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Resumo 
 

DINIZ NETO, H. Investigação da atividade antifúngica e anti-biofilme de 2-cloro-
N-fenilacetamida sobre Candida albicans e Candida parapsilosis resistentes a 
fluconazol. 2022. 75p.  Doutorado - Programa de Pós-Graduação em Produtos 
Naturais e Sintéticos Bioativos, Universi-dade Federal da Paraíba. 2022. 
 
Infecções causadas pelo gênero Candida, sobretudo as sistêmicas, representam um 
desafio para a saúde pública devido à alta morbimortalidade, elevados custos 
associados e dificuldade de tratamento com bom prognóstico clínico. Candida 
albicans é a mais frequente causadora desta infecção, entretanto, o número de casos 
provocados por espécies não-albicans como C. parapsilosis tem surgido, com notável 
registro de linhagens resistentes. A busca por novas alternativas terapêuticas se torna 
um recurso importante no controle destas infecções e o aproveitamento de algumas 
substâncias já conhecidas, como a 2-cloro-N-fenilacetamida, é uma maneira de se 
obter novos produtos potencialmente eficazes. Diante disto, o potencial antifúngico da 
2-cloro-N-fenilacetamida foi investigado contra linhagens de C. albicans e C. 
parapsilosis resistentes a fluconazol. A atividade antifúngica da 2-cloro-N-
fenilacetamida foi avaliada in vitro pela determinação da concentração inibitória  e 
fungicida mínima (CIM e CFM), inibição da formação de biofilme e sua ruptura, 
investigação de provável mecanismo de ação e associação desta molécula com 
anfotericina B e fluconazol. O produto teste inibiu o crescimento de todas as cepas de 
C. albicans e C. parapsilosis, com uma CIM variando de 128 a 256 μg.mL-1, e uma 
CFM de 512 a 1.024 μg.mL-1. A substância também inibiu até 92% da formação de 
biofilme e provocou uma ruptura de até 87% do biofilme pré-formado. Porém, a 2-
cloro-N-fenilacetamida não promoveu atividade antifúngica através da ligação ao 
ergosterol da membrana celular nem prejudicou a integridade da parede celular do 
fungo. O antagonismo foi observado ao combinar esta substância com anfotericina B 
e fluconazol. A substância exibiu efeitos antifúngicos significativos inibindo tanto as 
células planctônicas quanto o biofilme de cepas resistentes ao fluconazol. Vale 
salientar que sua combinação com outros antifúngicos deve ser evitada e que ainda 
resta estabelecer seu mecanismo de ação. 
 
Palavras-chave: 2-cloro-N-fenilacetamida. Biofilme. Candida spp. Mecanismo de 
ação. Resistência antifúngica. 
 

 

 

 

 

 

 

 

  



Abstract 
 

DINIZ NETO, H. Investigation of the antifungal and anti-biofilm activity of 2-
chloro-N-phenylacetamide against fluconazole-resistant Candida albicans and 
Candida parapsilosis. 2022. 75p. Doctor’s Degree - Program of Post-Graduation in 

Natural Products and Bioactive Synthetics, Federal University of Paraíba. 2022. 
 
Infections caused by the Candida genus, especially systemic ones, represent a 
challenge for public health due to high morbidity and mortality, high associated costs 
and difficulty in treatment with a good clinical prognosis. Candida albicans is the most 
frequent cause of this infection, however, the number of cases caused by non-albicans 
species such as C. parapsilosis has emerged, with a remarkable record of resistant 
strains. The search for new therapeutic alternatives becomes an important resource in 
the control of these infections and the use of some already known substances, such 
as 2-chloro-N-phenylacetamide, is a way to obtain potentially effective new products. 
Therefore, the antifungal potential of 2-chloro-N-phenylacetamide was investigated 
against fluconazole-resistant C. albicans and C. parapsilosis strains. The antifungal 
activity of 2-chloro-N-phenylacetamide was evaluated in vitro by the determination of 
the minimum inhibitory and fungicidal concentrations (MIC and MFC), inhibition of 
biofilm formation and its rupture, investigation of the possible mechanism of action, 
and association between this molecule and amphotericin B and fluconazole. The test 
product inhibited all strains of C. albicans and C. parapsilosis, with a MIC ranging from 
128 to 256 μg.mL-1, and a MFC of 512 to 1,024 μg.mL-1. It also inhibited up to 92% of 
biofilm formation and rupture of up to 87% of preformed biofilm. However, 2-chloro-N-
phenylacetamide did not promote antifungal activity by binding to cell membrane 
ergosterol, nor did it impair the integrity of the fungal cell wall. Antagonism has been 
observed when combining this substance with amphotericin B and fluconazole. The 
substance exhibited significant antifungal effects by inhibiting both planktonic cells and 
the biofilm of fluconazole-resistant strains. It is worth noting that its combination with 
other antifungals should be avoided and that its mechanism of action remains to be 
established. 
 
Keywords: 2-chloro-N-phenylacetamide. Antifungal resistance. Biofilm. Candida spp. 
Mechanism of action. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Infecções fúngicas são um problema atual e recorrente de saúde pública em 

todo o mundo, afetando de maneiras e graus diferentes variadas populações. Deste 

tipo de infecções, o gênero Candida é responsável por 80% dos casos de infecções 

fúngicas sistêmicas (ALVAREZ-MORENO; CORTES; DENNING, 2018; 

GAMALETSOU; WALSH; SIPSAS, 2018). A candidíase, causada por espécies deste 

fungo, pode se apresentar como infecções superficiais cutâneo-mucosas, mais 

frequentes, e como micoses sistêmicas, menos frequentes mas com maior potencial 

de morbimortalidade (LAMOTH et al., 2018). 

