios reológicos). A atividade antifúngica dos 

compostos,CCP1.[Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O,CCP2.[Ag(HTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O,,CCP3.[

Ag(PhTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O e CCP4.[Ag(HTSC∙HCl)2](Cl)∙H2O (não incorporado) frente as 

linhagens de  C. albicans ATCC10231, C. glabrata ATCC2001, C. krusei, ATCC6258, C. 

parapsilosis ATCC22019 e C.tropicalis, ATCC750, foram avaliadas por determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) pelo método de microdiluição. Além disso foi realizado 

o ensaio de concentração fungicida mínima, que permitiu avaliar a capacidade de crescimento 

fúngico decorrido 48 horas de incubação a 37ºC. Os ensaios foram realizados por metodologias 

in vitro, a fim de elucidar o perfil antifúngico, dando destaque aos resultados referentes ao 

composto 1. [Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O (CCP1), o qual, apresentou  CIM de 3,9 μg/mL e 

CFM de 7,8 μg/mL para Candida albicans. Adicionalmente foi  realizado e ensaio de biofilme 

em formação, e biofilmes maduros em ensaios de 48h e 72h, os quais obtiveram inibição de 

100% a 2000μg/mL para o CCP1. Ainda foram realizados  ensaios de sorbitol e ergosterol os 

quais sugerem que o CCP1 possa atuar na biossíntese de parede celular, bem como, na 

permeação de íons na membrana fúngica. O ensaio de mutagenicidade revelou que que não há 

índices mutagênicos significantes para o composto [Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O carreado em 

nanoemulsão lipídica (CCPNL1). O ensaio tóxico agudo em modelo de G. mellonella revelou 

que em concentrações que variaram de 5 mg/kg a 100 mg/kg foi atóxica, visto que, a sobrevida 

larval foi de 100% nas condições avaliadas. 

Palavras-chave: Compostos de Ag (I);  Nanoemulsão lipídica, Concentração inibitória 

mínina (CIM);  



  

 

ABSTRACT 

The increase in drug resistant strains used in clinical treatments is the main reason for 

the failure of existing antifungal therapies. In this sense, new molecules such as Ag(I) 

complexes have been tested against Candida sp. The literature has demonstrated that the use of 

Ag(I) coordination compounds against fungal strains are promising in terms of antifungal 

potential. However, the complexes are insoluble in water, requiring nanotechnological 

resources for their solubility. Nanostructured lipid systems have been employed to improve 

their pharmacological performance. This study proposes to evaluate the antifungal potential of 

unloaded and loaded Ag (I) coordination compounds into nanostructured lipid system, focusing 

on the control of Candida species. A drug release system (lipid nanoemulsion - LN) was 

developed and characterized by (dynamic light scattering, transmission electron microscopy, 

Zeta Potential, rheological assays), aiming at the incorporation of Ag (I) coordination 

compounds. CCP1. [Ag (PhTSC∙ HCl)2](NO3)∙ H2O, CCP2. [Ag (HTSC ∙ HCl) 2](NO3)∙H2O, 

CCP3. [Ag (PhTSC ∙ HCl) 2] (Cl)∙H2O and CCP4. [Ag (HTSC∙ HCl)2](Cl)∙H2O against C. 

albicans strains ATCC10231, C. glabrata ATCC2001, C. krusei, ATCC6258, C. parapsilosis 

ATCC22019 and C. tropicalis ATCC750, were evaluated by determination of the minimum 

inhibitory concentration (MIC) by the 96-well plate. In addition, the minimum fungicidal 

concentration test was performed, to evaluate the fungal growth capacity after 48 hours of 

incubation at 37º. The assays were performed by in vitro methodology in order to elucidate the 

desired antifungal profile, highlighting the results related to the compound CCP1. 

[Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O, which presented MIC of 3.9 μg / mL and MFC of 7.8 μg/mL 

for C. albicans. It is noteworthy that all compounds tested against the five fungal strains show 

satisfactory results. Thus, the MIC and MCF assays showed the great potential of Ag (I) 

coordination compounds to inhibit the fungal, showing to be promising against the infections 

caused by Candida species. In addition, a biofilm assay in formation, (48h) and mature (72h) 

were perfomed, which obtained 100% inhibition at 2000μg / mL for coordinated silver 

compound (CSC1). Additionally, sorbitol and ergosterol assays were performed which suggest 

that CSC1 may act on cell wall biosynthesis, as well as ion permeation in the fungal membrane. 

The mutagenicity test (Ames) for loaded coordinated silver compound into lipid nanoemulsion 

(CSCLN1) showed a mutagenicity index lower 2.0 against all strains, demonstrating the 

absence of mutagenic activity in the absence and presence of metabolism. The acute toxic assay 

in the G. mellonella model revealed that at concentrations ranging from 5µg / mL to 100µg / 

mL it was non-toxic, since the larval survival was 100% under the conditions evaluated. 

