
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAÍBA 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM PRODUTOS NATURAIS E 

SINTÉTICOS BIOATIVOS 

 

 

 

 

 

BRÁULIO DE ALMEIDA TEIXEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATIVIDADES ANTIBIOFILME E FUNGICIDA DE 2-BROMO-N-

FENILACETAMIDA FRENTE A Candida spp. FLUCONAZOL-

RESISTENTES. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

João Pessoa 

2024 



 

 

BRÁULIO DE ALMEIDA TEIXEIRA 

 
 

 

 

 

 

 

ATIVIDADES ANTIBIOFILME E FUNGICIDA DE 2-BROMO-N-

FENILACETAMIDA FRENTE A Candida spp. FLUCONAZOL-

RESISTENTES. 

 

 

 

 

Dissertação de mestrado apresentada ao 
Programa de Pós Graduação em Produtos 
Naturais e Sintéticos Bioativos, Centro de 
Ciências da Saúde - Universidade Federal 
da Paraíba, como parte dos requisitos 
necessários para a obtenção do título de 
Mestre em Produtos Naturais e Sintéticos 
Bioativos. 
Área de Concentração: Farmacologia.  

 

 

 

Orientadora: Prof.ª Dr.ª Edeltrudes de Oliveira Lima 

 

 

 

João Pessoa 

2024 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

________________________________________ 
Prof. Dr. Abrahão Alves de Oliveira Filho 

(Membro Suplente Externo) 
 
 
 
 
 
 

_________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Hilzeth de Luna Freire Pessoa 

(Membro Suplente Externo) 
 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

À flor mais bonita do meu jardim, minha mãe, Margarida Maria de Almeida 

Teixeira (in memoriam), por quem eu incansavelmente lutei para que tivesse dias mais 

coloridos e alegres ao longo de toda sua vida; 

 

À minha avó, Ercilia Ferreira de Almeida (in memoriam), exemplo de integridade 

e de doçura, com a qual eu tinha uma imensa relação de paz e admiração; 

 

E ao meu pai, Francisco de Assis Teixeira (in memoriam), alguém que eu 

gostaria de ter conhecido muito melhor, 

 

 

 

 

 

eu dedico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 
Todo o caminho que percorri até aqui, definitivamente, não teria sido trilhado 

não fosse a bondade e infinita misericórdia de Deus, o maior, que olha com cuidado 

para os mais necessitados e nos dá permissão. Tudo a Ele! 

Agradeço a mim mesmo que, apesar de muito independente desde sempre 

por força de necessidade, conciliando trabalho duro com estudo durante a graduação; 

e com um aprendizado tão intenso nesses dois anos de dedicação exclusiva ao 

mestrado, não desisti - mesmo quando tive todos os incontáveis motivos necessários 

para. 

Agradeço muitíssimo também a minha orientadora, Professora Doutora 

Edeltrudes de Oliveira Lima, um exemplo de pessoa nas relações de trabalho e na 

vida, pela disponibilidade em me aceitar na orientação e pelos ensinamentos 

passados quando eu ainda estava dando os meus primeiros passos científicos. 

Agradeço aos que me cederam um ombro quando, por muitas vezes em que 

me senti sozinho, eu quis chorar: meus amigos Antônio Batista, Rafael Feliciano, 

Everton Queiroz e Thiele Carvalho; meu primo (praticamente irmão) Hemanoel 

Neto e sua esposa Núria Esther. 

Sou grato também aos colegas de laboratório e de bloco, seja pelos 

ensinamentos técnicos passados: Francisco Andrade Júnior, André Azevedo, 

Nayana Rocha e Brenda Farias; seja pelos momentos de distração e café: Zu e 

José. No nosso ambiente de trabalho nunca houve sequer uma única contenda 

porque trabalhávamos sempre na base do comprometimento, da conversa e da 

harmonia. 

Meu muito obrigado à Caroline Magueira, secretária do PPgPNSB, por 

desempenhar seu trabalho de maneira bastante responsável, nos mantendo 

informados e lembrados dos prazos do Programa.  

