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Resumo

TEIXEIRA, B. A. Atividades antibiofilme e fungicida de 2-bromo-N-fenilacetamida
frente a Candida spp. fluconazol-resistentes. 75p. Dissertacdo (Mestrado em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos-Area de Concentracdo: Farmacologia) -
CCS/Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2024.

Os microrganismos do género Candida sdo responsaveis por muitas entidades
clinicas, envolvendo desde micoses localizadas a exemplo das onicomicoses,
candidiases bucais e vulvovaginais a micoses sistémicas como a candidiase
disseminada. As espécies do género Candida estdo entre os principais agentes
responsaveis por obitos cuja causa seja a infeccdo por fungos e merecem destaque
Candida albicans, Candida tropicalis, Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) e
Candida parapsilosis. Tais microrganismos também sao lembrados por sua notavel
capacidade de resisténcia as drogas antifingicas através de diversos mecanismos, a
saber: vias metabdlicas alternativas, formacéo de biofilmes, mutacdes nos genes para
sintese de ergosterol e superexpressao de bombas de efluxo. A busca por novas
moléculas antifingicas sintéticas constitui-se como uma alternativa terapéutica neste
cenario dada a possibilidade da descoberta de novas classes farmacolégicas ou de
novos esquemas de terapia combinada com os antifingicos classicos. Neste estudo
foi investigado através de diferentes ensaios o perfil antifingico de uma amida
sintética, a 2-bromo-N-fenilacetamida, frente as espécies C. albicans, C. tropicalis, N.
glabratus (C. glabrata) e C. parapsilosis. A molécula 2-bromo-N-fenilacetamida
(“A1Br”) exibiu atividade fungicida, com Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) de 32

ng.mL-1 para 87,5% das cepas testadas e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) de

64 pg.mL-1 para 81,25% dos microrganismos. Também se mostrou um potente
agente contra biofilmes maduros de C. albicans, cuja reducao variou de 59-80%,
estatisticamente téo significativa quanto a da anfotericina B (reducdo de 32-83%) na
comparacao de cada um desses tratamentos em relacao ao grupo controle. Ja quando
associada aos antifungicos licenciados fluconazol e anfotericina B a molécula “A1Br”
exibiu efeitos indiferentes. Seu mecanismo de acdo permanece passivel de
esclarecimento uma vez que ndo foram observadas alteragcbes na sua CIM nos
ensaios de sorbitol e ergosterol.

Palavras-chave: Candida spp.; 2-bromo-N-fenilacetamida; Atividade antifungica;
Biofilme; Resisténcia fungica.



Abstract

TEIXEIRA, B. A. Fungicidal and antibiofilm activities of 2-bromo-N-phenylacetamide
against fluconazole-resistant Candida spp.. 75p. Dissertation (Master's Degree in
Natural Products and Bioactive Synthetics — Major Concentration: Pharmacology) —
CCS/Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2024.

Microorganisms of the Candida genus are responsible for numerous clinical conditions,
ranging from localized mycoses such as onychomycosis, oral candidiasis and
vulvovaginal candidiasis to systemic mycoses like disseminated candidiasis. Candida
spp. are among the primary agents causing death attributed to fungal infections with
notable emphasis on species such as Candida albicans, Candida tropicalis,
Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) and Candida parapsilosis. These
microorganisms are also renowned for their remarkable resistance to antifungal drugs
through various mechanisms, including alternative metabolic pathways, biofilm
formation, mutations in genes for ergosterol synthesis and overexpression of efflux
pumps. The search for new synthetic antifungal molecules represents a therapeutic
alternative in this scenario, given the potential for discovering new pharmacological
classes or new combined therapy schemes with classical antifungals. In this study, the
antifungal profile of a synthetic amide, 2-bromo-N-phenylacetamide, was investigated
against C. albicans, C. tropicalis, N. glabratus (C. glabrata) and C. parapsilosis through
different assays. 2-bromo-N-phenylacetamide ("A1Br") exhibited fungicidal activity

with a Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 32 pg.mL-1 for 87.5% of the tested

strains and a Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of 64 pg.mL-1 for 81.25% of
the microorganisms. It also proved to be a potent agent against mature biofilms of C.
albicans with a reduction ranging from 59-80%, statistically as significant as that of
amphotericin B (reduction of 32-83%) when comparing each of these treatments to the
control group. When combined with the licensed antifungals fluconazole and
amphotericin B the molecule "A1Br" exhibited indifferent effects. Its mechanism of
action remains to be elucidated since no changes were observed in its MIC in sorbitol
and ergosterol assays.

Keywords: Candida spp; 2-bromo-N-phenylacetamide; Antifungal activity; Biofilm;
Fungal resistance.
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1 INTRODUCAO

O Reino Fungi abrange os seres vivos com maior diversidade de espécies
depois dos insetos. Com uma estimativa de milhdes, este é o menos conhecido entre
os trés grandes Reinos de eucariotos, havendo até o momento em torno de apenas
150.000 espécies descritas (Wu et al., 2019; Rokas, 2022).

Os fungos sédo seres eucarioticos, heterotréficos e se apresentam na forma de
leveduras ou de filamentos. As leveduras sédo estruturas unicelulares e os fungos
filamentosos possuem forma complexa, caracterizando-se como estruturas tubulares
formando o micélio. Embora a maioria dos fungos se apresente na natureza em sua
forma filamentosa eles ainda podem ser classificados morfologicamente como
termodimorficos, os quais se apresentam ora como leveduras ora como hifas, a
depender da temperatura a que estdo expostos. Possuem quitina na sua parede
celular e glicogénio como molécula de reserva energética (Sidrim; Rocha, 2004).
Estes microrganismos destacam-se no segmento farmacéutico como produtores de
antibioticos, antioxidantes e antineoplasicos. Também tém importancia na industria
alimenticia e nutracéutica, embora possam causar alergias, infeccdes, intoxicacdes e
morte do hospedeiro (Arce-Torres et al., 2020).

A espécie humana possui um aprimorado sistema de defesa tanto inata quanto
adaptativa contra agentes invasores. Contudo, uma minoria de fungos consegue se
enquadrar em 4 critérios elementares para invasdao de um hospedeiro humano: a
capacidade de se desenvolver em temperaturas iguais ou superiores a 37°C; a
habilidade de chegar a tecidos internos penetrando ou driblando barreiras naturais do
hospedeiro; a propriedade de digerir e absorver elementos constituintes dos tecidos
humanos; e a resisténcia aos mecanismos de defesa do sistema imunoldgico do
individuo (Koéhler et al., 2017).

Apesar dos avancos na Ciéncia e na Medicina, tratamentos intensivos tém
contribuido para perturbacdes no sistema imune (Kohler et al., 2017). Também como
consequéncia fungos oportunistas tém surgido como a maior causa em mortalidade,
especialmente em individuos com doencas de base ou sob algum tratamento
imunossupressor (Revie et al., 2018).

Microrganismos dos géneros Candida e Aspergillus podem causar infec¢oes
com risco a vida (Strickland; Shi, 2021). Espécies desses géneros, além do género

Cryptococcus, incluem-se na categoria de agentes causadores predominantes em
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micoses sistémicas e ao todo respondem por mais de 90% das mortes cuja causa seja
a infeccao por fungos (Lee et al., 2021).

Devido ao numero limitado de alvos terapéuticos a resisténcia fungica a
medicamentos tem sido preocupante. A resisténcia a pelo menos uma classe de
antifangicos ja torna a farmacoterapia um tanto limitada e a multirresisténcia pode
tornar uma infeccéo fungica impossivel de ser tratada (Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021).

Os fungos do género Candida séo reconhecidos geralmente como alguns dos
microrganismos com altas taxas de resisténcia aos antifungicos. No Reino Fungi esta
resisténcia pode acontecer devido a multiplos fatores: diminuicdo da concentracéo do
antifingico, alteracdes no alvo terapéutico, ocorréncia de vias metabdlicas alternativas
e formacéo de biofilmes (lvanov; Ciric; Stojkovic, 2022; Kaur; Nobile, 2023).

O avanco da resisténcia aos antifungicos trouxe a urgente necessidade de se
pesquisar compostos bioativos com novos mecanismos de acdo e a hatureza € um
recurso com ampla diversidade quimica, cujos produtos estdo envolvidos em muitos
processos bioldgicos e estdo entre os agentes farmacoldgicos mais empregados na
saude humana (Heard; Wu; Winter, 2021; Augostine; Avery, 2022). Muitas
substancias quimicas produzidas por bactérias, plantas, animais, espécies marinhas
e outros vém sendo estudadas pelo seu potencial antimicrobiano (Qadri et al., 2022).
A modelagem molecular, que é um processo no qual novos compostos s&o
sintetizados a partir de protétipos ou de modelos quimicos, cujas acdes biolégicas e
propriedades sdo conhecidas, € a ferramenta mais utilizada na obtencdo de novas
drogas com maior seguranca e eficacia. O produto final é estruturalmente similar a
substancia inicial (Katke et al., 2011; Sampaio et al., 2014; Bouz; Dolezal, 2021).

Assim, dada a importancia clinica dos fungos do género Candida, sua
capacidade de desenvolver resisténcia frente aos antimicrobianos licenciados
utilizados na terapéutica e a possibilidade de desenvolvimento de novos compostos
bioativos com melhor atividade, objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial
antifangico de uma amida sintética, a 2-bromo-N-fenilacetamida, sua associagdo com

antifingicos-padrédo, seu mecanismo de acao e atividade antibiofilme.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O género Candida: Biologia e importancia clinica

Os fungos do género Candida (fig. 1; fig. 2) sdo comensais na espécie humana
e se dividem entre mais de 150 espécies, porém apenas algumas delas séo
patogénicas ao homem (Dahiya et al., 2022). Estdo entre as principais causas de
infecc@o hospitalar (Mishra; Koh, 2021; Hameed et al., 2021) e ha um amplo espectro
de micoses humanas causadas por tais espécies, sendo estas a quarta maior causa
de infec¢bes fungicas da corrente sanguinea (Sun et al., 2021). Nao séo raras também
as infeccbes de pele e de unhas, como na candidiase cutanea e na candidiase
mucocutanea cronica, causadas pelas espécies Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata)
(Diongue et al., 2018; Sadeghi et al., 2019; Egri et al., 2021; Chimenz et al., 2022). Ja
na fungemia, C. albicans ainda é a espécie de levedura mais prevalente, seguida por
N. glabratus (C. glabrata), C. parapsilosis, C. tropicalis e Pichia kudriavzevii (Candida
krusei) (Alp et al., 2021; Hassan; Chew; Than, 2021). Esta primeira é também a
espécie de Candida mais comumente encontrada na pratica clinica (Moraes-Pinto;
Ferrarini, 2020).

Figura 1 — Morfologia de uma levedura & esquerda e de uma hifa & direita com insercéo de

imagem de uma coldnia de hifas apds crescimento por 5 dias.
Fonte: Sudbery, 2011.
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Figura 2 — Morfologia de uma pseudo-hifa.
Fonte: Sudbery, 2011.

Candida albicans é um microrganismo eucariotico de 5 um de tamanho, forma
esférica, com parede celular e um acentuado pleomorfismo, o que torna seus estudos
morfologicos dispendiosos (Grigor'eva et al., 2020). Compde a microbiota bucal,
conjuntival, gastrintestinal e geniturindria e pode causar tanto infec¢des superficiais
quanto sepse em individuos imunocomprometidos. A transicdo muatua entre leveduras
e hifas, a expressao de proteinas de adesao as superficies celulares do hospedeiro,
formacdo de biofilmes, mudanca fenotipica e producdo de hidrolases sdo amplos
fatores de viruléncia e associados as caracteristicas morfoldgicas previamente citadas
justificam a numerosa quantidade de sitios de infec¢édo (Pereira et al., 2020).

A levedura Candida parapsilosis é também comensal na espécie humana e é
amplamente distribuida na natureza, sendo frequentemente isolada de animais
domeésticos, solo, insetos e ambientes marinhos. Possui uma habilidade inata de
aderéncia a superficies sintéticas e dispositivos médicos implantaveis, inclusive com
formacao prévia de biofilmes em algumas situacbes. Uma vez maduros, essas
estruturas diminuem consideravelmente a capacidade das drogas antifungicas
alcancarem as células flungicas (Branco; Miranda; Rodrigues, 2023). Embora resultem
em risco de morbimortalidade diminuido quando comparadas as infec¢bes por C.
albicans, aquelas causadas por C. parapsilosis estdo em grande parte relacionadas
com isolados clinicos menos susceptiveis a equinocandinas e aos azolicos, o que
muito dificulta a terapia antimicrobiana (Téth et al., 2019; CDC, 2020).

Semelhantemente as duas espécies anteriores, N. glabratus (C. glabrata) pode
colonizar o intestino, o trato geniturinario e a mucosa bucal de individuos humanos.
Em condi¢des de imunossupressao este microrganismo pode causar tanto infec¢oes

mucocutaneas quanto invasivas devido a inumeros fatores de viruléncia como a
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formacdo de biofilmes espessos, por exemplo. As leveduras deste género possuem
uma susceptibilidade intrinsicamente diminuida ao fluconazol e podem ainda adquirir
resisténcia cruzada a outros azolicos. Também tém sido relatados casos de
resisténcia a equinocandinas e poliénicos (Frias-De-Ledn et al., 2021; Martinez-
Herrera et al., 2022). N. glabratus (C. glabrata) € a segunda espécie de Candida mais
frequente em pacientes na fungemia (Hassan; Chew; Than, 2021).

Quanto a Candida tropicalis, sabe-se que € uma levedura prevalente em
regibes tropicais e subtropicais e pode ser encontrada tanto em ecossistemas
terrestres quanto aquaticos. Também é comensal da espécie humana, tendo sido ja
encontrada na cavidade bucal, trato gastrintestinal e sistema geniturinario de
individuos sadios e pode ser 0 agente etioldgico de micoses superficiais e sistémicas
(Xu, 2021; Zhai et al., 2021). Semelhante ao relatado em outras espécies do género
Candida, C. tropicalis pode apresentar resisténcia aos azélicos, principalmente ao
fluconazol (Pristov; Ghannoum, 2019; Wang et al., 2021) e também a anfotericina B
(Arastehfar et al., 2020).