Apesar de Candida albicans ser o agente patogênico predominante nestes 

casos, uma mudança epidemiológica em diversas regiões tem sido observada, com 

um número crescente de casos provocados por espécies de Candida não-Candida 

albicans, como C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei entre outras. Entre tais espécies, 

destaca-se o complexo C. parapsilosis, como agente etiológico de candidíase invasiva 

em ascensão na África e América Latina, tendo como agravante a frequência de 

resistência antifúngica detectada em isolados clínicos (ASADZADEH et al., 2017; 

CANELA, H M S et al., 2017; DA SILVA RUIZ et al., 2013; JAIN; RAWAT; RAI, 2017; 

LAMOTH et al., 2018; MARINS et al., 2018; ZUPANČIČ; BABIČ; GUNDE-

CIMERMAN, 2018).  

Além da resistência antimicrobiana, fatores de patogenicidade como a 

formação de biofilme, o que dificulta o acesso da molécula ao alvo farmacológico, 

toxicidade e custo de tratamentos alternativos representam obstáculos relevantes 

para um manejo adequado com prognóstico positivo do paciente (VITALE, 2021). 

Diante disto, vale ressaltar a urgência e importância da prospecção de novos 

fármacos na tentativa de contornar ou controlar as infecções provocadas por tais 

patógenos, buscando alternativas em produtos de origem natural ou obtidos 

sinteticamente.  

A 2-cloro-N-fenilacetamida é uma molécula amplamente utilizada como 

reagente em síntese orgânica para se obter uma variada gama de substâncias, 

obtendo como produtos outras moléculas farmacologicamente ativas com efeito 

antimicrobiano(YADAV et al., 2018), analgésico e anti-inflamatório (GOUDA et al., 

2018), além de pertencer a uma classe de moléculas conhecidamente herbicidas (MA 

et al., 2021).  
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Vale salientar que, apesar da ampla utilização e do potencial biológico 

apresentado pela classe química e derivados desta molécula, nenhuma investigação 

aprofundada sobre o potencial antifúngico desta substância foi realizada até o 

momento, o que enfatiza a relevância e ineditismo desta pesquisa na contribuição ao 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas contra estas infecções de elevada 

importância, buscando investigar seu potencial antimicrobiano. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Candida spp.: epidemiologia, impactos e patogenicidade 

A incidência de infecções fúngicas aumentou substancialmente nas últimas 

duas décadas, estimando uma ocorrência de 300 milhões de casos com 1.6 milhões 

de mortes anualmente em todo o mundo, tendo como grupos de risco pacientes 

imunossuprimidos (transplantados e com outras condições como infecção por HIV) ou 

Sars-CoV-2 (ITO, 2022; SEAGLE et al., 2022). 

No Brasil, estima-se que aproximadamente 3 milhões de casos graves de 

candidíase ocorram por ano, com taxas de mortalidade que podem chegar até 70% 

(DOI et al., 2016; GIACOMAZZI et al., 2016). Em estudo conduzido nos EUA, 

aproximadamente 60% dos casos de infecções fúngicas diagnosticados foram 

provocados pelo gênero Candida (RAYENS; NORRIS, 2022). 

Tais infecções atualmente representam um desafio importante para os 

governos mundiais devido aos elevados custos associados para os próprios sistemas 

de saúde e para a própria economia do país, em que a soma dos custos diretos e 

indiretos (internações, tratamentos, perda de dias trabalhados, baixa qualidade de 

vida, entre outros) podem chegar a U$ 48 bilhões anualmente em um país como os 

Estados Unidos da América (EUA) (BENEDICT; WHITHAM; JACKSON, 2022). 

Um agente etiológico recorrente em boa parte destas infecções são leveduras 

do gênero Candida, um fungo ubíquo, incluindo a pele e mucosas humanas, onde 

apresenta caráter comensal e oportunista (JACOBSEN; HUBE, 2017). 

Sob algumas circunstâncias que possam favorecer seu crescimento e 

sobrevivência, este fungo pode provocar infecções de variados níveis de gravidade, 

desde uma candidíase superficial até um quadro de micose sistêmica. Entre tais 

fatores de risco para a candidíase invasiva estão citados: procedimentos médicos  

invasivos (cateterismo venoso central, transfusão sanguínea, nutrição parenteral), uso 

de antibióticos de amplo espectro, comorbidades diversas (diabetes mellitus) e uso de 

drogas imunossupressoras (CORTÉS; CORRALES, 2018; DE CÁSSIA ORLANDI 

SARDI et al., 2021; THOMAS-RÜDDEL et al., 2021; TIGEN et al., 2017). Entretanto, 

já foi relatada na literatura a ocorrência de candidíase mesmo em pacientes 

imunocompetentes (RUDRAMURTHY; SINGH, 2020). 
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A candidemia, também chamada de candidíase invasiva, disseminada, 

profunda ou sistêmica, é a denominação atribuída à infecção sintomática de tecidos 

estéreis (coração, sistema nervoso central, pulmão e medula óssea) e corrente 

sanguínea por leveduras do gênero Candida e pode apresentar manifestações 

clínicas diferentes de acordo com o local acometido (endocardite, endoftalmite, 

osteomielite, meningoencefalite, pielo nefrite e abscessos no fígado, rins ou pulmões) 

(Figura 1) (TALAPKO et al., 2021). 

Figura 1 – Patogênese da candidíase invasiva. 

  
Fonte: Adaptado de PAPPAS et al. (2018) 

 

O diagnóstico rápido da candidíase invasiva é um fator decisivo para o sucesso 

do tratamento. Entretanto, este é um objetivo ainda difícil de ser atingido por dois 

motivos: os métodos tradicionais que se baseiam na detecção através de cultura 

hematológica, são pouco sensíveis e podem levar um tempo prolongado para obter 

resultados (CLANCY; NGUYEN, 2013; ROUZÉ; ESTELLA; TIMSIT, 2022); infecções 

fúngicas sistêmicas em geral também tendem a ser negligenciadas e subestimadas, 

tanto pelo corpo clínico quanto por órgãos de saúde e agências financiadoras de 

pesquisa (RODRIGUES; NOSANCHUK, 2021). 