Às agências de fomento, Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de 

Nível Superior (Capes) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CNPq), bem como à Universidade Federal da Paraíba (UFPB), meu 

muito obrigado! 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“When you play the Game of Thrones you win or you die.” 

(A Song of Ice and Fire - George R. R. Martin) 



 

 

Resumo 
 

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

 
Os microrganismos do gênero Candida são responsáveis por muitas entidades 
clínicas, envolvendo desde micoses localizadas a exemplo das onicomicoses, 
candidíases bucais e vulvovaginais a micoses sistêmicas como a candidíase 
disseminada. As espécies do gênero Candida estão entre os principais agentes 
responsáveis por óbitos cuja causa seja a infecção por fungos e merecem destaque 
Candida albicans, Candida tropicalis, Nakaseomyces glabratus (Candida glabrata) e 
Candida parapsilosis. Tais microrganismos também são lembrados por sua notável 
capacidade de resistência às drogas antifúngicas através de diversos mecanismos, a 
saber: vias metabólicas alternativas, formação de biofilmes, mutações nos genes para 
síntese de ergosterol e superexpressão de bombas de efluxo. A busca por novas 
moléculas antifúngicas sintéticas constitui-se como uma alternativa terapêutica neste 
cenário dada a possibilidade da descoberta de novas classes farmacológicas ou de 
novos esquemas de terapia combinada com os antifúngicos clássicos. Neste estudo 
foi investigado através de diferentes ensaios o perfil antifúngico de uma amida 
sintética, a 2-bromo-N-fenilacetamida, frente às espécies C. albicans, C. tropicalis, N. 
glabratus (C. glabrata) e C. parapsilosis. A molécula 2-bromo-N-fenilacetamida 
(“A1Br”) exibiu atividade fungicida, com Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 32 

µg.mL-1 para 87,5% das cepas testadas e Concentração Fungicida Mínima (CFM) de 

64 µg.mL-1 para 81,25% dos microrganismos. Também se mostrou um potente 
agente contra biofilmes maduros de C. albicans, cuja redução variou de 59-80%, 
estatisticamente tão significativa quanto a da anfotericina B (redução de 32-83%) na 
comparação de cada um desses tratamentos em relação ao grupo controle. Já quando 
associada aos antifúngicos licenciados fluconazol e anfotericina B a molécula “A1Br” 
exibiu efeitos indiferentes. Seu mecanismo de ação permanece passível de 
esclarecimento uma vez que não foram observadas alterações na sua CIM nos 
ensaios de sorbitol e ergosterol. 

 
Palavras-chave: Candida spp.; 2-bromo-N-fenilacetamida; Atividade antifúngica; 
Biofilme; Resistência fúngica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

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 Paraíba, João 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 µg.mL-1 for 87.5% of the tested 

strains and a Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of 64 µg.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 INTRODUÇÃO 

 

O Reino Fungi abrange os seres vivos com maior diversidade de espécies 

depois dos insetos. Com uma estimativa de milhões, este é o menos conhecido entre 

os três grandes Reinos de eucariotos, havendo até o momento em torno de apenas 

150.000 espécies descritas (Wu et al., 2019; Rokas, 2022).   

Os fungos são seres eucarióticos, heterotróficos e se apresentam na forma de 

leveduras ou de filamentos. As leveduras são 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 

termodimórficos, os quais se apresentam ora como leveduras ora como hifas, a 

depender da temperatura a que estão expostos. Possuem quitina na sua parede 

celular e glicogênio como molécula de reserva energética (Sidrim; Rocha, 2004). 

Estes microrganismos destacam-se no segmento farmacêutico como produtores de 

antibióticos, antioxidantes e antineoplásicos. Também têm importância na indústria 

alimentícia e nutracêutica, embora possam causar alergias, infecções, intoxicações 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 invasão de um hospedeiro humano: a 

capacidade de se desenvolver em temperaturas iguais ou superiores a 37ºC; 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 resistência aos mecanismos de defesa do sistema imunológico do 

indivíduo (Köhler et al., 2017). 