Os microrganismos do género Candida estdo envolvidos em micoses
superficiais atingindo areas intertriginosas como as inguinais, as inframamarias,
regides entre os dedos e entre os glateos. Também acometem as unhas e regides
periungueais. As principais espécies isoladas em tais manifestagcfes clinicas sédo C.
albicans, C. tropicalis e aquelas pertencentes ao complexo C. parapsilosis (Silva-
Rocha; de Azevedo; Chaves, 2017; Gawaz; Weisel, 2018).

Em relacdo ao trato geniturinario, sabe-se que a microbiota vaginal € composta
sobretudo por espécies do género Lactobacillus, chegando a aproximadamente 70%
dos microrganismos totais. Nas condi¢cfes de desequilibrio dessa microbiota, porém,
pode ocorrer o crescimento exagerado de Candida spp., sendo a espécie C. albicans
a principal causadora da vaginose. A vaginose é uma disbiose causada na vagina
quando da multiplicagdo exacerbada de patdgenos oportunistas, incluindo-se os
fungos; e é a causa principal de consultas ginecolégicas todos os anos. Quando
acompanhada de inflamacéo, recebe o nome de vaginite (Mohankumar et al., 2022).

Os sinais/sintomas da candidiase sdo corrimento branco grumoso, ardor,
vermelhiddo e coceira na regido vulvovaginal, além de dor na relacao sexual. Acredita-
se gue a maioria dos episodios esteja relacionada com o uso de antibiéticos, niveis
aumentados de estrogénio, diabetes mellitus descompensado, atividades sexuais e

roupas apertadas (Yano et al., 2019). A candidiase vulvovaginal é o segundo mais
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importante tipo de vaginose ap0s a vaginose bacteriana e estima-se que 75% das
mulheres tenham vivido episédios de candidiase pelo menos uma vez na vida
(Mohankumar et al., 2022).

Outra condicao clinica bastante comum causada por fungos do género Candida
€ a candidiase bucal, que se caracteriza como a infec¢do da regido orofaringea. O
principal agente etiologico € também C. albicans. Ha outras espécies envolvidas,
embora com menor frequéncia, séo elas C. tropicalis, P. kudriavzevii (C. krusei), C.
parapsilosis e Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii). A maioria dos
pacientes acometidos por essa micose tem certo grau de imunossupressao, a saber:
individuos com AIDS ou individuos que estejam em tratamento quimioterapico, a

depender do tempo, dose e droga de escolha (De Paiva et al., 2022).

2.2 O género Candida: dados epidemiolégicos e diagndstico laboratorial

Em um estudo retrospectivo no estado de Alagoas (considerando os anos de
2009 a 2016) houve 3776 amostras positivas para micoses, de varios sitios de
infeccdo. Deste total, 1593 amostras eram de secrecdo vaginal. Os agentes
identificados foram: Candida spp. (53,9%), C. albicans (41,7%), C. tropicalis (0,3%) e
P. kudriavzevii (C. krusei) (4,1 %) (Maranhao et al., 2019). Corroborando os achados
no estudo brasileiro, um estudo portugués realizado com 470 participantes
sintomaticos e assintométicos mostrou que C. albicans (59%) foi a espécie mais
prevalente entre os individuos (Fernandes et al., 2022).

Um estudo indiano mostrou incidéncia de C. albicans também em individuos
diabéticos. A populacao foi de 470 individuos, sendo 104 (22,1%) destes acometidos
por candidiase bucal. C. albicans foi o microrganismo mais frequente, sendo
responsavel por 97,1% dos casos (Duggal et al., 2021).

Um trabalho do tipo retrospectivo realizado no Ir& mostrou que o0s
microrganismos do género Candida corresponderam a mais de 70% dos fungos no
grupo das leveduras causadoras de micoses superficiais. Dos 750 isolados clinicos,
432 (57,7 %) eram leveduras e 304 destas pertenciam ao género Candida (Khodadaqi
et al., 2021).

As provas atuais para deteccao das infec¢gdes fungicas se baseiam em métodos
microbiolégicos e histopatologicos. Apesar do tempo de processamento e da pouca
sensibilidade as culturas micolégicas continuam sendo o padrdo-ouro para

diagnéstico das infeccBes fungicas em muitos contextos e possuem um importante
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papel também nos testes de susceptibilidade a antifingicos in vitro. Embora outros
meétodos nao estejam disponiveis amplamente eles também possuem importancia na
tomada de decisdes relacionadas a micoses dada a sua rapidez e sensibilidade. Sao
eles: os ensaios imunoldgicos com anticorpos, com antigenos fungicos e a detec¢éo
de &cidos nucléicos (Terrero-Salcedo; Powers-Fletcher, 2020).

A microscopia e a cultura sdo as formas classicas de diagnostico laboratorial
para espécies de Candida. Porém, em se tratando da candidemia, devido a
competicdo dos fungos com outros microrganismos, sugere-se que sejam utilizados
meios de cultura seletivos. A candidiase invasiva ndo acompanhada de infeccdo da
corrente sanguinea pode ser diagnosticada através de cultura e/ou exames
histopatoldgicos de amostras intra-abdominal e intratoracica (Pappas et al., 2018).

Quanto a candidiase vaginal, pode ser diagnosticada pela visualizacdo de
pseudo-hifas em preparagcdes com KOH provenientes de mulheres com sintomas
classicos (Paladine; Desai, 2018); ja infeccfes do trato urinario por Candida podem
ser diagnosticadas com o uso de meios tradicionais em Micologia como Agar
Sabouraud Dextrose (ASD), agar batata dextrose, &gar nutriente com ou sem
antibacterianos e agar cromogénico. As amostras séo incubadas aerobicamente em
temperaturas de 35 a 37°C por 24 a 48 horas e agueles microrganismos de
crescimento lento podem permanecer em temperatura ambiente por 1 semana. O
diagnéstico laboratorial da candiduria se da pela presenca de mais de 1 x 10* UFC/mL
(Gharaghani et al., 2018).

Por fim, para a candidiase bucal, o diagnostico laboratorial se da por amostras
de swab, imprint ou bochecho com solugéo salina, semeadas em ASD a 37°C pelo
mesmo periodo. Também podem ser usados métodos suplementares, como algumas

provas bioquimicas (Lewis; Williams, 2017).

2.3 Farmacologia dos antifingicos e tratamento das infec¢cfes por Candida spp.

O desenvolvimento de drogas antifungicas é limitado dado que ha grande
similaridade entre as células do microrganismo e de seu hospedeiro. Logo, ha uma
busca por farmacos cujos alvos sejam a parede celular ou o ergosterol (Campoy;
Adrio, 2017). Entre as classes ha os azdis, polienos, equinocandinas, pirimidinas e
alilaminas (fig. 3). Os azdis inibem a sintese de uma enzima envolvida com a producao
do ergosterol, a lanosterol 14a-desmetilase. Os polienos se ligam ao ergosterol na

bicamada lipidica da célula fangica, ocasionando a formacdo de poros e,
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consequentemente, o extravasamento de material intracelular. J4 as equinocandinas
atuam pela inibicdo da enzima responsavel pela sintese da B-1,3-glicana, essencial
para a parede celular fungica, a 3-1,3-glicana sintase. Contrastando com 0 mecanismo
de acdo das trés classes citadas, h4 ainda o das fluoropirimidinas. A 5-fluorocitosina
entra na célula fungica pelo transportador de citosina e é metabolizada a 5-fluorouracil,
a qual se liga ao RNA e inibe a atividade da timidilato sintase, enzima fundamental
para a producdo de DNA. Por fim, as alilaminas também atuam pela inibicdo da
sintese do ergosterol, inibindo a esqualeno epoxidase, que converte o esqualeno em
esqualeno-2,3-epodxido. Desta forma, ha um acumulo de esqualeno na célula fungica,
0 que causa desequilibrio no pH e perturbacdes em proteinas de ligacdo a membrana
(Kumar; Jha, 2017; Salazar et al., 2020; Nivoix; Ledoux; Herbrecht, 2020; Murphy;
Bicanic, 2021).

Figura 3 — antifingicos e seus mecanismos de acao.
Fonte: Nivoix; Ledoux; Herbrecht, 2020.
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O tratamento de primeira escolha para candidiase invasiva, segundo a
Sociedade Européia de Microbiologia Clinica e Doencgas Infecciosas e a Sociedade
Americana de Doencas Infecciosas, é a administragdo de equinocandinas (Yassin et
al., 2021; Fly et al., 2022; Barantsevich, N.; Barantsevich, L., 2022). No caso da
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candidiase bucal, a Organizacdo Mundial de Saude orienta a administracao oral de
nistatina 100.000 Ul 3x ao dia, por 7 dias ou o0 uso de violeta de genciana (Tilly;
Tharmalingam, 2022). Ja para a candidiase vulvovaginal o tratamento segundo
recomendacdes dos Centros para a Prevencao e Controle de Doencgas dos Estados
Unidos (Centers for Disease Control and Prevention, 2021) é a base de clotrimazol,
miconazol, tioconazol, terconazol ou butoconazol intravaginais por até 7 dias; ou
fluconazol via oral em dose Unica.

Por fim, a anfotericina B também pode ser utilizada no combate a leveduras do
género Candida (Pappas et al., 2004, Ito; Hooshmand-Rad, 2005; SES-DF, 2018;
Grela et al., 2019; Bezerra et al., 2020).

2.4 Perfil de resisténcia aos antifungicos em Candida spp.
A resisténcia aos antifungicos pode ocorrer: por meio de substituicdo de

aminoacidos em proteinas importantes para a sintese de componentes estruturais, de
modo a diminuir a afinidade de ligacdo destas com as drogas utilizadas na terapéutica,
pela ocorréncia de mutacées do tipo ganho de fungcédo que levam a superexpressao
do gene ERGL11,; por suprarregulagédo de bombas de efluxo, as quais conduzem os
farmacos para o ambiente extracelular; e pela modulacdo de respostas a estresse
ambiental, incluindo o estresse quimico causado pelas drogas antifungicas (fig. 4)
(Lee et al., 2021). Sdo conhecidas ainda linhagens resistentes devido a formacéo de
biofiilme com maiores quantidades de proteinas e carboidratos totais (Fernandes;
Silva; Henriques, 2015).

Particularmente, em Candida spp. a resisténcia aos azois ocorre principalmente
pelo efluxo aumentado de drogas da célula fungica (Fisher et al., 2022). A depender
do sitio de infecgcéo o perfil de resisténcia pode variar, sendo menor na candidemia e
maior na candidiase bucal, o qual depende de terapias anteriores com o fluconazol e
de candidiases bucais prévias (Whaley et al., 2017). Na candidiase vulvovaginal a
resisténcia ao fluconazol é rara, embora possa ocorrer quando da exposicao repetida
a droga (Sobel, J.; Sobel, L., 2018). Semelhantemente, tém sido relatados casos de
resisténcia a equinocandinas ou mesmo a multiplas drogas devido ao uso prolongado

de farmacos desta classe (Coste et al., 2020; Tortorano et al., 2021).
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A resisténcia a anfotericina B, embora relativamente rara, pode ocorrer em

espécies de Candida (Fisher et al., 2022). Da-se por mutacdes do tipo perda de funcéo

em genes da biossintese do ergosterol, as quais levam a producdo de esterois

Figura 4 — Mecanismos moleculares de resisténcia aos antifungicos.
Fonte: adaptado de Lee et al. (2021).

(A) Polyenes (B) Azoles
Drug target Drug target Drug target Efflux pump
alteration alteration overexpression overexpression
Azoles Fluconazole
Amphotericin B Azole\ AZOIQ\ a. .o o.o.o
| i
Erg11—= Erg11—=

Ergosterol

*» Loss-of-function mutations
in ergosterol biosynthesis
genes lead to the
accumulation of alternate
membrane sterols that do
not interact with polyenes

<
f SMQMM?!
IR PR

» Mutations in ERG11
impede azole inhibition

Erg11

Ergosterol

AARRIAAY
L

fh
PP

v

* Gain-of-function mutations
in UPC2 lead to
overexpression of ERG11

+ Isochromosome formation
[i(5L)] and other
aneuploidies can cause
increased expression of
ERG11

Ergosterol

AARARRIAAR
R

il

« Mutations in TACT or
MRR1 lead to
overexpression of CDR1
and MDR1, respectively

* |sochromosome formation
[i(5L)] and other
aneuploidies can cause

increased expression of
efflux transporters

naanylite
n

alternativos que néo interagem efetivamente com os polienos (Lee et al., 2021; Fisher

et al., 2022).

2.5 Biofilmes no género Candida

Biofilmes fungicos séo estruturas tridimensionais heterogéneas, multicelulares,

compostas tanto por hifas quanto por leveduras envoltas em uma matriz extracelular.
Tal matriz é composta por proteinas, carboidratos, lipidios e &cidos nucléicos
sintetizados pelos préprios fungos e confere a estes prote¢cdo contra uma gama de

estresses ambientais (fig. 5) (Gupta; Pruthi; Poluri, 2020).
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O ciclo de desenvolvimento de um biofilme comeca com a aderéncia dos
microrganismos a uma superficie. O biofilme passa por uma iniciacao, cresce devido
a uma coagregacao microbiana e a formacdo de matriz extracelular e passa por um
estagio de maturacdo, que é caracterizado por trocas microbianas tanto genéticas
quanto metabdlicas e por controle de crescimento via auto-indutores (quorum-
sensing). Em seguida, h&a invasdo e destruicdo de tecidos do hospedeiro,
desagregacdo e dispersdo de microcolonias e/ou células planctbnicas, as quais
reiniciardo o ciclo (Polke; Hube; Jacobsen, 2015; Chevalier; Ranque; Précheur, 2017;
Lohse et al., 2018; Butassi et al., 2021; Krukiewicz et al., 2022).

Figura 5 — Formacao de biofilme em Candida albicans.
Fonte: adaptado de Lohse et al. (2018).
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Sabe-se que a formacédo de biofilmes € presente nas espécies C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis e N. glabratus (C. glabrata) (Fernandes; Silva; Henriques,
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2015; Polke; Hube; Jacobsen, 2015; Pereira et al., 2020; Gomez-Molero et al., 2021;
Gupta, P.; Gupta, H; Poluri, 2021; Gomez-Casanova et al., 2022).