Métodos moleculares para diagnóstico como a reação em cadeia da polimerase 

(Polymerase chain reaction, PCR) e espectrometria de massa por ionização com 

dessorção à laser assistido por matriz e analisador de tempo de voo (Matrix-assisted 

laser desorption-time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) para detecção de 

antígenos fúngicos como DNA e componentes da parede celular fúngica tem sido 

desenvolvidos com boa sensibilidade (cerca de 75%) e rápida obtenção de resultados 
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(minutos), mas sua aplicabilidade na rotina clínica ainda é limitada (KOC et al., 2022; 

MONDAY; PARRAGA ACOSTA; ALANGADEN, 2021). 

Modelos preditivos do risco de candidíase invasiva também tem sido 

desenvolvidos na tentativa de decidir com maior rapidez pela intervenção terapêutica 

empírica, atestando a importância de tratamento rápido para o sucesso clínico, 

sobretudo em ambientes em que métodos automatizados não estejam disponíveis 

(RISANDY et al., 2021; YOO et al., 2021).   

Apesar de C. albicans ser tradicionalmente a espécie mais isolada em casos 

de candidíase invasiva, recentemente, têm ocorrido um aumento dos casos de 

infecção hospitalar provocados por espécies não-albicans do gênero Candida, sendo 

algumas destas espécies pertencentes ao complexo C. parapsilosis, inclusive com 

notificação de surto de contaminação entre centros hospitalares por linhagem deste 

patógeno resistente a fluconazol durante o período mais crítico da pandemia do Sars-

CoV-2 (ENOCH et al., 2017; HARE et al., 2022; JAIN; RAWAT; RAI, 2017; THOMAZ 

et al., 2022). 

O complexo C. parapsilosis engloba as espécies C. parapsilosis sensu stricto, 

C. metapsilosis e C. orthopsilosis (TAVANTI et al., 2005). O perfil de susceptibilidade 

antifúngica, prevalência e virulência pode variar entre estas espécies, cuja 

diferenciação é realizada através de métodos moleculares como MALDI-TOF MS 

(HAAS et al., 2016; MARCOS‐ ARIAS et al., 2020).  

Este complexo também tem figurado como o segundo agente causador de 

candidemia mais frequente em alguns países do sul da Europa, África, América do 

Norte e em grande quantidade, na América do Sul, tendo como grupos de risco recém-

nascidos, pacientes transplantados e portadores de outras condições como câncer. 

Vale notar que esta espécie tradicionalmente apresenta perfil de susceptibilidade 

diminuído a equinocandinas, sendo o uso de azólicos mais indicado. Porém, 

diminuição da susceptibilidade à azólicos como fluconazol também tem sido 

registrada para este complexo (DEMIRCI‐ DUARTE; ARIKAN‐ AKDAGLI; GÜLMEZ, 

2021; MEDEIROS et al., 2019; SUN et al., 2019; TÓTH et al., 2019; ZUPANČIČ; 

BABIČ; GUNDE-CIMERMAN, 2018). 

Alguns fatores de virulência favorecem a sobrevivência e disseminação 

ambiental assim como a invasão tecidual e permanência deste fungo no hospedeiro. 

Além da adaptação metabólica deste gênero, algumas espécies podem sofrer uma 

transição morfológica de levedura para formas filamentosas conhecidas como hifas 



17 

 

(também chamadas de pseudohifas de acordo com alguns autores), que contém alta 

capacidade de provocar dano e invasão tecidual, permitindo que este patógeno atinja 

mais facilmente tecidos e órgãos mais profundos (DUNKER et al., 2021; LOPES; 

LIONAKIS, 2022). 

A formação de hifas também pode levar ao desenvolvimento de biofilme 

microbiano, uma estrutura de maior complexidade que confere ainda mais resistência 

ao patógeno por torna-lo mais apto à permanência em determinados ambientes 

(NETT; ANDES, 2020; SILVA et al., 2017). 

O biofilme de Candida spp. (Figura 2) é formado por uma matriz extracelular 

composta por alta densidade celular de hifas, células metabolicamente inertes que 

exibem tolerância a diversos antifúngicos, chamadas de células persistentes e uma 

mistura de substâncias excretadas pelo fungo, como proteínas (55%), polissacarídeos 

semelhantes aos encontrados na parede celular fúngica (25%), lipídeos (15%), 

principalmente esteróis cuja produção é aumentada, e ácidos nucléicos (5%), que 

influenciam na expressão gênica das células sésseis (NETT, 2014; TALAPKO et al., 

2021). Com esta organização, a matriz do biofilme provê um ambiente que favorece 

o fornecimento de nutrientes, água e sinalizadores químicos, assim como a proteção 

de fatores externos como fármacos e células imunológicas (XU et al., 2022). 

Figura 2 – Mecanismos envolvidos na resistência do biofilme de Candida spp. 

  
Fonte: Adaptado de SILVA et al., (2017). 

 

Por estes motivos, o biofilme fúngico formado em superfícies de materiais 

médico-hospitalares e também em tecidos do hospedeiro são um importante fator de 

virulência e patogenicidade de espécies deste gênero fúngico. 
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2.2 Terapia e resistência antifúngica 

O tratamento da candidíase sistêmica se baseia no estado clínico do paciente 

e da espécie de Candida isolada, assim como o seu perfil de sensibilidade aos 

antifúngicos disponíveis, os quais pertencem a três classes: azólicos (fluconazol, 

voriconazol e itraconazol), equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e 

micafungina) e poliênicos (de anfotericina B). O complexo lipídico de anfotericina B e 

o itraconazol são medicamentos antifúngicos disponíveis no estoque estratégico do 

Ministério da Saúde, dispensados pela área técnica de Vigilância e Controle das 

Micoses Sistêmicas, desde 2008 (BRASIL, 2021). 