Apesar dos avanços na Ciência e na Medicina, tratamentos intensivos têm 

contribuído para perturbações no sistema imune (Köhler et al., 2017). Também como 

consequência fungos oportunistas têm surgido como a maior causa em mortalidade, 

especialmente em indivíduos com doenças de base ou sob algum tratamento 

imunossupressor (Revie et al., 2018). 

Microrganismos dos gêneros Candida e Aspergillus podem causar infecções 

com risco à vida (Strickland; Shi, 2021). Espécies desses gêneros, além do gênero 

Cryptococcus, incluem-se na categoria de agentes causadores predominantes em 
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micoses sistêmicas e ao todo respondem por mais de 90% das mortes cuja causa seja 

a infecção por fungos (Lee et al., 2021). 

Devido ao número limitado de alvos terapêuticos a resistência fúngica a 

medicamentos tem sido preocupante. A resistência a pelo menos uma classe de 

antifúngicos já torna a farmacoterapia um tanto limitada e a multirresistência pode 

tornar uma infecção fúngica impossível de ser tratada (Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021). 

Os fungos do gênero Candida são reconhecidos geralmente como alguns dos 

microrganismos com altas taxas de resistência aos antifúngicos. No Reino Fungi esta 

resistência pode acontecer devido a múltiplos fatores: diminuição da concentração do 

antifúngico, alterações no alvo terapêutico, ocorrência de vias metabólicas alternativas 

e formação de biofilmes (Ivanov; Ciric; Stojkovic, 2022; Kaur; Nobile, 2023). 

O avanço da resistência aos antifúngicos trouxe a urgente necessidade de se 

pesquisar compostos bioativos com novos mecanismos de ação e a natureza é um 

recurso com ampla diversidade química, cujos produtos estão envolvidos em muitos 

processos biológicos e estão entre os agentes farmacológicos mais empregados na 

saúde humana (Heard; Wu; Winter, 2021; Augostine; Avery, 2022). Muitas 

substâncias químicas produzidas por bactérias, plantas, animais, espécies marinhas 

e outros vêm sendo estudadas pelo seu potencial antimicrobiano (Qadri et al., 2022). 

A modelagem molecular, que é um processo no qual novos compostos são 

sintetizados a partir de protótipos ou de modelos químicos, cujas ações biológicas e 

propriedades são conhecidas, é a ferramenta mais utilizada na obtenção de novas 

drogas com maior segurança e eficácia. O produto final é estruturalmente similar à 

substância inicial (Katke et al., 2011; Sampaio et al., 2014; Bouz; Doležal, 2021). 

Assim, dada a importância clínica dos fungos do gênero Candida, sua 

capacidade de desenvolver resistência frente aos antimicrobianos licenciados 

utilizados na terapêutica e a possibilidade de desenvolvimento de novos compostos 

bioativos com melhor atividade, objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial 

antifúngico de uma amida sintética, a 2-bromo-N-fenilacetamida, sua associação com 

antifúngicos-padrão, seu mecanismo de ação e atividade antibiofilme. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 O gênero Candida: Biologia e importância clínica 

Os fungos do gênero Candida (fig. 1; fig. 2) são comensais na espécie humana 

e se dividem entre mais de 150 espécies, porém apenas algumas delas são 

patogênicas ao homem (Dahiya et al., 2022). Estão entre as principais causas de 

infecção hospitalar (Mishra; Koh, 2021; Hameed et al., 2021) e há um amplo espectro 

de micoses humanas causadas por tais espécies, sendo estas a quarta maior causa 

de infecções fúngicas da corrente sanguínea (Sun et al., 2021). Não são raras também 

as infecções de pele e de unhas, como na candidíase cutânea e na candidíase 

mucocutânea crônica, 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). Já 

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 prática clínica (Moraes-Pinto; 

Ferrarini, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Morfologia de uma levedura à esquerda e de uma hifa à direita com  inserção de 

imagem de uma colônia de hifas após crescimento por 5 dias. 