2.6 Amidas sintéticas: 2-bromo-N-fenilacetamida (A1Br)

O surgimento e disseminacdo de patégenos resistentes tém contribuido para
uma eficacia diminuida dos antimicrobianos, o que indica a necessidade de uma
descoberta continua de novos compostos bioativos naturais ou sintéticos com maiores
eficicia e seguranca (Demchenko et al., 2021).

As amidas tém desempenhado um papel importante na histéria dos pesticidas.
Apos a descoberta da carboxina em 1966 surgiram diversas outras amidas fungicidas,
modificadas estruturalmente, como o benodanil, furcarbanil e mebenil. Hoje, esta
classe é extensamente utilizada no controle de doencas causadas por bactérias e
fungos fitopatogénicos (Wang et al., 2015).

A amida sintética 2-bromo-N-fenilacetamida, referida como “A1Br” (fig. 6), teve
sua sintese realizada no Laboratério de Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica
da UFPB, baseando-se em vias sintéticas ja descritas nos trabalhos de Xie et al.
(2007).

O procedimento sintético realizado esteve de acordo com o que foi descrito por
Sousa e Lima (2019), em que foram adicionados lentamente 4,84 g (0,024 mol) de
brometo de bromoacetila a 1,86 g (0,020 mol) de anilina e 3,31 g (0,024 mol) de
carbonato de potassio, solubilizado em 20 ml de cloroférmio a 0°C em um balédo de 50
ml. Em seguida, a reacdo se manteve sob agitacdo por 20 horas em temperatura
ambiente. A mistura reacional foi analisada por cromatografia de camada delgada
(hexano/acetato de etila 1:1) e extraida posteriormente. Lavou-se a fase organica com
agua (3 x 25ml), secou-se em sulfato de sodio anidro e esta depois foi concentrada a
uma pressao reduzida, resultando em um precipitado. Seguiu-se com sua purificacao
através de recristalizacdo em etanol/agua (rendimento de 83%) e sua estrutura
quimica foi confirmada por espectrémetro FTIR modelo IRPrestige-21, Shimadzu, com
acessorio de reflectancia total atenuada. J4 o espectro de RMN *H foi obtido em
aparelho Bruker a 400MHz; ponto de fuséo: 130-132°C.
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Figura 6 — Reacao de sintese de 2-bromo-N-fenilacetamida.

Fonte: Sousa; Lima, 2019.
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Estudos anteriores com o Al1Br mostraram atividade antifingica contra
microrganismos dos géneros Cryptococcus, Candida e Microsporum (Rodrigues;
Lima, 2019; Sousa; Lima, 2019; Andrade-Junior; Lima, 2020; Melo et al., 2021).

A terapia combinada de farmacos tem se mostrado uma estratégia promissora
no combate as infec¢Bes fangicas. Sua principal vantagem em relacdo as terapias
isoladas € a reducdo ou mesmo a completa prevencao da indugéo de resisténcia por
parte dos microrganismos, ja que ha uma reducdo da pressao seletiva em suas
células. A terapia combinada também mostra que um mesmo farmaco pode ser
utilizado em concentracbes menores reduzindo, assim, a sua dose terapéutica
(Spitzer; Robbins; Wright, 2017; Jezikova et al., 2019; Calzetta, 2021).

Sao conhecidos trabalhos que fazem referéncia as associacdes de farmacos,
de extratos vegetais ou de ambos, resultando em uma maior eficacia terapéutica
frente a espécies fungicas, inclusive no género Candida (Sun et al., 2016; Katragkou
et al., 2017; Spitzer; Robbins; Wright, 2017; Glampedakis et al., 2018; Jafri; Ahmad,
2019; Xiang et al., 2020; Kay et al., 2021).

Diante disto, o presente trabalho visou ao estudo da atividade antifingica de 2-
bromo-N-fenilacetamida (A1Br), sua associa¢do com antifungicos-padrdo, mecanismo
de acgéo e potencial antibiofilme frente a isolados clinicos de Candida spp. fluconazol-
resistentes., a fim de que se possa contribuir para o desenvolvimento subsequente de

uma alternativa terapéutica contra as infec¢cdes causadas por estes microrganismos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a atividade antifangica de 2-bromo-N-fenilacetamida frente a isolados

clinicos do género Candida.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) de 2-bromo-N-
fenilacetamida;

Determinar a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) de 2-bromo-N-
fenilacetamida;

Investigar qual tipo de associacéo tal produto-teste possui com os antifingicos-
padréo fluconazol e anfotericina B (se sinérgica, antagonica ou indiferente) por
meio da Técnica de Checkerboard (CKB);

Investigar o mecanismo de ac¢édo da 2-bromo-N-fenilacetamida sobre a célula
fungica por meio dos ensaios preditivos com sorbitol e ergosterol;

Testar a atividade antibiofilme de 2-bromo-N-fenilacetamida frente a Candida

albicans.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de trabalho

Os ensaios de atividade antifingica para o desenvolvimento deste trabalho
foram realizados no Laboratério de Pesquisa da Atividade Antibacteriana e Antifingica
de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

4.2 Espécies fangicas

As cepas de C. albicans, C. tropicalis, N. glabratus (C. glabrata) e C.
parapsilosis utilizadas neste estudo pertencem ao Laboratério de Pesquisa da
Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, CCS, UFPB. As amostras das leveduras
foram mantidas em tubos de ensaio (15 x 150 mm) contendo agar Sabouraud dextrose
inclinado (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), sob refrigeracdo (8° C), até o
momento da realizacdo dos experimentos. As cepas utilizadas foram: C. albicans:
ATCC-76645, LM-200 (unhas), LM-44 (urina), LM-35 (unhas), LM-20 (pulmé&o), LM-32
(pulméo); C. tropicalis: ATCC-750, LM-17 (mucosa bucal), LM-135 (unhas), LM-165
(pulméo); N. glabratus (C. glabrata): ATCC-90030, LM-218 (secrecao vaginal), LM-46
(boca); e C. parapsilosis: ATCC-22019, LM-439 (mucosa bucal), LM-689 (sangue).
Cadastro SIGEN: AEFEDGO.

4.3 Meios de cultura

O meio de cultura utilizado para a manutencdo das leveduras foi Agar
Sabouraud Dextrose/ASD (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA). Para os ensaios de
atividade antifungica foi empregado o meio Roswell Park Memorial Institute/RPMI
1640 (Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, SP, Brasil). J& para os ensaios de mecanismo de
acdo e atividade antibiofiime de 2-bromo-N-fenilacetamida foi utilizado o Caldo
Sabouraud Dextrose/CSD (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Os meios foram
solubilizados em agua destilada e esterilizados em autoclave (exceto RPMI), a 121°C
por 15 minutos, seguindo as recomendagdes dos respectivos fabricantes.
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4.4 Amida sintética 2-bromo-N-fenilacetamida e antifingicos-padréo

A amida sintética 2-bromo-N-fenilacetamida foi sintetizada pelo Dr. Helivaldo
Diégenes da Silva Souza, sob supervisdo do professor Dr. Petronio Filgueiras de
Athayde Filho, no Laboratério de Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica, Centro
de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN) da UFPB.

A molécula 2-bromo-N-fenilacetamida e os antifiUngicos-padrédo anfotericina B
e fluconazol (Sigma Aldrich® Brasil Ltda.) foram submetidos aos ensaios bioldgicos
para avaliacdo da atividade antifungica sobre cepas de C. albicans, C. tropicalis, N.
glabratus (C. glabrata) e C. parapsilosis. Os produtos foram pesados para uma
concentracao inicial de 1.024 pug/mL, devidamente solubilizados em 150 pL (3%) de
dimetilsulféxido (DMSO) e 100 uL (2%) de Tween 80, completando-se o volume final
com &gua destilada esterilizada g.s.p. 5 mL. A partir da concentracdo inicial do
sintético, de 1.024 pg/mL foi realizada uma diluicdo seriada até 4 pug/mL, enquanto
que os antifungicos-padrao foram diluidos até 0,5 pg/mL (Cleeland; Squires, 1991;
Pereira et al., 2011; Hadacek; Greger, 2000).

4.5 Inéculo dos microrganismos

Para a preparacdo do inoculo foi realizado repique das cepas em ASD e
incubacdo a 35 + 2°C / 24-48h para que atingissem crescimento apropriado. As
suspensdes dos repiques foram preparadas cobrindo as colénias com 5 mL de
solucédo salina estéril (NaCl 0,85% p/v - Labsynth®), agitando-as suavemente e
fazendo raspagem das mesmas com o auxilio de uma alca de platina. Em seguida,
essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio de um vortex. Apés
agitacdo, cada suspenséo foi ajustada em espectrofotometro (Leitz-Photometer 340-
800) de acordo com o padrao 0,5 McFarland, o qual corresponde a um inéculo de
aproximadamente 1x10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)/mL. A quantificacédo
dos in6culos foi confirmada por meio da contagem celular em camara de Neubauer
(Cleeland; Squires, 1991; Hadacek; Greger, 2000; Sahin et al., 2004; CLSI, 2008).

4.6. Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo
Fungicida Minima (CFM)
Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os

protocolos estabelecidos por Cleeland e Squires (1991), Eloff (1998) e pelo CLSI
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(2008). A determinacdo da CIM das amostras sobre as cepas fungicas foi realizada
através da técnica de microdiluicdo em caldo, usando placa (ALAMAR®) para
microdiluicdo contendo 96 pogos com fundo em “U”. De inicio, foram distribuidos 100
pL de RPMI 1640 duplamente concentrado nos pocos das placas de microdiluicao.
Em seguida, 100 pL dos produtos solubilizados (duplamente concentrados) foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da placa e por meio de uma dilui¢do
seriada a uma razdo de dois foram obtidas as concentracfes de 1024 até 4 ug/mL
(sintético) ou até 0,5 pg/mL (antifangicos-padréao). Por fim, foram adicionados 10 pL
das suspensbes das espécies fungicas nas cavidades, onde cada coluna da placa
referiu-se, respectivamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados: controle
dos microrganismos, a fim de ratificar a viabilidade das cepas em estudo; controle de
esterilidade do meio de cultura RPMI 1610; e controles com anfotericina B e fluconazol
para inibicdo dos fungos. As placas foram assepticamente fechadas e submetidas a
incubacdo numa temperatura de 35 +/- 2°C por 48 horas.

O produto foi considerado ativo quando inibiu, pelo menos, 50% dos
microrganismos utilizados nos ensaios (Cleeland; Squires, 1991; Hafidh et al., 2011)
e a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) interpretada de acordo com 0s seguintes
critérios: até 600 pg/mL = forte atividade; 600 — 1500 pug/mL = moderada atividade; >
1500 pg/mL = fraca atividade ou produto inativo (Holetz et al., 2002; Sartoratto et al.,
2004; Houghton et al., 2007).

Ap06s a definicdo da CIM, 10 uL do sobrenadante de cada cavidade onde houve
inibicdo visivel do crescimento fungico (CIM, CIMx2 e CIMx4) foram adicionados a
novos poc¢os de microplacas contendo 100 uL de RPMI 1640. Estas foram incubadas
a 35 £ 2°C por 24-48h. A CFM foi considerada como sendo a menor concentracao do
produto teste capaz de inibir completamente o crescimento dos microrganismos.
Também foi avaliado o carater antifingico da substancia-teste através da relacéo
CFM/CIM, metodologia esta utilizada por Hafidh e colaboradores (2011), para
especificar a natureza do efeito antimicrobiano, considerada como fungicida quando
a razao CFM/CIM variou de 1/1 a 2/1. Por outro lado, se a proporcao foi maior que
2/1, é mais provavel que o efeito do produto em questéo tenha sido fungistatico. Os
experimentos foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média
aritmética das CFM obtidas nos trés ensaios (Salie; Esgles; Leng, 1996; Ncube;
Afolayan; Okoh, 2008; Balouiri; Sadiki; Ibnsouda, 2016).
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4.7 Estudo de associacao pela Técnica Checkerboard (CKB)

O efeito da associa¢ao do produto sintético com os antifungicos licenciados foi
analisado através da técnica checkerboard. Para a realizacdo desse ensaio foram
utilizadas placas para microdiluicdo contendo 96 cavidades com fundo em “U”
(ALAMAR®), nas quais 100 yL do RPMI 1640 foram adicionados em seus pogos. Em
seguida, 50 pyL do produto sintético em diversas concentragdoes (CIMx8, CIMx4,
CIMx2, CIM, CIM+2, CIM+4, CIM+8) foram distribuidos no sentido vertical e 50 pL do
primeiro antifingico de escolha, também em diferentes concentragfes (CIMx8,
CIMx4, CIMx2, CIM, CIM+2, CIM+4, CIM=+8), foram adicionados no sentido horizontal
da placa de microdiluicdo. O mesmo procedimento foi realizado com o segundo
antifingico de escolha. Por fim, foram acrescentados 20 uL da suspensao fungica,
previamente ajustados de acordo com o padrdao 0,5 McFarland. As placas foram
incubadas a 35 + 2°C e ap0Os 24-48 horas foi realizada a leitura para observar a
presenca ou nao do crescimento fungico visivel (White et al., 1996). Em paralelo,
foram utilizados como controle de esterilidade o meio RPMI na auséncia das
suspensdes fungicas; e como controle de viabilidade dos fungos ensaiados o RPMI
1640 acrescido dos indculos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Visando
a avaliacdo da atividade das associa¢cfes das moléculas em estudo, foi calculado o
indice da concentracéo inibitéria fracionada (ICIF), em que ICIF = CIFa + ClFg, onde
A representou a primeira substancia e B a segunda substancia. O CIFa = CIMa
combinado / CIMa isolado, enquanto que o CIFg = CIMg combinado / CIMg isolado. O
ICIF foi interpretado da seguinte maneira: sinergismo (< 0,5), indiferenga (> 5,0 e <
4,0) ou antagonismo (> 4,0) (Lewis et al., 2002; Odds, 2003; Shin, 2003; Correa-
Royero et al., 2010).