Além do uso tradicional de fluconazol para o manejo inicial de candidíase 

invasiva, diretrizes recentes como a brasileira e a americana, passam a recomendar 

a utilização de equinocandinas como tratamento inicial inespecífico para candidíase 

invasiva. Após identificação da espécie e teste de susceptibilidade antifúngica, 

terapias alternativas incluem fluconazol (quando este não foi utilizado como primeira 

escolha) e anfotericina B lipossomal. O esquema terapêutico deve ser mantido por 14 

dias após as hemoculturas apresentarem resultado negativo (COLOMBO et al., 2013; 

PAPPAS et al., 2016; WANG et al., 2019). 

Em se tratando de terapia específica para a Candida parapsilosis, apenas 

fluconazol como terapia inicial e anfotericina B lipossomal, voriconazol, itraconazol e 

equinocandinas como terapia alternativa foram relatados por diretrizes de Taiwan, Irã, 

Japão e União Européia (WANG et al., 2019). 

Apesar das recomendações do uso de equinocandinas como primeira escolha 

e do declínio do uso de fluconazol devido ao surgimento de cepas resistentes, alguns 

hospitais e serviços de saúde ainda utilizam fluconazol e até mesmo anfotericina B 

desoxicolato como intervenção primária por questões financeiras ou apenas 

desconhecimento por parte da equipe clínica, apesar da ocorrência de resistência e 

toxicidade associados a estes fármacos, respectivamente (GAMARRA; NUCCI; 

NOUÉR, 2022; MARINS et al., 2018; MONI et al., 2022; PINTO-MAGALHÃES et al., 

2019). 

Os antifúngicos azólicos como o fluconazol atuam inibindo a via metabólica da 

biossíntese do ergosterol através da inibição da enzima lanosterol 14a-demetilase, 

codificada pelo gene ERG11, responsável pela conversão de lanosterol a ergosterol, 
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um esterol fundamental na estrutura da membrana celular fúngica. Este mecanismo 

resulta na formação de um esterol tóxico, 14-metilergosta-8,24(28)-dieno-3,6-diol, 

convergindo na alteração da fluidez da membrana e comprometimento do 

crescimento fúngico. Também foi proposto que o fluconazol induz a autofagia da 

célula fúngica, contribuindo para sua ação antifúngica (MUSIOL; KOWALCZYK, 2012; 

YANG et al., 2022).  

A anfotericina B, da classe dos poliênicos se liga diretamente ao ergosterol 

presente na membrana celular formando poros, levando ao extravasamento do 

conteúdo interno como água e íons ocasionando a morte celular. Um mecanismo 

alternativo é de que a anfotericina extrai ergosterol da membrana, formando uma 

estrutura semelhante a uma esponja que prejudica a estabilidade membranar. Apesar 

de sua eficácia no tratamento de infecção sistêmica, a anfotericina B possui alto grau 

de toxicidade, sobretudo a renal, ocorrendo em 80% dos pacientes tratados com este 

fármaco (ANDERSON et al., 2014; CAROLUS et al., 2020; KAMIŃSKI, 2014). 

As equinocandinas atuam em nível de parede celular fúngica inibindo a enzima  

β-glucana-sintase, codificada pelo gene FKS1/2, que produz a 1,3-β-D-glucana, um 

polímero de função estrutural fundamental. A ausência deste polímero acarreta em 

ruptura da parede celular resultando em atividade fungicida especialmente em cepas 

de Candida, incluindo aquelas resistentes a antifúngicos azólicos e poliênicos. Além 

de sua notável atividade fungicida, esta classe é bem tolerada na terapêutica, 

produzindo menos efeitos adversos que outros fármacos utilizados contra candidíase 

sistêmica como a anfotericina B. Vale notar que um efeito antagônico ocorre ao utilizar 

doses muito altas desta classe, o que é chamado de “Eagle effect”, em que o fungo 

consegue crescer mesmo em altas concentrações do fármaco, supostamente por 

adaptação e estímulo das vias da calcineurina e síntese de quitina para manter a 

integridade da parede celular (AGUILAR-ZAPATA; PETRAITIENE; PETRAITIS, 2015; 

SZYMAŃSKI et al., 2022). 

Já é bem estabelecido que a terapia combinatória é uma estratégia valiosa no 

aproveitamento de fármacos para a obtenção de maior sucesso terapêutico com 

melhores resultados clínicos do paciente, incluindo em casos de infecções fúngicas. 

Estudos de associação entre antifúngicos diferentes permitem viabilizar uma 

terapia de êxito onde as monoterapias podem falhar, seja na erradicação do agente 

etiológico, seja no tratamento com poucos efeitos adversos indesejáveis para o 

paciente. Além disto, diante do aumento de casos provocados por linhagens 
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resistentes, o desenvolvimento de estratégias alternativas e/ou adjuvantes mais 

eficazes para as infecções sistêmicas torna-se crucial. Um exemplo disto é a 

combinação de anfotericina B com a flucitosina para o tratamento de candidíases mais 

graves com diminuição da chance do desenvolvimento de resistência, em comparação 

com a utilização da flucitosina isoladamente (THOMSON et al., 2017; VITALE, 2021).  

Um grande obstáculo para o sucesso da terapia antifúngica certamente é o 

desenvolvimento de resistência antifúngica. Devido a plasticidade genética deste 

fungo, as espécies do gênero Candida podem facilmente adquirir resistência a um 

antifúngico. Além da adaptação, uma espécie pode apresentar resistência intrínseca, 

como ocorre com C. krusei e C. parapsilosis (DEMIRCI‐ DUARTE; ARIKAN‐

AKDAGLI; GÜLMEZ, 2021; KRONEN et al., 2017).  