Fonte: Sudbery, 2011. 
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Candida albicans é um microrganismo eucariótico de 5 µm de tamanho, forma 

esférica, com parede celular e um acentuado pleomorfismo, o que torna seus estudos 

morfológicos dispendiosos (Grigor’eva et al., 2020). Compõe a microbiota bucal, 

conjuntival, gastrintestinal e geniturinária e pode causar tanto infecções superficiais 

quanto sepse em indivíduos imunocomprometidos. A transição mútua entre leveduras 

e hifas, a expressão de proteínas de adesão às superfícies celulares do hospedeiro, 

formação de biofilmes, mudança fenotípica e produção de hidrolases são amplos 

fatores de virulência e associados às características morfológicas previamente citadas 

justificam a numerosa quantidade de sítios de infecção (Pereira et al., 2020). 

A levedura Candida parapsilosis é também comensal na espécie humana e é 

amplamente distribuída na natureza, sendo frequentemente isolada de animais 

domésticos, solo, insetos e ambientes marinhos. Possui uma habilidade inata de 

aderência a superfícies sintéticas e dispositivos médicos implantáveis, inclusive com 

formação prévia de biofilmes em algumas situações. Uma vez maduros, essas 

estruturas diminuem consideravelmente a capacidade das drogas antifúngicas 

alcançarem as células fúngicas (Branco; Miranda; Rodrigues, 2023). Embora resultem 

em risco de morbimortalidade diminuído quando comparadas às infecções por C. 

albicans, aquelas causadas por C. parapsilosis estão em grande parte relacionadas 

com isolados clínicos menos susceptíveis a equinocandinas e aos azólicos, o que 

muito dificulta a terapia antimicrobiana (Tóth et al., 2019; CDC, 2020). 

Semelhantemente às duas espécies anteriores, N. glabratus (C. glabrata) pode 

colonizar o intestino, o trato geniturinário e a mucosa bucal de indivíduos humanos. 

Em condições de imunossupressão este microrganismo pode causar tanto infecções 

mucocutâneas quanto invasivas devido a inúmeros fatores de virulência como a 

Figura 2 – Morfologia de uma pseudo-hifa. 

Fonte: Sudbery, 2011.  
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formação de biofilmes espessos, por exemplo. As leveduras deste gênero possuem 

uma susceptibilidade intrinsicamente diminuída ao fluconazol e podem ainda adquirir 

resistência cruzada a outros azólicos. Também têm sido relatados casos de 

resistência a equinocandinas e poliênicos (Frías-De-León et al., 2021; Martínez-

Herrera et al., 2022). N. glabratus (C. glabrata) é a segunda espécie de Candida mais 

frequente em pacientes na fungemia (Hassan; Chew; Than, 2021). 

Quanto à Candida tropicalis, sabe-se que é uma levedura prevalente em 

regiões tropicais e subtropicais e pode ser encontrada tanto em ecossistemas 

terrestres quanto aquáticos. Também é comensal da espécie humana, tendo sido já 

encontrada na cavidade bucal, trato gastrintestinal e sistema geniturinário de 

indivíduos sadios e pode ser o agente etiológico de micoses superficiais e sistêmicas 

(Xu, 2021; Zhai et al., 2021). Semelhante ao relatado em outras espécies do gênero 

Candida, C. tropicalis pode apresentar resistência aos azólicos, principalmente ao 

fluconazol (Pristov; Ghannoum, 2019; Wang et al., 2021) e também à anfotericina B 

(Arastehfar et al., 2020). 

Os microrganismos do gênero Candida estão envolvidos em micoses 

superficiais atingindo áreas intertriginosas como as inguinais, as inframamárias, 

regiões entre os dedos e entre os glúteos. Também acometem as unhas e regiões 

periungueais. As principais espécies isoladas em tais manifestações clínicas são C. 

albicans, C. tropicalis e aquelas pertencentes ao complexo C. parapsilosis (Silva-

Rocha; de Azevedo; Chaves, 2017; Gawaz; Weisel, 2018). 