4.8 Estudos de possiveis mecanismos de agdo antifungica

4.8.1 Ensaio com sorbitol

A fim de se investigar um possivel efeito do produto teste na integridade da
parece celular fungica, o meio de cultura CSD foi suplementado com sorbitol, um
estabilizador osmético para protoplastos. A determinacdo da CIM dos produtos na
presenca do sorbitol foi realizada pela técnica de microdiluicdo utilizando placas com

fundo em “U” contendo 96 cavidades (ALAMAR®), semelhante ao que ja foi descrito
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anteriormente e em triplicata. Em cada orificio da placa foram adicionados 100 pL do
meio liquido CSD previamente suplementado com sorbitol (PM = 182,17) (VETEC
Quimica Fina Ltda — Rio de Janeiro/RJ), ambos duplamente concentrados. Logo apos,
100 pL da emulséo do produto-teste foram adicionados nas cavidades da primeira
linha da placa. Por meio de uma diluicdo seriada a uma raz&o de dois, foram obtidas
concentracfes de 1024 pg/mL até 4 pg/mL do produto sintético e, no caso do sorbitol,
uma concentracao final de 0,8 M em cada cavidade. Por ultimo, foram adicionados 10
UL das suspensfes fungicas nas cavidades, em que cada coluna da placa se referia
especificamente a uma cepa fangica.

Foram realizados paralelamente: controle de microrganismo, despejando-se
nas cavidades 100 puL do mesmo CSD com sorbitol (0,8 M), 100 uL de agua destilada
estéril e 10 pL de cada suspenséo fungica; e o controle de esterilidade, em que foram
colocados 200 puL do CSD em um orificio na auséncia de inéculo. Por fim, foram
realizados os mesmos procedimentos com o antifungico padréo caspofungina. As
placas foram seladas e incubadas a 35° C por até 48 horas para leitura posterior (Frost
et al., 1995; Zacchino, 2001).

4.8.2 Ensaio com ergosterol

A definicdo da CIM dos produtos contra as cepas fangicas foi realizada pela
técnica de microdiluicdo, utilizando placas para microdiluicdo contendo 96 cavidades
com fundo em “U” (ALAMAR®), semelhante ao protocolo ja descrito na determinacéo
da CIM no subitem 4.6. O meio de cultura utilizado foi o CSD previamente
suplementado com 400 pg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich®). Foram feitos,
paralelamente: controle de viabilidade das cepas em estudo, colocando-se nas
cavidades 100 pL de CSD acrescido de ergosterol na mesma concentracédo + 10 pL
das suspensdes fungicas; e controle de esterilidade do meio de cultura, em que foram
adicionados 200 puL do CSD em um orificio na auséncia de quaisquer dos inéculos.
Por fim, foi realizado o mesmo procedimento com a anfotericina B como controle
positivo, uma vez que notadamente interage com o ergosterol da membrana. Os
experimentos foram feitos em triplicata e as placas seladas e incubadas a 35° C por

até 48 horas para posterior leitura (Escalante et al., 2008).
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4.9 Atividade antibiofilme de 2-bromo-N-fenilacetamida

Biofilmes formados de Candida albicans podem conferir uma maior protecao as
suas leveduras uma vez que tais estruturas sdo mais resistentes aos antifingicos
quando comparadas as células plancténicas (Yu et al., 2022).

A avaliagéo da atividade do A1Br frente a biofilmes pré-formados de C. albicans
ATCC 76645 em diferentes concentracées (CIM, CIM x 2, CIM x 4, CIM x 10) foi
realizada com base nos seguintes protocolos, com algumas adaptac6es (Djordjevic;
Wiedmann; Mclandsborough, 2002; Ferreira et al., 2017; Alves et al., 2020). O in6culo
fungico foi preparado em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) + glicose (2%), e a
densidade celular foi padronizada de acordo com a escala 0,5 de McFarland, usando
um espectrofotdmetro (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil), A= 530 nm. Em seguida, 1 mL foi
adicionado em cada um dos 24 pocos de placas para diluicdo com fundo plano, tendo
sido incubadas por 48 horas a 35 °C para a formacao do biofilme.

Posteriormente, os sobrenadantes dos pocos (células plancténicas) foram
aspirados, descartados e o0s pog¢os lavados duas vezes com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS). Em seguida, 1 mL de cada concentragéo de A1Bre 1
mL de anfotericina B (controle positivo), nas mesmas proporcées (CIM, CIM x 2, CIM
x 4, CIM x 10), ambos previamente solubilizados em DMSO (3%) e diluidos em CSD,
foram adicionados aos pocos e as placas foram reincubadas nas mesmas condic¢des.
Apbs esse periodo de reincubacdo os sobrenadantes dos pocos foram aspirados e
descartados, as placas foram lavadas mais duas vezes com PBS, secas a
temperatura ambiente (45 min) e coradas (incubacéo de 45 min) com 1 mL de solugéo
de Cristal Violeta 0,4% por po¢o. Em seguida, os pocos foram lavados com agua
destilada estéril e imediatamente descorados (incubacdo de 30 min) com 1 mL de
etanol 95% por poco. Por fim, os valores de absorbancia para cada poco foram lidos
(A= 595 nm) usando um leitor de microplacas (GloMax-Multi, PROMEGA, Madison,
WI, EUA).

A inibicdo da aderéncia foi medida de maneira indireta, uma vez que o controle
de crescimento do microrganismo foi estabelecido como uma aderéncia fingica de
100%. Um controle de esterilidade (apenas CSD) foi realizado, e o ensaio foi

conduzido em sextuplicata.
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4.10 Analises estatisticas

A analise dos dados foi realizada de acordo com o estabelecido na literatura
referenciada em cada um dos métodos, ou seja, 0s resultados foram expressos como
a média aritmética das respectivas triplicatas. Para a avaliacdo da atividade
antibiofilme de 2-bromo-N-fenilacetamida frente a Candida albicans os resultados da
sextuplicata foram apresentados como a meédia = desvios-padrdo, tendo sido
analisados por ANOVA One-Way com teste de Tukey (P < 0,0001) (GraphPad Prism,
version 5.0 for Windows, San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fungicidal and antibiofilm activities of 2-Bromo-N-Phenylacetamide Against
Fluconazole-Resistant Candida spp.: a promising antifungal agent
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ABSTRACT

Purpose: Amides are proven to possess antimicrobial properties against both fungi and
bacteria. The synthetic amide 2-bromo-N-phenylacetamide exhibits antifungal activity
according to scientific literature, however, data remains scarce. Given the clinical and
epidemiological importance as well as the increasing antifungal resistance in Candida
spp., here we aimed to better explore the antifungal potential of 2-bromo-N-
phenylacetamide against fluconazole-resistant Candida albicans, Candida glabrata,
Candida parapsilosis and for the first time, against Candida tropicalis as well. Methods:
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Minimum Inhibitory and Minimum Fungicidal Concentrations (MIC/MFC) were
established by a Broth Microdilution Technique. Mode of action was explored by
Ergosterol and Sorbitol assays. For investigating the combined effect between 2-bromo-
N-phenylacetamide and the standard antifungals Amphotericin B and Fluconazole a
Checkerboard Technique was performed. Finally, the antibiofilm properties of 2-bromo-
N-phenylacetamide were assessed by a Crystal Violet Staining Assay. Results: 2-bromo-
N-phenylacetamide exhibited a fungicidal effect, MIC of 32 pg.mL-1 (87.5% of the
strains) and MFC of 64 pg.mL-1 (81.25% of the strains). It also demonstrated an activity
against Candida albicans mature biofilms as effective as that for Amphotericin B at all
tested concentrations. When associated with Fluconazole and Amphotericin B it exerted
indifferent effects. Mode of action remained unclear. Conclusion: The synthetic amide 2-
bromo-N-phenylacetamide possesses a strong antifungal activity against Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata and Candida parapsilosis and an
antibiofilm property against Candida albicans as effective as that exhibited for
Amphotericin B.

Keywords: 2-bromo-N-phenylacetamide, antifungal, Candida spp., Candida tropicalis,
amides.

RESUMO

Propésito: Amidas tém comprovadamente propriedades antimicrobianas contra fungos e
bactérias. De acordo com a literatura cientifica, a amida sintética 2-bromo-N-
fenilacetamida possui atividade antiftingica, entretanto, os dados ainda sdo escassos.
Devido a importancia clinica e epidemiolégica bem como a resisténcia crescente aos
antiftingicos por parte de Candida spp., o presente trabalho buscou melhor investigar o
potencial antifiingico de 2-bromo-N-fenilacetamida frente a linhagens fluconazol-
resistentes de Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis e, pela primeira
vez, de Candida tropicalis. Métodos: As concentragdes inibitérias minimas (CIM) e
concentragdes fungicidas minimas (CFM) foram determinadas usando a técnica de
microdiluicao em caldo. O mecanismo de acdo foi explorado através dos ensaios de
ergosterol e de sorbitol. A fim de se investigar os efeitos combinados de 2-bromo-/N-
fenilacetamida com os antiftingicos-padrao Anfotericina B e Fluconazol foi realizado o
ensaio Checkerboard. Adicionalmente, as propriedades antibiofilme de 2-bromo-N-
fenilacetamida foram avaliadas por meio do ensaio de Cristal Violeta. Resultados: 2-
bromo-N-fenilacetamida exibiu efeito fungicida, com uma CIM de 32 pg.mL-1 (87,5%
das cepas testadas) e CFM de 64 pg.mL-1 (81,25%). Além disso, mostrou eficacia contra
biofilmes maduros de Candida albicans semelhante a Anfotericina B em todas as
concentragoes testadas. Quando associado ao Fluconazol e a Anfotericina B apresentou
efeitos indiferentes. O mecanismo de acdo permanece passivel de esclarecimento.
Conclusdao: A amida sintética 2-bromo-N-fenilacetamida demonstra forte atividade
antifiingica frente a Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida
parapsilosis e exibe propriedades antibiofilme contra Candida albicans similares as
propriedades da Anfotericina B.
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Palavras-chave: 2-bromo-N-fenilacetamida, antiftingicos, Candida spp., Candida tropi-
calis, amidas.

1 INTRODUCTION

Candida spp. are the main cause of human mycoses: Candida albicans, often re-
lated to opportunistic infections; Candida glabrata, a well-known antifungal-resistant
yeast; and emerging microorganisms such as Candida tropicalis and Candida parapsilo-
sis complex are part of this genus (LOPES; LIONAKIS, 2022). Candida spp. are also
commonly reported as etiologic agents of systemic infections, candidemia, oral candidi-
asis, vulvovaginitis and cutaneous mycoses (SANTOS et al., 2018; BHATTACHARYA;
SAE-TIA; FRIES, 2020).

Based on epidemiologic studies there is a wide occurrence of mycoses in many
anatomical sites due to Candida spp.: from bloodstream infections in Middle East and
North Africa— C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis complex — (GHAZI
etal., 2019) towards keratitis in North America — C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilo-
sis complex — (QIAO et al., 2020), oral candidiasis in Europe — C. albicans, C. tropicalis,
C. glabrata— (CERNAKOVA et al., 2022) and in Latin America — C. albicans, C. tropi-
calis, C. glabrata, C. parapsilosis complex — (SANCHEZ-MOLINA et al., 2023), ony-
chomycosis and vulvovaginal candidiasis in Brazil both caused by C. albicans and C.
tropicalis MARANHAO et al., 2019).

The antifungal drugs for treatment of Candida spp. infections usually include az-
oles and echinocandins. However, there is an increasing resistance to such drugs among
Candida species (PRISTOV; GHANNOUM, 2019). Also, since the limited armamentar-
ium of antifungal drugs, i.e., only three main classes (including polyenes), there is an urge
to better understand the mechanisms of antifungal resistance and find novel therapeutic
strategies against Candida spp. infections (LEE et al., 2021).

Researches on natural and synthetic compounds are the current basis for new an-
timicrobial molecules (DEMCHENKO et al., 2021) and amides are proven to exhibit an-
tibiotic properties against fungal and bacterial strains (YADAV et al., 2018; PEREZ-
CASTILLO etal., 2021). 2-bromo-N-phenylacetamide (CgHgBrNO), hereinafter referred
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to as “A1Br”, is a synthetic molecule resulting from an acetylation reaction between bro-
moacetyl bromide and aniline which is regularly used as intermediary for chemical syn-
thesis (SOUSA et al., 2021). It demonstrates antimicrobial activity against Cryptococcus
neoformans (MELO et al., 2020); Candida albicans and Candida parapsilosis complex
(SOUSA et al., 2021).

Proven the antimicrobial activity of A1Br and the need of researches to better
explore its antifungal activity towards Candida spp., this work aimed to extensively eval-
uate the antifungal properties of A1Br against such microorganisms, isolated from differ-
ent human body sites. Thus, for product testing broth microdilution method was per-
formed to establish the Minimum Inhibitory and Minimum Fungicidal Concentrations
(MIC/MFC), as well as mode of action studies, drug combination assays and biofilm in-

hibition assessment.

2 MATERIAL AND METHODS
2.1 TEST COMPOUND AND REFERENCE ANTIFUNGALS

A1Br was provided by Laboratory of Research in Bioenergy and Organic Synthe-
sis (LPBS) from Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil, which synthesis pro-
tocol followed the procedures mentioned before (SOUSA et al., 2021). Fluconazole, cas-
pofungin and amphotericin B were used as controls and acquired from Sigma-Aldrich®
(Sao Paulo, SP, Brazil). The test compound and the antifungal drugs used as controls were
properly solubilized with dimethyl-sulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, SP,
Brazil), at 5%, Tween 80 (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brazil) at 2% and quantum
sufficit sterilized distilled water to obtain emulsions in the required concentrations for the

experiments (CLELAND; SQUIRES, 1991; PEREIRA et al., 2015).

2.2 CULTURE MEDIA
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) was
used for strain maintenance while Sabouraud Dextrose Broth (SDB) (Difco Laboratories,

Detroit, MI, USA) was used for mode of action and antibiofilm activity experiments. Ro-

swell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 broth (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, SP,

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.21, n.12,

ISSN: 1696-8352

Page 24084

p- 24080-24101. 2023..