Espécies de Candida spp. podem apresentar diveros mecanismos de 

resistência antifúngica (Figura 3). Os mecanismos de resistência mais comuns 

apresentados são de modificações nos alvos farmacológicos, como mutações dos 

genes ERG11 e FKS1/2, conferindo resistência a azólicos e equinocandinas, 

respectivamente (XISTO et al., 2017). Também pode ocorrer a hiperexpressão do 

gene ERG11, levando a um aumento das enzimas disponíveis, necessitando do 

aumento da dose de azólicos para atingir um efeito adequado (REVIE et al., 2018). A 

hiperexpressão de bombas de efluxo da superfamília de transportadores ligados a 

ATP (ATP-binding cassette - ABC) (Candida drug resistance - CDR1, CDR2) e da 

superfamília dos facilitadores majoritários (Major facilitators superfamily – MFS), 

(Multidrug resistance - MDR1) também impede que o fármaco chegue até o local de 

ação (RUIZ-BACA et al., 2021). Perda de função induzida por mutação nos genes 

ERG3 e ERG11 podem levar a formação de esteróis alternativos ao ergosterol, 

diminuindo a oferta deste alvo essencial para a ação da anfotericina B (BOHNER; 

PAPP; GÁCSER, 2022). A resistência fúngica também depende da ação da proteína 

Hsp90, um importante regulador dos processos de adaptação, crescimento celular e 

resposta ambiental, induzindo o aparecimento de resistência através de alguns dos 

mecanismos já citados (CRUNDEN; DIEZMANN, 2021).  
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Figura 3 – Principais mecanismos de resistência antifúngica em Candida spp. 

  
Legenda: (a) alteração do alvo enzimático; (b) hiperexpressão de bombas de efluxo; (c) diminuição de 
ergosterol na membrana celular; (d) aumento da tolerância a estresse e alteração da parede celular.  

Fonte: Adaptado de RUIZ-BACA et al. (2021). 

 

Além do difícil tratamento associado a significativas taxas de mortalidade (30 a 

70% em alguns países), a candidemia também prolonga consideravelmente a estadia 

de pacientes em unidades de terapia intensiva, adicionando de 8 a 30 dias de 

permanência em ambiente hospitalar (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; RIERA et al., 

2022).  

Considerando que a ocorrência de resistência microbiana em cepas fúngicas 

vem acontecendo em ritmo mais acelerado que o descobrimento de moléculas 

antifúngicas, vale ressaltar a urgência e importância da prospecção de novos 

fármacos na tentativa de contornar ou controlar as infecções provocadas por tais 

patógenos, buscando alternativas em produtos de origem natural ou obtidos 

sinteticamente (FISHER et al., 2018).  

 

2.3 Busca por novos antifúngicos: 2-cloro-N-fenilacetamida 

Diante de um déficit perceptível no desenvolvimento de novos agentes 

antifúngicos, diversas estratégias são empregadas na tentativa de suplantar esta 

vulnerabilidade. Entre tais estratégias estão a prospecção de produtos naturais e 

derivados de origem vegetal e animal, que já demonstrou enorme potencial 

farmacológico em diversas áreas além da atenção contra infecções microbianas 

sobretudo em locais como Brasil, cuja biodiversidade e riqueza histórica-cultural 
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oferecem um amplo espaço de atuação para a etnofarmacologia (FERNANDES et al., 

2019; FRANCO; VÁZQUEZ, 2020).  

Além disto, a área de pesquisas in silico que utilizam modelos matemáticos 

através de softwares também surgem como um importante aliado na busca por novos 

agentes bioativos, possibilitando uma pesquisa direcionada mais rápida e econômica 

através de modelos preditivos de ação farmacológica (BRUNO et al., 2019). 

Especialmente nos anos recentes, sob o contexto de pandemia de Coronavírus 

(Sars-CoV-2), também temos visto o emprego extensivo de estratégias de 

reposicionamento de fármacos, ao avaliar substâncias já conhecidas e 

comercializadas para uma finalidade diferente daquela a qual foi desenvolvida, 

buscando reaproveitar dados e recursos para obter uma alternativa de forma mais 

rápida (BIBI et al., 2021). 

 Outra estratégia que já tem sido utilizada há vários anos e com um vasto 

registro de exemplos de sucesso é a obtenção de novos produtos e derivados 

otimizados através da síntese química (GALLARDO-GODOY et al., 2016; KIM et al., 

2018). 

Todas estas estratégias também podem ser empregadas em conjunto ao se 

analisar a relação estrutura-atividade de determinado grupos de moléculas em um 

modelo computacional, baseado em análises prévias de estudos etnofarmacológicos, 

comparação de produtos naturais conhecidamente bioativos ou reaproveitamento de 

fármacos já comercializados, para em seguida proceder a síntese química de 

análogos ou derivados na esperança de se obter um produto com qualidade 

farmacológica superior (DE ARAÚJO et al., 2013; SOUZA et al., 2019). 

Como já exposto, o estudo de moléculas já conhecidas e utilizadas em 

determinadas finalidades sob uma nova ótica de utilização é uma maneira de se 

reaproveitar recursos e conhecimentos já obtidos ao se trabalhar com uma substância 

já familiar no ambiente científico. Isto pode ser aplicado e observado ao selecionar 

uma substância amplamente utilizada em diversas rotas sintéticas para obtenção de 

uma multitude de outros compostos, como o caso da 2-cloro-N-fenilacetamida (Figura 

4), um reagente utilizado para obter derivados com ação antimicrobiana, anti-

inflamatória e analgésica (GOUDA et al., 2018; YADAV et al., 2018). 
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Figura 4 – Estrutura química da 2-cloro-N-fenilacetamida.  

 
Fonte: Elaboração própria, 2022. 

 

As cloroacetamidas, classe de moléculas a qual pertence a 2-cloro-N-

fenilacetamida, já são comumente utilizadas como herbicidas mundialmente. 

Entretanto, apesar de sua toxicidade, derivados deste grupo de moléculas tem 

demonstrado notável atividade antifúngica (DA ROSA MONTE MACHADO et al., 

2022; MA et al., 2021; MACHADO et al., 2019). 

A escolha em particular da molécula 2-cloro-N-fenilacetamida provém da 

observação de estudos de triagem anteriores realizados por Aschale (2012), Katke et 

al. (2011) e Patel & Shaikh (2011) no qual observaram que a referida molécula 

apresentava atividade antimicrobiana, especialmente frente às amostras planctônicas 

de C. albicans. Entretanto, apenas uma cepa foi usada nos ensaios pelos autores. 