Keywords: Ag (I) compounds; Lipid Nanoemulsion; Minimal Inhibitory Concentration (MIC) 
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UFC Unidade Formadoras de Colônias 

Zn (II) íons de zinco (II) 

XTT 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5- [carbonilo (fenilamino)]-2H- 

Tetrazóliohidróxido 
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1. INTRODUÇÃO   

 

As doenças infecciosas constituem a segunda principal causa de morbidade e 

mortalidade entre os indivíduos, e continuam a ser consideradas um paradigma da ciência 

moderna, representando um grande problema de saúde pública em todo o mundo, acometendo 

aproximadamente 15 milhões de pessoas por ano (ABAT et al., 2016). 

Espécies microbianas tais como bactérias, vírus, parasitas e fungos estão relacionadas a 

quadros clínicos infecciosos associados a eventos agudos e crônicos que afetam a qualidade de 

vida do ser humano. Os fungos emergem no cenário clínico como microrganismos de grande 

importância no que diz respeito às dificuldades na terapêutica, progressão da doença e 

manutenção da homeostase do paciente (MORENS; FAUCI, 2017). 

A literatura científica apresenta certa escassez de informações epidemiológicas das 

infecções fúngicas, visto que, a incidência difere conforme as regiões geográficas, as condições 

socioeconômicas, número de indivíduos, hábitos culturais bem como as condições individuais 

de risco para o acometimento deste tipo de infecção (GIACOMAZZI et al., 2016). 

Algumas espécies emergem como patógenos de extrema complexidade em casos de 

infecções, em particular, destacam-se aquelas pertencentes ao gênero Candida, do qual a 

maioria das espécies podem ser classificadas como agentes patogênicos e oportunistas de 

diversas doenças que atingem o homem desencadeando os sinais e sintomas indesejáveis em 

quadros corriqueiros de infecção, bem como em episódios invasivos potencialmente fatais   

(BROWN et al., 2012). Ainda em relação a essa situação, vale mencionar que entre as espécies 

desse gênero a espécie C. albicans é a mais associada em quadros de infeções causados por 

fungos oportunistas,  além disso, dispõe de alguns elementos de virulência, os quais, destacam-

se a secreção de enzimas hidrolíticas, formação de hifas e produção de biofilme (MAYER; 

WILSON; HUBE, 2013). Durante muitos anos a microbiologia classificou a espécie C. albicans 

como sendo a principal espécie fúngica envolvida em quadros clínicos como a candidíase 

vulvovaginal, candidíase oral, micoses, onicomicoses, candidemias, doenças respiratórias, 

dentre outras. Com o decorrer das alterações genéticas e adaptações ambientais que as espécies 

do gênero possuem, outras cepas fúngicas denominadas de Candida não-albicans tem sido 

associada à infecções superficiais e sistêmicas, na quais, incluem-se principalmente as espécies 

C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Essas espécies têm emergido com um 

grande perfil de resistência a antifúngicos, o que torna a terapêutica atual muitas vezes ineficaz 

(ÁLVARES, 2007; PAPPAS et al., 2015; SILVA et al., 2011).
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O desenvolvimento dos estados patológicos por espécies deste gênero está associado 

aos mecanismos de virulência atribuídos a diversas espécies. De maneira geral, o fenômeno 

principal da infecção pela maioria destas dá-se pela alta capacidade de aderência aos tecidos do 

hospedeiro. Este evento permite uma posterior colonização favorecendo a subsistência 

intrínseca da levedura no organismo, que, por conseguinte, permite a instalação da doença com 

a formação de biofilme (RAMOS et al., 2016; GULATI et al., 2016; PAPPAS et al., 2016). 

Biofilme é definido como sendo uma comunidade multicelular revestida por uma matriz 

expolissacarídica - EPS , é um material extracelular sintetizado por micro-organismos, é 

constituído principalmente por proteínas extracelulares, ácidos nucleicos, ácido teicótico, 

fosfolipídios e expolissacarídeos, além do mais, essa matriz é responsável pela fixação do 

biofilme em superfícies que podem ser sólidas ou não. É uma particularidade que determinados 

microrganismos possuem (ABAT et al., 2016; AZEREDO et al., 2017; PIERCE et al., 2017). 

Com relação ao tratamento das infecções oriundas da manifestação de espécies fúngicas, 

nota-se considerável carência de fármacos que apresentem eficácia e baixos níveis de efeitos 

colaterais (SILVA et al., 2012). No que se refere à disponibilidade de fármacos antifúngicos, a 

terapêutica clínica conta com quatro principais classes medicamentosas que estão disponíveis, 

sendo elas os polienios, azóis, alilaminas e as equinocandinas (ADWAN et al., 2012; 

ALEXANDER et al., 2013; RENSLO, 2007). 

Os antifúngicos tiveram um progresso menor do que os fármacos antibacterianos, e isso 

transmite certa preocupação, particularmente em relação aos patógenos fúngicos responsáveis 

por diversas infeções invasivas e fatais (REVIE et al., 2018). 