41

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA
Curitiba, v.21, n.12, p. 24080-24101. 2023.
OBSERVATORIO

DE LA ECONOMIA : ¥
LATINOAMERICANA ISSN: 1696-8352

Brazil) was utilized for MIC, MFC and drug combination assays. Sorbitol and ergosterol
were purchased from VETEC Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro, R], Brazil) and Sigma-
Aldrich® (Sao Paulo, SP, Brazil), respectively. All culture media were prepared in ac-

cordance with the instructions of the manufacturer.

2.3 STRAINS

The antifungal activity of A1Br was tested against yeast strains of reference from
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA): Candida albicans
(CA) ATCC 76645, Candida tropicalis (CT) ATCC 750, Candida glabrata (CG) ATCC
90030 and Candida parapsilosis (CP) ATCC 22019. The antifungal properties were also
tested against clinical strains from Antibacterial and Antifungal Activity Research Labor-
atory (LM), Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil: CA LM-20, CA LM-32,
CA LM-35, CA LM-44, CALM-200; CT LM-17, CT LM-135, CT LM-165; CG LM-46,
CG LM-218; CP LM-439 and CP LM-689. The body sites and susceptibility profile of
the strains to fluconazole and amphotericin B are presented in Table 1 and are based on
Performance Standards for Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts (CLSI, 2020).
Since there are not any breakpoints for amphotericin B against Candida spp. stablished
by CLSI (CLSI, 2022), The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) breakpoint tables were adopted as standard (EUCAST, 2020).

Table 1. Susceptibility profile of the tested strains.

MIC (pg.mL-1) MIC (pg.mL-1)

Strain Body Site FLC* AmB**
C. albicans ATCC 76645 - 256 (R) 1(S)

C. albicans TM-20 Lungs 128 (R) 2(R)

C. albicans LM-32 Lungs 128 (R) 2 (R)

C. albicans LM-35 Nails 128 (R) 2 (R)

C. albicans LM-44 Urine 256 (R) 1(S)

C. albicans LM-200 Nails 128 (R) 1(9

C. tropicalis ATCC 750 - 128 (R) 1(5)

C. tropicalis LM-17 Oral Cavity 256 (R) 1(S)

C. tropicalis LM-135 Nails 256 (R) 0.5(S)
C. tropicalis LM-165 Lungs 256 (R) 0.5(S)
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C. glabrata ATCC 90030 . 64 (R) 0.5(S)
C. glabrata LM-46 Oral Cavity 128 (R) 1(8)
C. glabrata LM-218 Vagina 256 (R) 1(S)
C. parapsilosis ATCC 22019 - 512 (R) 1(5)
C. parapsilosis LM-439 Oral Cavity 512 (R) 0.5(S)
C. parapsilosis LM-689 Bloodstream 512 (R) 2 (R)

MIC = Minimum Inhibitory Concentration; FLC = Fluconazole; AmB = Amphotericin B; S = Suscepti-
ble; R = Resistant (*CLSI, 2020; **EUCAST, 2020).
Source: Author’s elaboration, 2023,

2.4 MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION (MIC) AND MINIMUM FUNGI-
CIDAL CONCENTRATION (MFC) DETERMINATIONS

The strains used for the experiments were stored in SDA at 4 °C. For performing
the assays yeast suspensions were prepared in 0.9% saline solution from fresh cultures
and cell density standardized using McFarland 0.5 scale (CLELAND; SQUIRES, 1991;
HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2008).

The products were established as antifungal compounds when inhibited at least
50% of the tested strains for each assay (CLELAND; SQUIRES, 1991; HAFIDH et al.,
2011). MIC of A1Br was determined by broth microdilution technique in 96-well round-
bottom plates (ELOFF, 1998; HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2008). Initially 100
uL of double-strength RPMI-1640 broth was added to the wells. Then, 100 pL of the
A1Br emulsion at an initial concentration of 1024 ng/mL were deposited on the first line
of the plate and two-fold dilutions were performed obtaining different concentrations
ranging from 1024 to 4 ng/mL. Finally, 10 pL of yeast inocula was added to the wells
respectively, i.e., one per column. Simultaneously, wells containing only culture media
(sterility), culture media + inocula (viability), culture media + inocula + solvents (vehicle
interference); and standard antifungals were used as controls.

MIC determination was performed in triplicate and plates were incubated at 35 +2
°C during 24-48 h for further evaluation. MIC was defined as the lowest concentration of
a product which inhibits visible fungal growth compared to controls and the compounds
were considered with strong activity (MIC < 600 pg/mL), moderate activity (600 < MIC
< 1500 pg/mL) and weak activity or inactivity (MIC > 1500 pg/mL) (HOLETZ et al.,
2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON, 2007).
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For determination of MFC 10 pL of supernatant from wells presenting no visible
growth (MIC, MIC x 2, MIC x 4) were transferred to new 96-well plates containing only
RPMI broth and incubated under the same conditions described previously. MFC was
determined as the lowest concentration of a compound which completely inhibits fungal
growth. The assay was conducted in triplicate and all controls performed. Ultimately,
MFC/MIC ratio was calculated for determining the antifungal effect: fungicidal if 1 <
MFC/MIC < 2 or fungistatic when MFC/MIC > 2 (SALIE; EAGLES; LENG, 1996;
NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008).

2.5 ERGOSTEROL ASSAY

Amphotericin B has been successfully used in the treatment of invasive candidia-
sis since 1959 when it was adopted into antifungal therapy (BARANTSEVICH N;
BARANTSEVICH E, 2022). One year before, it had been discovered that addition of
ergosterol could inhibit the effect of amphotericin B on fungal species (CAROLUS et al.,
2020). Therefore, it was discussed whether A1Br could act on fungal membrane.

For this purpose, a determination of A1Br’s MIC against Candida spp. strains was
performed by microdilution technique as previously described, using SDB supplemented
with ergosterol (400 pg/mL). Amphotericin B was used as a positive control due to its

established activity against fungal membranes (CAVASSIN et al., 2021).

2.6 SORBITOL ASSAY

Sorbitol is an osmotic stabilizer which is pivotal for fungal growth when such
microorganisms are in the presence of drugs that act on the cell wall (BIERNASIUK et
al., 2021). To investigate whether A1Br could exert its antifungal effect on cell wall, a
MIC by microdilution method was performed using SDB prepared with sorbitol at a final
concentration of 0.8 M, following the same procedures described for MIC determination.
A control using caspofungin, a drug that act on fungal wall, as well as controls for medium

sterility and strains viability were carried out (FROST et al., 1995; ZACCHINO, 2001).
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2.7 DRUG COMBINATION TEST

For evaluating the effect of A1Br in association with reference antifungals against
Candida spp. strains the checkerboard technique was carried out (SOUSA et al., 2021).
It consisted on the combination of different concentrations of A1Br (MIC x 8, MIC x 4,
MIC x 2, MIC, MIC/2, MIC/4, MIC/8) with those of each standard antifungal (flucona-
zole and amphotericin B).

The procedure was as follows: 100 pL of RPMI were added to wells of a 96-well
round-bottom microplate. In a parallel manner, dilutions of A1Br, fluconazole and am-
photericin B were prepared in order to obtain the concentrations MIC x 8, MIC x 4, MIC
x 2, MIC, MIC/2, MIC/4, MIC/8. 50 pL of A1Br (one concentration per column) were
added to 50 pL of amphotericin B or fluconazole (one concentration per row), forming a
range of different concentrations in combination (checkerboard). Finally, 20 pL of the
inoculum were added in the wells. The test was performed in triplicate and microplates
were incubated during 24-48h at 35 + 2 °C for further analysis.

The combined effects of A1Br and reference antifungals were established by the
fractional inhibitory concentration index (FICI), which is calculated by the sum of frac-
tional inhibitory concentrations (FIC) of each product: FICI = FICa + FICb. The FIC for
each product is calculated by the ratio: combined MIC/isolated MIC. The association was
defined as synergistic for FICI < 0.5; indifferent for 0.5 < FICI < 4; and antagonistic for
FICI > 4 (ODDS, 2003; SHIN, 2003).

2.8 ANTIBIOFILM ACTIVITY ASSAY

Candida albicans formed biofilms can protect the yeasts living within it once they
are more resistant to antifungal agents (including fluconazole and amphotericin B) than
planktonic cells (YU et al., 2022).

The evaluation of A1Br activity against preformed biofilms of C. albicans ATCC
76645 at different concentrations (MIC, MIC x 2, MIC x 4, MIC x 10) was carried out
based on adapted protocols (DJORDJEVIC; WIEDMANN; MCLANDSBOROUGH,
2002; FERREIRA et al., 2017; ALVES et al., 2020). The fungal inoculum was prepared
within Sabouraud Dextrose Broth (SDB) plus glucose (2%) and its cell density
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standardized according to McFarland 0.5 scale using a spectrophotometer (Kasvi, Curi-
tiba, PR, Brazil), A= 530 nm. Then, 1 mL was added to the wells of 24-well flat bottom
plates and incubated during 48 h at 35 °C for biofilm mass formation.

Thereafter, the supernatants of the wells (planktonic cells) were aspirated and dis-
carded and the wells washed twice using Phosphate-Buffered Saline (PBS). Subse-
quently, ImL of each concentration of A1Br and 1 mL of amphotericin B (positive con-
trol) at the same proportions (MIC, MIC x 2, MIC x 4, MIC x 10), both previously solu-
bilized with DMSO (3%) and diluted in SDB, were added to the wells and the plates
reincubated under the same conditions. Following this reincubation period, the superna-
tants of the wells were aspirated and discarded, the plates washed twice with PBS again,
dried at room temperature (45 min) and stained (45 min incubation) using 1 mL of 0.4%
Crystal Violet (w/v) per well. Then, the wells were washed with sterile distilled water and
immediately de-stained (30 min incubation) using 1 mL of 95% ethanol per well. Finally,
absorbance values for each well were read (A= 595 nm) using a microplate reader (Glo-
Max-Multi, PROMEGA, Madison, WI, USA).

The inhibition of adherence was indirectly measured once a value of 100% fungal
adherence (yeast growth control) was stablished. A sterility control (SDB only) was per-
formed and the assay conducted in sextuplicate. Data were analysed by One-Way
ANOVA with Tukey post-test (P < 0.0001) (GraphPad Prism, version 5.0 for Windows,
San Diego, CA, EUA).

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION (MIC) AND MINIMUM FUNGI-
CIDAL CONCENTRATION (MFC) OF A1BR

Table 2. MIC and MFC (pg.mL-1) of A1Br against Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
glabrata and Candida parapsilosis strains.

Al1Br So S \%

Strain MIC MFC MFC/MIC
C. albicans ATCC 76645 32 64 2 (Fungicidal) + - +
C. albicans LM-20 64 64 1 (Fungicidal) + - -
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C. albicans LM-32 32 64 2 (Fungicidal) + - +
C. albicans LM-35 32 64 2 (Fungicidal) + - +
C. albicans LM-44 32 64 2 (Fungicidal) + - +
C. albicans LM-200 32 64 2 (Fungicidal) + - +
C. tropicalis ATCC 750 32 64 2 (Fungicidal) + - +
C. tropicalis LM-17 32 32 1 (Fungicidal) + - +
C. tropicalis LM-135 32 32 1 (Fungicidal) + - -
C. tropicalis LM-165 32 32 1 (Fungicidal) + - +
C. glabrata ATCC 90030 32 64 2 (Fungicidal) + - -
C. glabrata LM-46 64 64 1 (Fungicidal) + - +

C. glabrata LM-218 32 64 2 (Fungicidal) + - +
C. parapsilosis ATCC 22019 32 64 2 (Fungicidal) - - +
C. parapsilosis LM-439 32 64 2 (Fungicidal) + - -
C. parapsilosis LM-689 32 64 2 (Fungicidal) + - +

MIC = Minimum Inhibitory Concentration; MFC = Minimum Fungicidal Concentration; A1Br = 2-
bromo-N-phenylacetamide; So = Solvent control; S = Sterility control; V = Viability control; + = Mi-
crobial growth; - = Absence of microbial growth.

Source: Author’s elaboration, 2023.

Amides are widely distributed and possess crucial importance for the material and
biological properties of both natural and synthetic compounds (MEDEIROS et al., 2020)
and its derivatives have been explored over the last decades due to their fungicidal and
fungistatic potential (TSIKOLIA et al., 2019).

The synthetic amide 2-bromo-/N-phenylacetamide (A1Br) exhibited MIC of 32
pg.mL-1 for 87.5% of the strains enrolled in this work, while for 12.5% of the strains,
the MIC was 64 pg.mL-1. Regarding the MFC, it was 64 pg.mL-1 for 81.25% of the
strains and for the other 18.75% it was 32 pg.mL-1. The ratio 1 < MFC/MIC < 2 reveals
this molecule as fungicidal in 100% of the strains studied.

These findings corroborate other results previously found in the literature: anti-
fungal activity of A1Br against C. albicans and C. parapsilosis complex strains, isolated
from patients with invasive candidiasis, obtained MIC ranging from 4 to 32 pg.mL-1
with fungicidal profile (SOUSA et al., 2021). The present study is the first to explore the
antifungal activity of A1Br against Candida tropicalis strains and revealed a MIC of 32

pg.mL-1 for both the standard strain and the clinical isolates, with a fungicidal effect.
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Other studies have highlighted the antifungal role of synthetic amides: A1Br
against Cryptococcus neoformans (MELO et al., 2020); A1Cl (2-chloro-N-Phenyla-
cetamide) against Aspergillus flavus (FERREIRA et al., 2021), Candida albicans, Can-
dida parapsilosis complex and Candida tropicalis (SILVA et al., 2022; DINIZ-NETO et
al., 2024).

Despite low Minimum Inhibitory Concentrations of amphotericin B for treating
Candida spp. infections, MIC (ug.mL-1) < 1 (EUCAST, 2020), its administration is
associated with renal or infusion-related toxicity in 80% of patients. Such toxicity is due
to the interaction of this antifungal with cholesterol present in human cell membranes and
its most frequent side effects are hypokalemia, hypomagnesemia, azotemia, anaphylaxis,
fever and anemia due to low concentrations of erythropoietin. The use of conventional
amphotericin B can lead to renal failure (reversible with discontinuation of use) and need
for dialysis (NOOR; PREUSS, 2023).