Esta molécula também já apresentou atividade antifúngica contra Aspergillus flavus 

(FERREIRA et al., 2021) e seus derivados foram eficazes contra Klebsiella 

pneumoniae (CORDEIRO et al., 2020). 

Desta forma, buscou-se investigar de forma mais extensa o potencial 

antifúngico desta molécula ampliando a amostra microbiológica de C. albicans 

utilizando também outra espécie, C. parapsilosis, com perfil específico de resistência 

ao fluconazol, assim como aplicando outras metodologias para analisar o real 

potencial antifúngico da substância. 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a atividade antifúngica de 2-cloro-N-fenilacetamida frente a linhagens de C. 

albicans e C. parapsilosis originadas de infecção hospitalar e cepas padrão. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Analisar perfil de sensibilidade das cepas fúngicas frente antifúngicos padrões; 

• Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida 

Mínima (CFM) da 2-cloro-N-fenilacetamida; 

• Avaliar o efeito da 2-cloro-N-fenilacetamida em associação aos antifúngicos 

contra as linhagens fúngicas testadas; 

• Estudar os possíveis mecanismos de ação da 2-cloro-N-fenilacetamida com 

ênfase nos seus efeitos sobre a parede celular e a membrana plasmática fúngica; 

• Observar o efeito da substância sobre a cinética de crescimento microbiano 

das leveduras. 

• Examinar o efeito da substância sobre a formação de biofilme assim como 

sobre biofilmes maduros. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Local de trabalho 

 

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antifúngica foram 

realizados no Laboratório de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e Antifúngica de 

Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, Departamento de Ciências 

Farmacêuticas (DCF), Centro de Ciências da Saúde (CCS) da Universidade Federal 

da Paraíba. 

Os experimentos de análise do efeito sobre biofilme e sobre a integridade 

celular foram conduzidos utilizando o Laboratório Multiusuário do Departamento de 

Biologia Molecular (DBM) da UFPB. 

 

4.2 Substâncias e meios de cultura 

 

A 2-cloro-N-fenilacetamida foi fornecida pelo Prof. Dr. Petrônio Filgueiras de 

Athayde Filho e seus colaboradores do Laboratório de Pesquisa em Bioenergia e 

Síntese Orgânica (LPBS), do Departamento de Química, CCEN, UFPB. 

Os antifúngicos utilizados nos ensaios foram: fluconazol, voriconazol, 

caspofungina e anfotericina B. Estas substâncias foram adquiridas da Sigma-Aldrich® 

(Filial: São Paulo-SP). Todos os produtos utilizados foram pesados e devidamente 

solubilizadas em dimetil-sulfóxido (DMSO) a 5% e tween 80 a 2%, completando-se o 

volume final com água destilada esterilizada de acordo com as concentrações 

desejadas (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HOOD; WILKINSON; CAVANAGH, 2003; 

PEREIRA et al., 2015). 

Para a manutenção das cepas e linhagens e ensaios da atividade antifúngica, 

foram utilizados o Agar Sabouraud Dextrose – ASD, Caldo Sabouraud Dextrose – 

CSD (DIFCO LABORATORIES/EUA/FRANÇA), e Roswell Park Memorial institute - 

RPMI 1640-L-glutamina (LGC BIOTECNOLOGIA/BRASIL), preparados segundo as 

descrições dos fabricantes. 
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4.3 Microrganismos 

 

Para os ensaios de atividade antifúngica, foram utilizadas cepas padrão (ATCC 

– American Type Culture Collection) e linhagens de origem clínica oriundas de 

candidemia, sendo estas: Candida albicans ATCC-76485, C. albicans 117, C. albicans 

516, C. albicans 587, C. albicans 616, C. albicans 699, Candida parapsilosis ATCC-

22019, C. parapsilosis 439, C. parapsilosis 546, C. parapsilosis 689, C. parapsilosis 

5770, C. parapsilosis 55117. Todas as linhagens fúngicas pertencem à coleção da 

Micoteca do Laboratório de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e Antifúngica de 

Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, Departamento de Ciências 

Farmacêuticas (DCF), Centro de Ciências da Saúde (CCS) da Universidade Federal 

da Paraíba. Para preparação do inóculo, as colônias dos micro-organismos foram 

suspensas em solução de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de acordo com o padrão 0,5 

de McFarland, para obter um inóculo de 1-5x106 UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 

1991; CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2008; HADACEK; 

GREGER, 2000; OSTROSKY et al., 2008). 

 

4.4 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 

A determinação da CIM dos produtos sobre as cepas de Candida foi realizada 

por meio da técnica de microdiluição em caldo em microplaca contendo 96 poços com 

fundo em forma de “U” (ALAMAR®). Inicialmente, foram distribuídos 100 µL de Caldo 

RPMI nos poços das placas. Em seguida, 100 µL do produto solubilizado, assim como 

os antifúngicos azólicos para determinação do perfil de resistência e anfotericina B 

como controle, foram dispensados nas cavidades da primeira coluna de cada placa. 

Logo depois, foi feita uma diluição seriada a uma razão de dois, de forma que as 

concentrações finais das substâncias nos poços após a adição do inóculo seja de 

1024 µg/mL até 0,5 µg/mL. Por fim, foi adicionado 10 µL do inóculo das leveduras nas 

cavidades, onde cada linha da placa refere-se a uma cepa fúngica específica. As 

placas assepticamente fechadas foram incubadas a 35±2ºC por 24 h para ser 

realizada a leitura posteriormente. Paralelamente, foram realizados controle de 

esterilidade do meio e controle de viabilidade microbiana. Todo o ensaio foi realizado 

em triplicata. A CIM foi definida como a menor concentração dos produtos que 

produziram inibição, verificada como ausência de turbidez nos poços, quando em 
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comparação com seu controle. O resultado foi expresso pela média aritmética das 

CIM’s obtidas nos três ensaios (ARENDRUP et al., 2017; CLINICAL AND 

LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2008; ELOFF, 1998; HADACEK; 

GREGER, 2000). 