Em relação ao trato geniturinário, sabe-se que a microbiota vaginal é composta 

sobretudo por espécies do gênero Lactobacillus, chegando a aproximadamente 70% 

dos microrganismos totais. Nas condições de desequilíbrio 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 multiplicação exacerbada de patógenos oportunistas, incluindo-se os 

fungos; e é a causa principal de consultas ginecológicas todos os anos. Quando 

acompanhada de inflamação, recebe o nome de vaginite (Mohankumar et al., 2022).  

Os sinais/sintomas da candidíase são corrimento branco grumoso, ardor, 

vermelhidão e coceira na região vulvovaginal, além de dor na relação sexual. Acredita-

se que a maioria dos episódios esteja relacionada com o uso de antibióticos, níveis 

aumentados de estrogênio, diabetes mellitus descompensado, atividades sexuais e 

roupas apertadas (Yano et al., 2019). A candidíase vulvovaginal é o segundo mais 
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importante tipo de vaginose após a vaginose bacteriana e estima-se que 75% das 

mulheres tenham vivido episódios de candidíase pelo menos uma vez na vida 

(Mohankumar et al., 2022). 

Outra condição clínica bastante comum causada por fungos do gênero Candida 

é a candidíase bucal, que se caracteriza como a infecção da região orofaríngea. O 

principal agente etiológico é também C. albicans. Há outras espécies envolvidas, 

embora com menor frequência, são 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 imunossupressão, a saber: 

indivíduos com AIDS ou indivíduos que estejam em tratamento quimioterápico, a 

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

 

2.2 O gênero Candida: dados epidemiológicos e diagnóstico laboratorial 

Em um estudo retrospectivo no estado de Alagoas (considerando os anos de 

2009 a 2016) houve 3776 amostras positivas para micoses, de vários sítios de 

infecção. Deste total, 1593 amostras eram de secreção vaginal. Os agentes 

identificados foram: Candida spp. (53,9%), C. albicans (41,7%), C. tropicalis (0,3%) e 

P. kudriavzevii (C. krusei) (4,1 %) (Maranhão et al., 2019). Corroborando os achados 

no estudo brasileiro, um estudo português realizado com 470 participantes 

sintomáticos e assintomáticos mostrou que C. albicans (59%) foi a espécie mais 

prevalente entre os indivíduos (Fernandes et al., 2022). 

Um estudo indiano mostrou incidência de C. albicans também em indivíduos 

diabéticos. A população foi de 470 indivíduos, sendo 104 (22,1%) destes acometidos 

por candidíase bucal. C. albicans foi o microrganismo mais frequente, sendo 

responsável por 97,1% dos casos (Duggal et al., 2021). 

Um trabalho do tipo retrospectivo realizado no Irã mostrou que os 

microrganismos do gênero Candida corresponderam a mais de 70% dos fungos no 

grupo das leveduras causadoras de micoses superficiais. Dos 750 isolados clínicos, 

432 (57,7 %) eram leveduras e 304 destas pertenciam ao gênero Candida (Khodadaqi 

et al., 2021). 

As provas atuais para detecção das infecções fúngicas se baseiam em métodos 

microbiológicos e histopatológicos. Apesar do tempo de processamento e da pouca 

sensibilidade as culturas micológicas continuam sendo o padrão-ouro para 

diagnóstico das infecções fúngicas em muitos contextos e possuem um importante 
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papel também nos testes de susceptibilidade a antifúngicos in vitro. Embora outros 

métodos não estejam disponíveis amplamente eles também possuem importância na 

tomada de decisões relacionadas a micoses dada a sua rapidez e sensibilidade. São 

eles: os ensaios imunológicos com anticorpos, com antígenos fúngicos e a detecção 

de ácidos nucléicos (Terrero-Salcedo; Powers-Fletcher, 2020). 