A1Br exhibited a MIC of 32 pg.mL-1 against the Candida spp strains tested in
this study, however, it possesses good oral bioavailability and low risk of irritating effects
in in silico analysis (MELO et al., 2020). Further studies about A1Br toxicity and phar-
macokinetics may be performed in order to confirm its safety and oral bioavailability for

human use.
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3.2 MODE OF ACTION OF A1BR: ERGOSTEROL AND SORBITOL ASSAYS

Table 3. MIC (pg.mL-1) of A1Br and Amphotericin B against Candida albicans, Candida tropi-
calis, Candida glabrata and Candida parapsilosis strains in the absence and presence of ergosterol

400 pg.mL-L.
AlBr Amphotericin B
Absence of ergoste-  Presence of Absence of Presence of
g rol ergosterol ergosterol ergosterol
C. albicans ATCC 76645 32 32 1 16
C. albicans LM-20 64 64 2 32
C. tropicalis ATCC 750 32 32 1 16
C. tropicalis LM-17 32 32 1 32
C. glabrata ATCC 90030 32 32 0.5 16
C. glabrata LM-46 64 64 1 32
C. parapsilosis ATCC 22019 32 32 1 32
C. parapsilosis LM-439 32 32 0.5 16

A1Br = 2-bromo-N-phenylacetamide. Source: Author’s elaboration, 2023.

Table 4. MIC (ug.mL-1) of A1Br and Caspofungin against Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
glabrata and Candida parapsilosis strains in the absence and presence of sorbitol 0.8 M.

Al1Br Caspofungin
Strain Absence of Presence of Absence of sor- Presence of
sorbitol sorbitol bitol sorbitol

C. albicans ATCC 76645 32 32 0.125 0.5
C. albicans LM-20 64 64 0.125 1
C. tropicalis ATCC 750 32 32 0.125 1
C. tropicalis LM-17 32 32 0.25 1

C. glabrata ATCC 90030 32 32 0.062 0.25

C. glabrata LM-46 64 64 0.062 0.5

C. parapsilosis ATCC 22019 32 32 0.062 0.5

C. parapsilosis LM-439 32 32 0.125 0.5

AlBr = 2-bromo-N-phenylacetamide.
Source: Author’s elaboration, 2023.

In order to predict the mode of action of A1Br, ergosterol and sorbitol assays were
carried out as previously described. Based on in silico analysis A1Br presented interac-
tions with the cell wall enzyme exo-B-(1,3)-glucanase (binding energy: -57.45k].mol’)
and with cell membrane enzyme 14-a-demethylase (binding energy: -64.07kJ.mol ") from
C. albicans and C. parapsilosis complex (SOUSA et al., 2021). Otherwise, the minimum

inhibitory concentrations (MIC) of A1Br against Candida albicans, Candida tropicalis,
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Candida glabrata and Candida parapsilosis in the present study remained the same in
the absence and presence of ergosterol and sorbitol.

The antifungal effect of a tested lignin against C. albicans exhibited relations to
PKC pathway-related and Cek1 pathway-related genes (XIE et al., 2022). Similarly, an-
other study has highlighted the relation between glucose metabolism pathways and the
antifungal activity of some compounds against C. albicans (CHEN et al., 2020). How-

ever, data about Candida spp.-related pathways in antifungal compounds are yet scarce.

3.3 INDIFFERENT EFFECTS OF A1BR COMBINED WITH AMPHOTERICIN B OR
FLUCONAZOLE

Table 5. Associations A1Br + Amphotericin B and A1Br + Fluconazole against Candida spp.

Strain FIC FIC FICI FIC FIC FICI
Al1Br AmB _AlBr+AmB _ AlBr FLC AlBr + FLC

C. albicans ATCC 76645 1 1 2(D) 2 0.125 2.125 (D)
C. albicans LM-20 1 1 2() 1 1 2 (D
C. tropicalis ATCC 750 1 0.125 1.125 () 1 1 2
C. tropicalis LM-17 1 0.125 1.125 (D) 1 1 2()
C. glabrata ATCC 90030 1 0.125 1.125 (1) 1 1 2()

C. glabrata LM-46 1 0.125 1.125 (I) 1 0.125 1.125 (I)

C. parapsilosis ATCC 22019 1 1 2(D 1 0.125 1.125 (1)

C. parapsilosis LM-439 0.5 0.125 0.625 (I) 1 0.125 1.125 (I)

FICI = Fractional Inhibitory Concentration Index; FIC = Fractional Inhibitory Concentration; A1Br = 2-
bromo-N-phenylacetamide; AmB = Amphotericin B; FLC = Fluconazole; I = Indifferent.
Source: Author’s elaboration, 2023.

For evaluating the combined effect of A1Br + Amphotericin B and A1Br + Flu-
conazole a checkerboard technique was performed in accordance to the previously de-
scribed. None of the associations presented any synergism at concentrations MIC x 8,
MIC x 4, MIC x 2, MIC, MIC/2, MIC/4 and MIC/8 against the tested strains. Similar
results were noted, which also presented any synergism in the association A1Br + Flu-
conazole at the same proportions MIC x 8, MIC x 4, MIC x 2, MIC, MIC/2, MIC/4 and
MIC/8 against C. albicans and C. parapsilosis complex (SOUSA et al., 2021). Once there
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are scarce data about combinations between A1Br and standard antifungals in literature,

such associations should be considered for additional analysis.

3.4 DISRUPTION OF CANDIDA ALBICANS PREFORMED BIOFILMS DUE TO
A1BR ACTIVITY

Morphology, metabolic characteristics and species interfere in Candida spp. bio-
film formation (MUNUSAMY; VADIVELU; TAY, 2018). Biofilms of C. albicans have
amost diversified structure: blastopores and hyphae within an extracellular matrix of pol-
ysaccharides, contrasting to C. glabrata, which are formed by yeast-like cells only within
a multilayer arrangement and C. parapsilosis, an agglomeration of yeasts attached to a
surface with a minimum of extracellular matrix. Concerning C. tropicalis biofilm, it is an
arrangement of yeasts, pseudohyphae and a high hyphal budding (CAVALHEIRO;
TEIXEIRA, 2018). Despite the up-regulation of genes for filamentation in many Candida
spp., Candida albicans co-expresses filamentation and virulence-related genes, differing
from other Candida spp., whose genes related to some virulence factors are down-regu-
lated. It could explain some reasons for high rates of C. albicans infections (nearly 50%)
in comparison to other Candida spp (KADOSH; MUNDODI, 2020).

For exploring the antibiofilm potential of A1Br against C. albicans, a Crystal Vi-

olet-based assay was performed as stated before. Results are presented bellow (Figure 1).
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Figure 1. Inhibitory effect of 2-bromo-N-Phenylacetamide and Amphotericin B against Candida albicans
biofilm. Results presented as mean + SD of three independent experiments. (One-way ANOVA with
Tukey post-test, ****p<0.0001).

Growth control

32 pg/mL (14.95 uM)
64 ug/mL (29.90 uM)
128 ug/mL (59.80 uM)
320 pg/mL (149.5 uM)
1 pug/mL (1.08 uM)

2 pg/mL (2.16 uM)

© 4 pg/mL (4.32 uM)

10 pug/mL (10.8 uM)

1001

Biofilm (%)

A1Br v Amphotericin

Source: Author’s elaboration, 2023.

A1Br exhibited a biofilm reduction ranging from 59% to 80% at the tested con-
centrations 32 pg.mL-1 (CIM) and 320 pg.mL-1 (CIM x 10), respectively. In turn, Am-
photericin B presented a biofilm reduction ranging from 32% to 83% at the tested con-
centrations 1 pg.mL-1 (CIM) and 10 pg.mL-1 (CIM x 10), respectively. A significant
statistical difference was found when comparing the control group (growth control) to all
tested groups (P < 0.0001). There were no statistically significant differences between the
tested Minimum Inhibitory Concentrations (** P < 0.0043) of A1Br and Amphotericin B
as wells as between the tested Suprainhibitory Concentrations CIM x 2 (**** P< 0.0001),
CIM x 4 (P=0.9994) and CIM x 10 (P = 0.1033).

4 CONCLUSION
2-bromo-N-phenylacetamide, A1Br, presented a strong antifungal activity against

Candida albicans, Candida glabrata and Candida parapsilosis complex, with Minimum
Inhibitory Concentrations of 32 pg.mL-1 for 87.5 % of the sixteen tested strains. The

Minimum Fungicidal Concentration was 64 pg.mL-1 for 81.25 % of the same strains and
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the molecule was classified as a fungicide. It was the first time the antifungal activity of
A1Br was explored against Candida tropicalis, which was proven to be strong as well,
once a MIC of 32 pg.mL-1 and a MFC of 32 pg.mL-1 (75 % of the C. tropicalis strains)
were found. It is worth mentioning that at MIC, MIC x 2, MIC x 4 and MIC x 10, A1Br
exhibited a statistically significant activity against Candida albicans preformed biofilms
as effective as that found for Amphotericin B at the same concentrations. Since the mode
of action of A1Br antifungal activity towards Candida spp. remains unclear and its tox-
icity and good oral bioavailability were predominantly evaluated through in silico analy-
sis, further studies using different tools are required for confirming its safe and effective

use in human health.
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6 CONCLUSOES

Por fim, baseando-se nos achados deste estudo, pode-se concluir que a amida

sintética 2-bromo-N-fenilacetamida:

Possui forte atividade antifungica, de carater fungicida, frente a Candida
albicans, Candida tropicalis, Nakaseomyces glabratus (Candida
glabrata) e Candida parapsilosis fluconazol-resistentes;

Quando de sua combinacdo com os antifingicos-padréo fluconazol ou
anfotericina B mostrou-se indiferente;

Seu efeito ndo se da por complexacdo com o ergosterol da membrana
celular fangica tampouco por alteracéo direta da integridade da parede
celular destes microrganismos, de modo que sdo necessarias analises
adicionais a fim de elucidar qual o seu mecanismo de acéo fungicida;
Possui consideravel atividade disruptiva contra biofilmes maduros de
Candida abicans, sendo tal efeito tdo significativo quanto aqueles da
anfotericina B nas mesmas condi¢cfes testadas, quando comparados

cada tratamento com o grupo controle.



59

REFERENCIAS

ALP, S. et al. Expect the unexpected: fungemia caused by uncommon Candida
species in a Turkish University Hospital. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, v. 40, n. 7,
p. 1539-1545, 2021.

ANDRADE-JUNIOR, F. P. Perfil epidemiol6gico de dermatofitoses em pacientes
atendidos em um laboratorio privado de Jodo Pessoa-PB, entre 2015 a 2019 e
avaliacdo antifungica de 2-bromo-N-fenilacetamida frente a isolados clinicos
do género Microsporum. 2020. Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa
de Pos- graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2020.

ARASTEHFAR, A. et al. Antifungal susceptibility, genotyping, resistance mechanism,
and clinical profile of Candida tropicalis blood isolates. Med Mycol, v. 58, n. 6, p.
766-773, 2020.

ARCE-TORRES, L. F. et al. Metabolitos secundarios con actividad medicinal
extraidos de hongos provenientes de Centroamérica.Tecnol Marcha, v. 33, n. 3, p.
80-89, 2020.

AUGOSTINE, C. R.; AVERY, S. V. Discovery of Natural Products With Antifungal
Potential Through Combinatorial Synergy. Front Microbiol, v. 13, 2022.

BALOUIRI, M.; SADIKI, M.; IBNSOUDA, S. K. Methods for in vitro evaluating
antimicrobial activity: A review. J Pharm Anal, v. 6, n. 2, p. 71-79, abr. 2016.

BARANTSEVICH, N.; BARANTSEVICH, E. Diagnosis and Treatment of Invasive
Candidiasis. Antibiotics, v. 11, n. 6, 2022.

BEN-AMI, R.; KONTOYIANNIS, D. P. Resistance to Antifungal Drugs. Infect Dis
Clin North Am, v. 35, n. 2, p. 279-311, 2021.

BEZERRA, L. S. et al. Antifungal Efficacy of Amphotericin B in Candida Albicans
Endocarditis Therapy: Systematic Review. Braz J Cardiovasc Surg, v. 35, n. 5, p.
789-796, 2020.

BOUZ, G.; DOLEZAL, M. Advances in Antifungal Drug Development: An Up-To-Date
Mini Review. Pharmaceuticals, v. 14, n. 12, 2021.

BRANCO, J.; MIRANDA, I. M.; RODRIGUES, A. G. Candida parapsilosis Virulence
and Antifungal Resistance Mechanisms: A Comprehensive Review of Key
Determinants. J Fungi, v. 9, n. 1, 2023.

BUTASSI, E. et al. Fungal Biofilms as a Valuable Target for the Discovery of Natural
Products That Cope with the Resistance of Medically Important Fungi-Latest
Findings. Antibiotics, v. 10, n. 9, 2021.

CALZETTA, L.; KOZIOL-WHITE, C. Pharmacological interactions: Synergism, or not
synergism, that is the question. Curr Res Pharmacol Drug Discov, v. 2, 2021.



60

CAMPOQY, S.; ADRIO, J. L. Antifungals. Biochem Pharmacol, v. 133, p. 86-96,
2017.

CASSAR, S. et al. Use of Zebrafish in Drug Discovery Toxicology. Chem Res
Toxicol, v. 33, n. 1, p. 95-118, 2020.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Antimicrobial
Resistance in Candida. Disponivel em:
<https://lwww.cdc.gov/fungal/diseases/candidiasis/antifungal-resistant.html|>. Acesso
em: 7 jan. 2023.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Vulvovaginal
Candidiasis (VVC). Disponivel em: < https://www.cdc.gov/std/treatment-
guidelines/candidiasis.htm>. Acesso em: 4 dez. 2022.

CHEVALIER, M.; RANQUE, S.; PRECHEUR, |. Oral fungal-bacterial biofilm models
in vitro: a review. Med Mycol, v. 56, n. 6, p. 653-667, 2018.