 

4.5 Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) 

 

Após leitura da CIM, alíquotas de 10 µL do sobrenadante das cavidades onde 

foi observada completa inibição do crescimento fúngico (CIM, CIM x2 e CIM x4) nas 

placas de microdiluição foram adicionadas em 100 µL de caldo RPMI contidos em 

novas placas de cultura celular, onde foram incubadas por 24 h a 35±2°C. A CFM foi 

considerada como a menor concentração do produto em que não houve crescimento 

de leveduras no meio de cultura. Os ensaios foram realizados em triplicata e o 

resultado expresso pela média aritmética das CFM’s obtidas nos três ensaios e a 

natureza da atividade foi considerada como sendo fungicida quando a razão 

CFM/CIM≤4 e fungistática quando CFM/CIM>4 (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 

2016; NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008; SALIE; EAGLES; LENG, 1996; SIDDIQUI 

et al., 2013). 

 

4.6 Efeito sobre a cinética de crescimento microbiano 

 

Procedimentos para o presente ensaio foram realizados utilizando a 

metodologia de Klepser et al., (1998) com algumas modificações. Curvas de 

crescimento microbiano em função do tempo foram utilizadas para avaliar o efeito de 

inibição exercido pela substância em diferentes concentrações. Numa placa de 

microdiluição de 96 poços de fundo plano foi adicionado meio de cultura a cada poço 

seguido da 2-Cloro-n-fenilacetamida em concentrações correspondentes a CIMx4 

(1024 µg/mL), CIMx2 (512 µg/mL) e CIM (256 µg/mL). Finalmente, 100 µL de inóculo 

fúngico foram adicionados a cada poço. As placas foram incubadas por 24 horas a 

35ºC em leitor de microplacas (BIOTEK™ EON™) e os valores de absorbância foram 

lidos a 530 nm a cada quatro horas. O experimento foi realizado em triplicata. As 

curvas de crescimento foram construídas plotando a absorbância registrada pelo leitor 

de microplacas em função do tempo (horas) com o software estatístico 
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GraphPadPrism (versão 6.0 para Windows, San Diego, CA - USA) (KLEPSER et al., 

1998, 2000). 

 

4.7 Inibição de formação de biofilme 

 

A capacidade das espécies de Candida de formar biofilme é um fator agravante 

no controle desse patógeno, uma vez que facilita sua disseminação. Dessa forma, um 

produto capaz de impedir a instalação desta estrutura em várias superfícies torna-se 

um recurso valioso na prevenção dessas infecções fúngicas (LOHSE et al., 2020). 

Para avaliar o efeito de 2-cloro-N-fenilacetamida na inibição da formação de 

biofilme, 10 μL de inóculo fúngico de C. albicans (ATCC-76485, 117, 516, 587 e 616) 

e C. parapsilosis (ATCC-22019, 439, 689 e 5770) foram incubados durante 48h a 

35±2ºC em 100µL de caldo RPMI com diferentes concentrações de 2-cloro-N-

fenilacetamida (MICx4, MICx2, MIC, MIC/2, MIC/4). Em seguida, os poços foram 

esvaziados, lavados com água destilada estéril para a remoção de células não 

aderidas e separados para secagem à temperatura ambiente. Após a secagem, o 

conteúdo fixado nas paredes dos poços foi tingido com 140μL de solução de cristal 

violeta em 1% (NEWPROV®) por 40 minutos. Após o descarte e lavagem do excesso 

de corante e secagem, foram adicionadas 140μL de etanol absoluto (RIOQUÍMICA®) 

por 30 minutos. 

A quantificação de células fixas e tingidas nas paredes do poço foi realizada 

em espectrofotômetro para microplaca (Multiskan GO) a 590 nm. Ao mesmo tempo, o 

controle negativo foi realizado apenas com o meio cultural e o inóculo fúngico. Todas 

as análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como a 

média aritmética dos valores de absorção obtidos, sendo plotados em gráficos com o 

software estatístico  GraphPadPrism (version 6.0 for Windows, San Diego, CA - USA). 

O percentual de inibição da formação de biofilme foi calculado utilizando-se a seguinte 

fórmula: % inibição de formação de biofilme = 100 - [(ABS590 teste/ABS590 controle) x 

100] (BALASUBRAMANIAN et al., 2012; ONSARE; ARORA, 2015). 

 

4.8 Ruptura de biofilme pré-formado 

 

Além de prevenir a formação de biofilme, produto capaz de penetrar e 

danificar sua estrutura já formada também adquire grande relevância bioativa, uma 
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vez que um biofilme já estabelecido confere grande resistência ao fungo contra 

agressões externas como drogas antifúngicas (TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016). 

Para observar se o produto exibe esta propriedade, 10μL do inóculo fúngico 

de C. albicans (ATCC-76485, 117, 516, 587 e 616) e C. parapsilosis (ATCC-22019, 

439, 689 e 5770) foram incubados por 48h a 35±2ºC em 100µL de caldo RPMI. Após 

a eliminação do conteúdo dos poços, 100μL de RPMI contendo diferentes 

concentrações de 2-cloro-N-fenilacetamida (CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4) foram 

adicionados e incubados por mais 48h à 35±2ºC. 

Então, após coloração das células fixadas nos poços, como descrito 

anteriormente, a densidade optica da solução cristal violeta-etanol foi medida em leitor 

de microplaca (Multiskan GO) a 590 nm. Paralelamente, foi realizado o controle 

negativo onde o meio de cultura, sem a substância de teste, foi adicionado aos poços 

com biofilmeformado. Todas as análises foram realizadas em triplicado e os 

resultados foram expressos como a média aritmética dos valores de absorção obtidos, 

sendo plotados em gráficos com o software estatístico GraphPadPrism (version 6.0 

for Windows, San Diego, CA - USA). O percentual de ruptura do biofilme foi calculado 

utilizando a seguinte fórmula:  % de rupture do biofilme = 100 - [(ABS590 teste/ABS590 

controle) x 100] (ONSARE; ARORA, 2015; RAJASEKHARAN et al., 2017). 