A microscopia e a cultura são as formas clássicas de diagnóstico laboratorial 

para espécies de Candida. Porém, em se tratando da candidemia, devido a 

competição dos fungos com outros microrganismos, sugere-se que sejam utilizados 

meios de cultura seletivos. A candidíase invasiva não acompanhada de infecção da 

corrente sanguínea pode ser diagnosticada através de cultura e/ou exames 

histopatológicos de amostras intra-abdominal e intratorácica (Pappas et al., 2018). 

Quanto à candidíase vaginal, pode ser diagnosticada pela visualização de 

pseudo-hifas em preparações com KOH provenientes de mulheres com sintomas 

clássicos (Paladine; Desai, 2018); já infecções do trato urinário por Candida podem 

ser diagnosticadas com o uso de meios tradicionais em Micologia como Ágar 

Sabouraud Dextrose (ASD), ágar batata dextrose, ágar nutriente com ou sem 

antibacterianos e ágar cromogênico. As amostras são incubadas aerobicamente em 

temperaturas de 35 a 37ºC por 24 a 48 horas e aqueles microrganismos de 

crescimento lento podem permanecer em temperatura ambiente por 1 semana. O 

diagnóstico laboratorial da candidúria se dá pela presença de mais de 1 x 104 UFC/mL 

(Gharaghani et al., 2018). 

Por fim, para a candidíase bucal, o diagnóstico laboratorial se dá por amostras 

de swab, imprint ou bochecho com solução salina, semeadas em ASD a 37ºC pelo 

mesmo período. Também podem ser usados métodos suplementares, como algumas 

provas bioquímicas (Lewis; Williams, 2017).  

 

2.3 Farmacologia dos antifúngicos e tratamento das infecções por Candida spp. 

O desenvolvimento de drogas antifúngicas é limitado dado que há grande 

similaridade entre as células do microrganismo e de seu hospedeiro. Logo, há uma 

busca por fármacos cujos alvos sejam a parede celular ou o ergosterol (Campoy; 

Adrio, 2017). Entre as classes há os azóis, polienos, equinocandinas, pirimidinas e 

alilaminas (fig. 3). Os azóis inibem a síntese de uma enzima envolvida com a produção 

do ergosterol, a lanosterol 14α-desmetilase. Os polienos se ligam ao ergosterol na 

bicamada lipídica da célula fúngica, ocasionando a formação de poros e, 
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consequentemente, o extravasamento de material intracelular. Já as equinocandinas 

atuam pela inibição da enzima responsável pela síntese da β-1,3-glicana, essencial 

para a parede celular fúngica, a β-1,3-glicana sintase. Contrastando com o mecanismo 

de ação das três classes citadas, há ainda o das fluoropirimidinas. A 5-fluorocitosina 

entra na célula fúngica 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 produção de DNA. Por fim, as alilaminas também atuam pela inibição da 

síntese do ergosterol, inibindo a esqualeno epoxidase, que converte o esqualeno em 

esqualeno-2,3-epóxido. Desta forma, há um acúmulo de esqualeno na célula fúngica, 

o que causa desequilíbrio no pH e perturbações em proteínas de ligação à membrana 

(Kumar; Jha, 2017; Salazar et al., 2020; Nivoix; Ledoux; Herbrecht, 2020; Murphy; 

Bicanic, 2021). 

 

 

 

 O tratamento de primeira escolha para candidíase invasiva, segundo a 

Sociedade Européia de Microbiologia Clínica e Doenças Infecciosas e a Sociedade 

Americana de Doenças Infecciosas, é a administração de equinocandinas (Yassin et 

al., 2021; Fly et al., 2022; Barantsevich, N.; Barantsevich, L., 2022). No caso da 

Figura 3 – antifúngicos e seus mecanismos de ação. 

Fonte: Nivoix; Ledoux; Herbrecht, 2020.  
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candidíase bucal, a Organização Mundial de Saúde orienta a administração oral de 

nistatina 100.000 UI 3x ao dia, por 7 dias ou o uso de violeta de genciana (Tilly; 

Tharmalingam, 2022). Já para a candidíase vulvovaginal o tratamento segundo 

recomendações dos Centros para a Prevenção e Controle de Doenças 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 única. 