CHIMENZ, R. et al. IL-17 serum level in patients with chronic mucocutaneous
candidiasis disease. Pediatr Allergy Immunol, v. 33, n. suppl 27, p. 77-79, 2022.

CLEELAND, R.; SQUIRES, E. Evaluation of new antimicrobials in vitro and in
experimental animal infections. Antibiotics in laboratory medicine, v. 3, p. 739—
787, 1991.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Reference method for
broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts; approved standard. CLSI
document M27-A3 and Supplement S, n. 3, 2008.

CORREA-ROYERO, J. et al. In vitro antifungal activity and cytotoxic effect of
essential oils and extracts of medicinal and aromatic plants against Candida krusei
and Aspergillus fumigatus. Rev Bras Farmacogn, v. 20, n. 5, p. 734-741, 2010.

COSTE, A. T. et al. Fungal Infection Network of Switzerland (FUNGINOS). Emerging
echinocandin-resistant Candida albicans and glabrata in Switzerland. Infection, v.
48, n. 5, p. 761-766, 2020.

DAHIYA, S. et al. Antimycotic Drugs and their Mechanisms of Resistance to Candida
Species. Curr Drug Targets, v. 23, n. 2, p. 116-125, 2022.

DEMCHENKO, S. et al. Synthesis, Antibacterial and Antifungal Activity of New 3-
Aryl-5H-pyrrolo[1,2-a]imidazole and 5H-Imidazo[1,2-alazepine Quaternary Salts.
Molecules, v. 26, n. 14, 2021.

DIONGUE, K. et al. Cases of skin and nail candidiasis diagnosed at the parasitology
and mycology laboratory of Le Dantec University Hospital in Dakar, 2008-2015. Med
Sante Trop, v. 28, n. 4, p. 390-394, 2018.



61

DUGGAL, R. et al. Prevalence of species-specific candidiasis and status of oral
hygiene and dentition among diabetic patients: A hospital-based study. Indian J
Dent Res, v. 32, p. 292-298, 2021.

EGRI, N. et al. Primary immunodeficiency and chronic mucocutaneous candidiasis:
pathophysiological, diagnostic, and therapeutic approaches. Allergol
Immunopathol, v. 49, n. 1, p. 118-127, 2021.

ELOFF, J. N. A. Sensitive and quick microplatemethod to determine the minimal
inhibitory Concentration of plant etracts for bactéria. Planta Med, v. 64, n.8, p. 711-
713, 1998.

ESCALANTE, A. et al. Evidence for the mechanism of action of the antifungal
phytolaccoside B isolated from Phytolacca tetramera Hauman. J Nat Prod, v. 71, n.
10, p. 1720-1725, 2008.

FERNANDES, T.; SILVA, S.; HENRIQUES, M. Candida tropicalis biofilm's matrix--
involvement on its resistance to amphotericin B. Diagn Microbiol Infect Dis, v. 83,
n. 2, p. 165-169, 2015.

FISHER, M. C. et al. Tackling the emerging threat of antifungal resistance to human
health. Nat Rev Microbiol, v. 20, n. 9, p. 557-571, 2022.

FISHER, M. C. et al. Worldwide emergence of resistance to antifungal drugs
challenges human health and food security. Science, v. 360, n. 6390, p. 739-742,
2018.

FLY, J. H. et al. Updates in the Pharmacologic Prophylaxis and Treatment of
Invasive Candidiasis in the Pediatric and Neonatal Intensive Care Units: Updates in
the Pharmacologic Prophylaxis. Curr Treat Options Infect Dis, v. 14, n. 2, p. 15-34,
2022.

FRIAS-DE-LEON, M. G. et al. Candida glabrata Antifungal Resistance and Virulence
Factors, a Perfect Pathogenic Combination. Pharmaceutics, v. 13, n. 10, 2021.

FROST, D. J. et al. A whole-cell Candida albicans assay for the detection of inhibitors
towards fungal cell wall synthesis and assembly. J Antibiot, v. 48, n. 4, p. 306-310,
1995.

GAWAZ, A.; WEISEL, G. Mixed infections are a critical factor in the treatment of
superficial mycoses. Mycoses, v. 61, n. 10, p. 731-735, 2018.

GHARAGHANI, M. et al. Candiduria; a review article with specific data from Iran.
Turk J Urol, v. 44, n. 6, p. 445-452, 2018.

GLAMPEDAKIS, E. et al. Efficacy of antifungal monotherapies and combinations
against Aspergillus calidoustus. Antimicrob Agents Chemother, v. 62, 2018.



62

GOMES, V. T. et al. Assessment of high-power LED in the adhesion of wild
Pseudomonas aeruginosa isolates. Res J Pharm Biol Chem Sci, v. 11, n. 6, p. 75,
2020.

GOMEZ-CASANOVA, N. et al. Inhibition of Candida glabrata Biofilm by Combined
Effect of Dendritic Compounds and Amphotericin. Pharmaceutics, v. 14, n. 8, 2022.

GOMEZ-MOLERO, E. et al. Candida parapsilosis Colony Morphotype Forecasts
Biofilm Formation of Clinical Isolates. J Fungi, v. 7, n. 1, 2021.

GONCALVES, I.; NASCIMENTO, A.; FARIAS, D. Avaliacdo da embriotoxicidade da
concentracéo inibitéria minima do 6leo essencial de Lippia sidoides contra
Streptococcus mutans utilizando Danio rerio, um vertebrado modelo. CONBRACIS
Congresso Brasileiro de Ciéncias da Saude, 2016.

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL. Comissao Permanente de Protocolos de
Atencdo a Saude. Disponivel em:
<https://lwww.saude.df.gov.br/documents/37101/87400/Protocolo+de+Acesso+da+At
en%C3%A7%C3%A30+Prim%C3%Alria+%C3%A0+Sa%C3%BAde+do+DF+%E2%
80%93+APS.pdf/2al1fob6f-46e8-b01c-f656-1f69882516567t=1648646629690>.
Acesso em: 12 nov. 2022.

GRELA, E. et al. Modes of the antibiotic activity of amphotericin B against Candida
albicans. Sci Rep, v. 9, n. 1, 2019.

GRIGOR'EVA, A. et al. Changes in the Ultrastructure of Candida albicans Treated
with Cationic Peptides. Microorganisms, v. 8, n. 4, 2020.

GUPTA, P.; GUPTA, H.; POLURI, K. M. Geraniol eradicates Candida glabrata biofilm
by targeting multiple cellular pathways. Appl Microbiol Biotechnol, v. 105, n. 13, p.
5589-5605, 2021.

GUPTA, P.; PRUTHI, V.; POLURI, K. M. Mechanistic insights into Candida biofilm
eradication potential of eucalyptol. J Appl Microbiol, v. 131, n. 1, p. 105-123, 2021.

HADACEK, F.; GREGER, H. Testing of antifungical natural products: methodologies,
comparability of results and assay choise. Phytochem Anal, v. 11, p. 137-147, 2000.

HAFIDH, R.R. et al. Inhibition of growth of highly resistant bacterial and fungal
pathogens by a natural product. Open Microbiol J, v. 5, p. 96-106. 2011.

HAMEED, S. et al. Revisiting the Vital Drivers and Mechanisms of 3-Glucan Masking
in Human Fungal Pathogen, Candida albicans. Pathogens, v. 10, 2021.

HASSAN, Y.; CHEW, S. Y.; THAN, L. T. L. Candida glabrata: Pathogenicity and
Resistance Mechanisms for Adaptation and Survival. J Fungi, v. 7, n. 8, 2021.

HEARD, S. C.; WU, G.; WINTER, J. M. Antifungal natural products. Curr Opin
Biotechnol, v. 69, p. 232-241, 2021.



63

HOLETZ, F.B. et al. Screening of Some Plants Used in the Brazilian Folk Medicine
for the Treatment of Infectious Diseases. Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 97, n. 7, p.
1027-1031, 2002.

HOUGHTON, P. J. et al. Uses and abuses of in vitro tests in ethnopharmacology:
visualizing, an elephant. J Etnopharmacol, v. 110, n. 3, p. 391-400, 2007.

ITO, J. I.; HOOSHMAND-RAD, R. Treatment of Candida infections with amphotericin
B lipid complex. Clin Infect Dis, v. 40, n. Suppl 6, 2005.

IVANOV, M.; CIRIC, A.; STOJKOVIC, D. Emerging Antifungal Targets and
Strategies. Int J Mol Sci, v. 23, n. 5, p. 2756, 2022.

JAFRI, H.; AHMAD, I, Thymus vulgaris essential oil and thymol inhibit biofilms and
interact synergistically with antifungal drugs against drug resistant strains of Candida
albicans and Candida tropicalis. J Mycol Med, 2019.

JEZIKOVA, Z. et al. Synergy Over Monotherapy. Curr Microbiol, 2019.

KATKE, S. et al. Synthesis of biologically active 2-chloro-N-alkyl/aryl acetamide
derivatives. Int J Pharm Sci Res, v. 2, n. 7, p. 148-156, 2011.

KATRAGKOU, A. et al. In vitro combination therapy with isavuconazole Against
Candida spp. Med Mycol, v. 55, n. 8, p. 859-868, 2017.

KAUR, J.; NOBILE, C. J. Antifungal drug-resistance mechanisms in Candida biofilms.
Curr Opin Microbiol, v. 71, 2023.

KAY, A. et al. Complete clinical response to combined antifungal therapy in two cats
with invasive fungal rhinosinusitis caused by cryptic Aspergillus species in section
Fumigati. Med Mycol Case Rep, v. 34, p. 13-17, 2021.

KHODADADI, H. et al. Prevalence of superficial-cutaneous fungal infections in
Shiraz, Iran: A five-year retrospective study (2015-2019). J Clin Lab Anal, v. 35, n.
7,2021.

KOHLER, J. R. et al. Fungi that infect humans. Microbiol Spectrum, v. 5, n. 3, 2017.

KRUKIEWICZ, K. et al. Recent Advances in the Control of Clinically Important
Biofilms. Int J Mol Sci, v. 23, n. 17, 2022.

KUMAR, A.; JHA, A. Anticandidal agents. Elsevier, p. 11-39, 2017.

LEE, Y. et al. Antifungal Drug Resistance: Molecular Mechanisms in Candida
albicans and Beyond. Chem Rev, v. 121, n. 6, p. 3390-3411, 2021.

LEWIS, M. A. O.; WILLIAMS, D. W. Diagnosis and management of oral candidosis.
Br Dent J, v. 223, n. 9, p. 675-681, 2017.



64

LEWIS, R. E. et al. Comparison of Etest, chequerboard dilution and time—kill studies
for the detection of synergy or antagonism between antifungal agents tested against
Candida species. J Antimicrob Chemother, v. 49, p. 345-351, 2002.

LISBOA, T. M. H. TOXICIDADE E ATIVIDADE ANTITUMORAL DE UM HIBRIDO
TIOFENICO-ACRIDINICO. 2020. 171 f. Tese de doutorado apresentada ao
Programa de Pés- graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2020.

LOHSE, M. B. et al. Development and regulation of single- and multi-species
Candida albicans biofilms. Nat Rev Microbiol, v. 16, n. 1, 2018.

MARANHAO, F. C. A. et al. Mycoses in northeastern Brazil: epidemiology and
prevalence of fungal species in 8 years of retrospective analysis in Alagoas. Braz J
Microbiol, v. 50, n. 4, p. 969-978, 2019.

MARTINEZ-HERRERA, E. et al. Antifungal Resistance in Clinical Isolates of Candida
glabrata in Ibero-America. J Fungi, v. 8, n. 1, 2021.

MELO, T. R. INVESTIGACAO DA TOXICIDADE, ATIVIDADE ANTIFUNGICA E
ANTIBIOFILME DO 2-BROMO-N-FENILACETAMIDA. 2021. 122 f. Tese de
doutorado apresentada ao Programa de Pés- graduagédo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2021.

MEYER, B.N. et al. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant
constituents. Planta Med, v. 45, n. 5, p.31-34, 1982.

MISHRA, A. A.; KOH, A. Y. The microbial and host factors that govern Candida
gastrointestinal colonization and dissemination. Curr Opin Microbiol, v. 63, p. 29-35,
2021.

MOHANKUMAR, B. et al. Vaginosis: Advances in new therapeutic development and
microbiome restoration. Microb Pathog, v. 168, 2022.

MORAES-PINTO, M. I.; FERRARINI, M. A. Opportunistic infections in pediatrics:
when to suspect and how to approach. J Pediatr, v. 96, n. S1, p. 47-57, 2020.

MURPHY, S. E.; BICANIC, T. Drug Resistance and Novel Therapeutic Approaches in
Invasive Candidiasis. Front Cell Infect Microbiol, v. 11, 2021.

NCUBE, N.; AFOLAYAN, A.; OKOH, A. Assessment techniques of antimicrobial
properties of natural compounds of plant origin: current methods and future trends.
Afr J Biotechnol, v. 7, n. 12, 2008.

NIVOIX, Y.; LEDOUX, M. P.; HERBRECHT, R. Antifungal Therapy: New and
Evolving Therapies. Semin Respir Crit Care Med, v. 41, n. 1, p. 158-178, 2020.

ODDS, F. C. Synergy, antagonism, and what the chequerboard puts between them.
J Antimicrob Chemother, v. 52, n. 1, p. 1-1, 1 jul. 2003.



65

OECD/OCDE. OECD Guidelines for the Testing of Chemicals: Fish Embryo
Acute Toxicity (FET) Test. n.236, 2013.

OMMEN, P.; ZOBEK, N.; MEYER, R. L. Quantification of biofilm biomass by staining:
Non-toxic safranin can replace the popular crystal violet. J Microbiol Methods, v.
141, p. 87-89, 2017.

PAGANO, P.J. et al. Effects of linezolid on staphylococcal adherence versus time of
treatment. Int J Antimicrob Agent, v. 23, p. 226-234, 2004.

PAIVA, L. F. et al. Association of the essential oil of Cymbopogon citratus (DC) Stapf
with nystatin against oral cavity yeasts. An Acad Bras Cienc, v. 94, n. 1, 2022.