 

4.9 Ação do produto na parede celular fúngica  

 

Buscando observar se a 2-cloro-n-fenilacetamida causa danos a parede celular 

fúngica, a CIM do produto foi avaliada na presença e ausência de um estabilizador 

osmótico, o sorbitol. Caso um produto atue de alguma forma sobre a parede celular 

fúngica, ele provocará lise celular quando na ausência do sorbitol, mas permitirá o 

crescimento das leveduras na presença deste protetor osmótico. 

A determinação da CIM do produto, na presença do sorbitol, foi realizada pelo 

método de microdiluição de forma semelhante ao item 3.5.1, onde os micro-

organismos foram expostos em diferentes concentrações do produto-teste em um 

meio com sorbitol (0,8M). Paralelamente foram realizados controles com 

caspofungina, de esterilidade do meio e de viabilidade microbiana (FROST et al., 

1995; ZACCHINO, 2001). 
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4.10 Ação do produto na membrana celular fúngica 

 

Muitos fármacos disponíveis para o uso clínico interagem diretamente com o 

ergosterol da membrana fúngica, ocasionando danos à membrana celular fúngica. 

Visto que a presença de ergosterol exógeno no meio de cultura induz a diminuição da 

ligação dos antifúngicos ao ergosterol da membrana, é esperado que a CIM destes 

produtos aumentem, uma vez que precisará de uma concentração muito maior da 

molécula antifúngica para que possa interagir com seu alvo molecular (VALGUS, 

2003). 

A determinação da CIM dos produtos contra cepas de C. albicans e C. 

parapsilosis foi realizada por microdiluição de forma semelhante ao item 3.5.1 onde 

os micro-organismos foram expostos em diferentes concentrações dos produtos-

testes em um meio com ergosterol (400µg/mL). Por último, foi realizado o mesmo 

procedimento com a anfotericina B, agente antifúngico com conhecida afinidade e 

ação sobre ergosterol de membrana (ESCALANTE et al., 2008). 

 

4.11 Estudo de associação – Método checkerboard 

 

O efeito de associação da 2-cloro-n-fenilacetamida com antifúngico padrão foi 

determinado a partir da técnica de microdiluição – checkerboard para derivação do 

ICIF (Índice da concentração inibitória fracionada). Foram utilizadas soluções das 

substâncias em concentrações determinadas a partir de suas respectivas CIM's. 

Inicialmente, 100 μL de caldo RPMI foram adicionados nos poços da microplaca estéril 

contendo 96 cavidades, com fundo em forma de “U” (ALAMAR®). Em seguida, 50 μL 

de cada produto testado, em diversas concentrações (CIM÷8, CIM÷4, CIM÷2, CIM, 

CIM×2, CIM×4 e CIM×8 de acordo com o resultado observado nos ensaios 

posteriores) foram adicionados no sentido vertical (anfotericina B ou fluconazol) e 

horizontal (2-cloro-n-fenilacetamida) da microplaca. Por fim, foi adicionado 20 μL da 

suspensão fúngica. O ensaio foi realizado em duplicata, sendo as microplacas 

incubadas a 35±2ºC por 24 h. O ICIF (Índice da Concentração Inibitória Fracionada) 

foi calculado através da soma do CIFA + CIFB (CIFA= Concentração Inibitória 

Fracionada da 2-cloro-n-fenilacetamida; CIFB= Concentração Inibitória Fracionada da 

anfotericina B ou fluconazol). O CIFA, por sua vez, é calculado através da relação CIMA 

combinado/CIMA isolado, enquanto que o CIFB = CIMB combinado/CIMB isolado. Este 
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índice é interpretado da seguinte forma: sinergismo (ICIF ≤ 0,5), antagonismo (ICIF > 

4,0) e indiferença (0,5 < ICIF ≤ 4) (ODDS, 2003; SHIN, 2003). 

 

4.12 Análise de dados 

 

Os dados obtidos dos ensaios foram analisados de acordo com cada 

metodologia utilizada, selecionando os testes mais adequados para cada análise. 

Todos os resultados obtidos foram expressos como a media dos valores obtidos nos 

ensaios em duplicata e triplicata. Para os dados do ensaio de cinética de crescimento 

microbiano, inibição de formação de biofilme e ruptura de biofilme pré-formado foram 

utilizados análise de variância (ANOVA) two-way com pós-teste de Bonferroni. Os 

valores foram considerados significativos quando P<0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Antifungal activity of 2-chloro-N-phenylacetamide: a new molecule with 

fungicidal and antibiofilm activity against fluconazole-resistant Candida spp 

 

https://doi.org/10.1590/1519-6984.255080 

 

Artigo aceito em 19 de janeiro de 2022 na revista Brazilian Journal of Biology 
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6 CONCLUSÕES 

 

Diante dos resultados obtidos, apresentados e discutidos, pode-se concluir que 

a substância 2-cloro-N-fenilacetamida: 

• Possui atividade antifúngica frente a C. albicans e C. parapsilosis resistentes 

a fluconazol, com potencial fungicida sobre algumas linhagens; 

• Apresenta antagonismo ao ser combinada com anfotericina B, limitando sua 

aplicação terapêutica como estratégia combinatória; 

• Não exerce seu efeito por ligação com ergosterol membranar ou por alteração 

da integridade da parede celular fúngica, permanecendo seu real mecanismo de ação 

ainda passível de investigação para ser melhor compreendido. 

• Inibe o crescimento das leveduras em função do tempo de forma constante 

independente da concentração utilizada. 

• Inibe a formação de biofilme fúngico, bem como perturba a estabilidade do 

biofilme maduro, atestando sua eficácia contra estruturas de resistência microbiana.
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