Vale ressaltar que nos últimos anos houve um avanço expressivo na busca de novas 

estratégias que sejam eficientes no controle de patologias oriundas de agentes patogênicos e 

oportunistas. Neste sentido os compostos metálicos têm se mostrado bastante eficazes 

(ABUSKHUNA et al., 2004; REVIE et al., 2018). 

O emprego de compostos metálicos, é considerada uma alternativa promitente de 

potencial antimicrobiano, entre os metais mais utilizados podemos destacar a prata, que 

segundo a literatura cientifica exibe excelentes propriedades frente a diversos agentes 

bacterianos e fúngicos (CARDOSO et al., 2017; DKHAR et al., 2020; Marir et al., 2020). 

Compostos de coordenação ou complexos metálicos consistem em moléculas ou íons 

neutros (denominados ligantes) ligados covalentemente a um átomo de metal central. A maioria 

dos compostos que contêm metais, especialmente metais de transição, são compostos de 

coordenação.(SATO et al., 2015).
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Embora o uso de compostos de coordenação seja importante, a sua baixa solubilidade 

em água é um empecilho, não conseguem permear as camadas lipídicas das células 

comprometendo a biodisponibilidade bem como a sua eficácia (SATO et al., 2015). Neste 

sentido o uso de sistemas nanoestruturados para promover a liberação e veiculação de princípios 

bioativos vem sendo muito utilizado (QIN et al., 2017). A aplicabilidade de sistemas 

nanoestruturados de liberação de fármacos, tais como as nanoemulsões lipídicas vai muito além  

de otimizar a solubilização de compostos, uma vez que a veiculação nestes sistemas promete  

fomentar o potencial terapêutico dos mesmos, o que classifica-se como uma estratégia para  

otimizar a atividade antimicrobiana de diversos tipos de substâncias, a exemplo dos compostos 

de coordenação de prata. (GUPTA et al., 2016; OU et al., 2020).  

A utilização de compostos metálicos em sistemas nanoestruturados como os carreadores 

lipídicos vem sendo empregado com o objetivo de se obter melhores benefícios em relação a 

solubilidade, biodisponibilidade, efeitos indesejáveis bem como a diminuição do regime 

posológico. Atualmente a nanotecnologia é considerada um dos mais promissores meios para 

propiciar o   direcionamento do fármaco no sítio alvo entregando concentrações adequadas de 

componentes ativos durante a terapia (SATO et al.; 2015). 

Tendo consciência dessa complexidade, é importante salientar que os esforços por novas 

estratégias que visam a contenção de agentes fúngicos particularmente os concernentes do  

gênero Candida, bem como a descoberta e consequente síntese de novos fármacos são de 

extrema relevância, uma vez que,  as infecções causadas por tais patógenos  são a principal 

causa de morbimortalidade entre os seres humanos  (ABAT et al., 2016).  
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 2. CONCLUSÕES   

 

 O complexo que melhor apresentou atividade foi 

CCP1.[Ag(PhTSC∙HCl)2](NO3)∙H2O; 

 

 Os valores de CIM obtidos para os compostos coordenados de Ag(I) demonstram   

grande potencial antifúngico frente a todas espécies de Candida testadas; 

 

 O ensaio de CFM revelou que todos os compostos testados possuem 

comportamento fungicida a uma determinada concentração; 

 

 A NLB1 foi selecionada por apresentar características como liquidez, 

transparência e estabilidade. Sendo assim, mostrou ser a mais favorável para a incorporação 

do CCP1; 

 

 A análise por MET demonstrou que   NLB1 como a CCPNL1 possuem 

características morfológicas condizentes com uma nanoemulsão;  
 

 A caracterização farmacotécnica dos sistemas indicam que ambos estão dentro 

dos parâmetros preconizados  para nanoemulsão; 
 

 A reologia demonstrou que o CCP1 e CCPNL1 apresentaram comportamento 

não-newtoniano, e características de uma formulação tixotrópica; 

 

 O ensaio de biofilme demonstrou que o CCP1 assim como o  CCPNL1 foram 

promissores na inibição de biofilme principalmente em sua etapa de formação;  

 

 O ensaio de ergosterol e sorbitol demonstrou que o mecanismo de ação de CCP1 

e CCPNL1 podem estar relacionado  à liberação de ions da membrana celular fúngica, além 

disso, os dados sugerem que podem também atuarem  na biossíntese de parede celular; 

 

 O ensaio de mutagenicidade revelou que a incorporação do CCP1  na  

nanoemulsão não induziu qualquer aumento estatisticamente significativo no número 

revertente de UFC;   

 

 O ensaio tóxico agudo em modelo alternativo em G. mellonella demostrou que 

em concentrações de 5 a 100µg/mL do CCPNL1 podem ser consideradas  são atóxicas, visto  

que, a sobrevida larval nas condições avaliadas foi de 100%.   
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