PALADINE, H. L.; DESAI, U. A. Vaginitis: Diagnosis and Treatment. Am Fam
Physician, v. 97, n. 5, p. 321-329, 2018.

PAPPAS, P. G. et al. Infectious Diseases Society of America. Guidelines for
treatment of candidiasis. Clin Infect Dis, v. 38, n. 2, p. 161-189, 2004.

PAPPAS, P. G. et al. Invasive candidiasis. Nat Rev Dis Primers, v. 4, 2018.

PECORARO, R. et al. Artemia salina: A microcrustacean to assess engineered
nanoparticles toxicity. Microsc Res Tech, v. 84, n. 3, p. 531-536, 2021.

PEREIRA, F. O. et al. Growth inhibition and morphological alterations of
Thichophyton rubrum induced by essential oil from Cymbopogon winterianus Jowitt
ex bor. Braz J Microbiol, v. 42, n. 1, p. 233-242, 2011.

PEREIRA, R. et al. Biofilm of Candida albicans: formation, regulation and resistance.
J Appl Microbiol, v. 131, 2020.

PILLARD, D. A.; TAPP, K. L. Influence of feeding and organism age on the acute
toxicity of sodium bromide to Artemia salina. Ecotoxicology, v. 30, n. 5, p. 914-918,
2021.

POLKE, M.; HUBE, B.; JACOBSEN, I. D. Candida survival strategies. Adv Appl
Microbiol, v. 91, p. 139-235, 2015.

PRISTOV, K. E.; GHANNOUM, M. A. Resistance of Candida to azoles and
echinocandins worldwide. Clin Microbiol Infect, v. 25, n. 7, p. 792-798, 2019.

QADRI, H. et al. Natural products and their semi-synthetic derivatives against
antimicrobial-resistant human pathogenic bacteria and fungi. Saudi J Biol Sci, v. 29,
n. 9, 2022.

REVIE, N. M. et al. Antifungal drug resistance: evolution, mechanisms and impact.
Curr Opin Microbiol, v. 45, p. 70-76, 2018.

RHODES, J.; FISHER, M. C. Global epidemiology of emerging Candida auris. Curr
Opin Microbiol, v. 52, p. 84-89, 2019.



66

RODRIGUES, G. M. F. Avaliacédo da atividade antifungica in vitro da molécula 2-
bromo-N-fenilacetamida contra isolados de Candida glabrata oriundas da
cavidade bucal. 2019. Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Odontologia da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
2019.

RODRIGUES, L.B. et al. Quantification of biofilm production on polystyrene by
Listeria monocytogenes, Escherichia coli and Staphylococcus aureus isolated from a
poultry slaughterhouse. Braz J Microbiol, v. 41, p. 1082-1085, 2010.

ROKAS, A. Evolution of the human pathogenic lifestyle in fungi. Nat Microbiol, v. 7,
p. 607—619, 2022.

ROSA, J. G. S.; LIMA, C.; LOPES-FERREIRA, M. Zebrafish Larvae Behavior Models
as a Tool for Drug Screenings and Pre-Clinical Trials: A Review. Int J Mol Sci, v. 23,
n. 12, 2022.

SADEGHI, G. et al. Cutaneous candidiasis in Tehran-Iran: from epidemiology to
multilocus sequence types, virulence factors and antifungal susceptibility of etiologic
Candida species. Iran J Microbiol, v. 11, n. 4, p. 267-279, 2019.

SAHIN, F. et al. Composition and antimicrobial activity of essential oils from aromatic
plantes used in Brazil. Braz J Microbiol, v. 35, n. 4, p. 275-280, 2004.

SALAZAR, S. B. et al. An Overview on Conventional and Non-Conventional
Therapeutic Approaches for the Treatment of Candidiasis and Underlying Resistance
Mechanisms in Clinical Strains. J Fungi, v. 6, n. 1, 2020.

SALIE, F.; EAGLES, P. F. K.; LENG, H. M. J. Preliminary antimicrobial screening of
four South African Asteraceae species. J Ethnopharmacol, v. 52, n. 1, p. 27-33,
1996.

SAMPAIO, G. M. M. et al. Synthesis and antibacterial activity of a new derivative of
the meldrun acid: 2,2-dimethyl-5-(4H-1,2,4-triazole-4-ylaminomethylene)-1,3-
dioxane-4,6-dione (COH10N404). EXCLI Journal, v. 13, p. 1022-1028, 2014.

SARTORATTO, A. et al. Composition and antimicrobial activity of essential oils from
aromatic plants used in Brazil. Braz J Microbiol, v. 35, p. 275-280, 2004.

SHIN, S. Anti-Aspergillus activities of plant essential oils and their combination
effects with ketoconazole or amphotericin b. Arch Pharm Res, v. 26, n. 5, p. 389,
2003.

SIDRIM, J. J. C.; ROCHA, M. F. G. Micologia médica a luz de autores
contemporaneos. 1 ed. Rio de janeiro: Guanabara Koogan, 2003, p. 41-42.

SILVA-ROCHA, W. P.; DE AZEVEDO, M. F.; CHAVES, G. M. Epidemiology and
fungal species distribution of superficial mycoses in Northeast Brazil. J Mycol Med,
v.27,n.1, p. 57-64, 2017.



67

SOBEL, J. D.; SOBEL, R. Current treatment options for vulvovaginal candidiasis
caused by azole-resistant Candida species. Expert Opin Pharmacother, v. 19, n. 9,
p. 971-977, 2018.

SOUSA, R. P. M. Analise da atividade antifungica in vitro de 2-bromo-N-
fenilacetamida frente as espécies de Candida provenientes de um Hospital
Universitario. 2019. 41 f. Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de
Pés- graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos da Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2019.

SPITZER, M.; ROBBINS, N.; WRIGHT, G. D. Combinatorial strategies for combating
invasive fungal infections. Virulence, v. 8, n. 2, p. 169-185, 2017.

STRICKLAND, A. B.; SHI, M. Mechanisms of fungal dissemination. Cell Mol Life
Sci, v. 78, n. 7, p. 3219-3238, 2021.

SUN, F. J. et al. Recent progress on anti-Candida natural products. Chin J Nat Med,
v. 19, n. 8, p. 561-579, 2021.

SUN, Y. et al. Givinostat exhibits in vitro synergy with posaconazole against
Aspergillus spp. Med Mycol, v. 55, n. 7, p. 798-802, 2017.

TERRERO-SALCEDO, D.; POWERS-FLETCHER, M. V. Updates in laboratory
diagnostics for invasive fungal infections. J Clin Microbiol, v. 58, 2020.

TILLY, A.; THARMALINGAM, S. Review of Treatments for Oropharyngeal Fungal
Infections in HIV/AIDS Patients. Microbiol. Res, v. 13, p. 219-234, 2022.

TORTORANO, A. M. et al. Evolution of Drug Resistance and Novel Therapeutic
Approaches. Infect Drug Resist, v. 14, p. 5543-5553, 2021.

TOTH, R. et al. Candida parapsilosis: from genes to the bedside. Clin Microbiol
Rev, v. 32, 2019.

WANG, D. et al. Candida tropicalis distribution and drug resistance is correlated with
ERG11 and UPC2 expression. Antimicrob Resist Infect Control, v. 10, n. 1, 2021.

WANG, X. et al. Synthesis and antifungal activity evaluation of new heterocycle
containing amide derivatives. Nat Prod Res, 2015.

WHALEY, S. G. et al. Azole Antifungal Resistance in Candida albicans and Emerging
Non-albicans Candida Species. Front Microbiol, v. 7, 2017.

WU, B. et al. Current insights into fungal species diversity and perspective on haming
the environmental DNA sequences of fungi. Mycology, v. 10, n. 3, p. 127-140, 2019.

XIANG, F. et al. The Efficacy of Composite Essential Oils against Aflatoxigenic
Fungus Aspergillus flavus in Maize. Toxins, v. 12, n. 9, 2020.



68

XIE, H. et al. Structure-activity relationships in the binding of chemically derivatized
CD4 to gp120 from human immunodeficiency virus. J Med Chem, v. 50, n. 20, p.
4898-4908, 2007.

XU, J. Is Natural Population of Candida tropicalis Sexual, Parasexual, and/or
Asexual? Front Cell Infect Microbiol, v. 11, 2021.

YASSIN, Z. et al. Caspofungin resistance in clinical Aspergillus flavus isolates. J
Mycol Med, v. 31, n. 4, 2021.

ZACCHINO, S. Estratégias para a descoberta de novos agentes antifingicos.
Plantas medicinais sob a 6tica da quimica medicinal moderna. Chapecé: Ed.
Argos, p. 435-479, 2001.

ZHAI, L. et al. Isolation and identification of Candida tropicalis in sows with fatal
infection: a case report. BMC Vet Res, v. 17, n. 1, 2021.



DOI 10.47402/ed.ep.c23120014331

APENDICES — CONTRIBUICAO ACADEMICA

69
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INFECCOES POR FUNGOS NO PE DIABETICO: UMA PROBLEMATICA
ESQUECIDA?

Braulio de Almeida Teixeira
Edeltrudes de Oliveira Lima

André Azevedo dos Santos

Francisco Patricio de Andrade Junior
Brenda Kércya da Silva Farias

RESUMO

O pé diabético ¢ uma entidade clinica que se inicia geralmente com um trauma térmico ou mecanico, com posterior
infecgdo, inflamagéo, edema, isquemia e necrose. Frequentemente culmina em amputagio, reduzindo a qualidade
e expectativa de vida do paciente consideravelmente ou mesmo podendo leva-lo a 6bito. O carater das infecgdes
no pé diabético ¢ polimicrobiano, isto ¢, sdo compostas pelo menos por fungos e bactérias. Devido ao rapido
crescimento de bactérias nas culturas laboratoriais e a aten¢do que ¢ dada as mesmas, as infec¢des por fungos no
pé diabético sdo constantemente negligenciadas, conduzindo a uma terapia antimicrobiana ineficaz e mau
prognostico de uma condi¢do clinica que por si so ja ¢ bastante complexa. A fim de se investigar com maior
profundidade o carater micotico de tais infec¢des quanto as espécies envolvidas, objetivou-se realizar uma revisao
integrativa da literatura cientifica nas bases de dados PubMed, Science Direct, MEDLINE e LILACS, utilizando-
se os descritores em saude “pé diabético™ e “micoses”™, tal como seus sinénimos e os operadores booleanos “AND™
e “OR™. A partir da triagem de 186 estudos iniciais, 21 se enquadraram nos critérios de pesquisa e foram elegidos
como a amostra final. Pelo menos 46 espécies distribuidas em varios géneros foram citadas. As amostras biologicas
e os métodos diagnosticos foram diversos. Os microrganismos do género Candida permaneceram os mais
frequentes nas infecgdes do pé diabético, seguidos pelos dos géneros Aspergillus e Trichophyton. Candida albicans
foi o microrganismo mais isolado. Espera-se com isso uma maior visibilidade dos fungos em tal entidade clinica,
a fim de se obter um tratamento mais eficaz, resultando em maiores expectativa e qualidade de vida para o paciente.

PALAVRAS-CHAVE: P¢ diabético; Infecgdes fingicas; Diagnostico laboratorial; Candida
spp.: Candida albicans.
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Abstract

The present study aimed to investigate the antifungal activity of citronellal (CIT) against clinical
isolates of T rubrum and to show the possible mechanism of action involved. The antifungal potential
of CIT was evaluated from the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Fungicide
Concentration (MFC) and assays with ergosterol and sorbitol, to elucidate the possible mechanisms of
action, and molecular docking. MIC and MFC values ranged from 4 to 512 pg/mL. Regarding the
mechanism of action, the monoterpene demonstrated interaction with fungal ergosterol. In addition,
it is possible to observe that CIT acts on crucial enzymes for the biosynthesis and maintenance of the
fungal cell membrane, due to the ability of the monoterpene to bind to CYP51. The results obtained
in this research demonstrate that CIT has the potential to become, in the future, a product for the
treatment of dermatophytosis.

Keywords: Citronellal; antifungal activity; antimicrobials; filamentous fungi; trichophyton.
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RESUMO

Introdugdo: O uso de antimicrobianos € muitas vezes necessario no manejo das doengas
infecciosas bucais. Infelizmente, essas drogas ocasionam com frequéncia efeitos
colaterais desagradaveis, sendo o mais grave a resisténcia microbiana. Nesse contexto,
produtos derivados de plantas surgem como fontes abundantes de novos compostos
biolegicamente atives, de maior poténcia, eficdcia e seguranga Na odontologia, uma das
aplicagdes mais estudadas para esses produtos tem szido justamente no manejo das
doengas infecciosas bucais. Objetivo: Realizar um levantamento dos ensaios clinicos que
avaliaram a eficacia de produtos derivados de plantas no controle de biofilme ou na
prevencio e'ou fratamento das principais doengas infecciosas bucais. Metodologia:
Foram selecionados 28 artigos, por meio de busca eletrdnica nas bases
MEDLINEPubMed, SciELO e Web of Science. Foram incluidos enzaios clinicos
realizados em humanos, em lingua inglesa, publicados entre 2014 e 2023, e que
avaliaszem a eficdcia de produtos derivados de plantas ne controle de biofilmes bucaiz ou
na prevengao tratamento da cane dentaria, doengas periodontais, candidiase bucal ou
herpes labial. Resultados e Discussdo: O enxaguante bucal, composto por dleos essenciais
ou seus componentes 1zolados, foi o principal produto testado. Quanto a finzlidade, 2
maior parte dos estudos avaliou a eficicia dos produtos no controle do biofilme ou
tratamento daz doengas periodontais, principalmente gengivite. Em resumo. 2 maioria dos
estudos encontrou eficicia para oz produtos testades quande os comparou a um
tratamento padrdo ou a algum placebo. Conclusdo: As evidéncias aqui encontradas
apontam que produtos derivados de plantas tém potencial para representar terapias
eficazes na prevengZo e tratamento de doengas infecciosas bucais.

Palavras-chave: produtos com agZo antimicrobiana, odleos voldteis. compostos
fitoquimicos, saide bucal, placa dentéria.
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