Por fim, a anfotericina B também pode ser utilizada no combate a leveduras do 

gênero Candida (Pappas et al., 2004; Ito; Hooshmand-Rad, 2005; SES-DF, 2018; 

Grela et al., 2019; Bezerra et al., 2020). 

 

2.4 Perfil de resistência aos antifúngicos em Candida spp. 

A resistência aos antifúngicos pode ocorrer: por meio de substituição de 

aminoácidos em proteínas importantes para a síntese de componentes estruturais, de 

modo a diminuir a afinidade de ligação destas com as drogas utilizadas na terapêutica; 

pela ocorrência de mutações do tipo ganho de função que levam a superexpressão 

do gene ERG11; por suprarregulação de bombas de efluxo, as quais conduzem os 

fármacos para o ambiente extracelular; e pela modulação de respostas a estresse 

ambiental, incluindo o estresse químico causado pelas drogas antifúngicas (fig. 4) 

(Lee et al., 2021). São conhecidas ainda linhagens resistentes devido a formação de 

biofilme com maiores quantidades de proteínas e carboidratos totais (Fernandes; 

Silva; Henriques, 2015). 

Particularmente, em Candida spp. a resistência aos azóis ocorre principalmente 

pelo efluxo aumentado de drogas da célula fúngica (Fisher et al., 2022). A depender 

do sítio de infecção o perfil de resistência pode variar, sendo menor na candidemia e 

maior na candidíase bucal, o qual depende de terapias anteriores com o fluconazol e 

de candidíases bucais prévias (Whaley et al., 2017). Na candidíase vulvovaginal a 

resistência ao fluconazol é rara, embora possa ocorrer quando da exposição repetida 

à droga (Sobel, J.; Sobel, L., 2018). Semelhantemente, têm sido relatados casos de 

resistência a equinocandinas ou mesmo a múltiplas drogas devido ao uso prolongado 

de fármacos desta classe (Coste et al., 2020; Tortorano et al., 2021). 
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A resistência à anfotericina B, embora relativamente rara, pode ocorrer em 

espécies de Candida (Fisher et al., 2022). Dá-se por mutações do tipo perda de função 

em genes da biossíntese do ergosterol, as quais levam à produção de esteróis 

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

et al., 2022). 

 

2.5 Biofilmes no gênero Candida  
 

Biofilmes fúngicos são estruturas tridimensionais heterogêneas, multicelulares, 

compostas tanto por hifas quanto por leveduras envoltas em uma matriz extracelular. 

Tal matriz é composta por proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos nucléicos 

sintetizados pelos próprios fungos e confere a estes proteção contra uma gama de 

estresses ambientais (fig. 5) (Gupta; Pruthi; Poluri, 2020). 

Figura 4 – Mecanismos moleculares de resistência aos antifúngicos. 

Fonte: adaptado de Lee et al. (2021).  
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O ciclo de desenvolvimento de um biofilme começa com a aderência dos 

microrganismos a uma superfície. O biofilme passa por uma iniciação, cresce devido 

a uma coagregação microbiana e à formação de matriz extracelular e passa por um 

estágio de maturação, que é caracterizado por trocas microbianas tanto genéticas 

quanto metabólicas e por controle de crescimento via auto-indutores (quorum-

sensing). Em seguida, há invasão e destruição de tecidos do hospedeiro, 

desagregação e dispersão de microcolônias e/ou células planctônicas, as quais 

reiniciarão o ciclo (Polke; Hube; Jacobsen, 2015; Chevalier; Ranque; Prêcheur, 2017; 

Lohse et al., 2018; Butassi et al., 2021; Krukiewicz et al., 2022). 

 

 

Sabe-se que a formação de biofilmes é presente nas espécies C. albicans, C. 

parapsilosis, C. tropicalis e N. glabratus (C. glabrata) (Fernandes; Silva; Henriques, 

Figura 5 – Formação de biofilme em Candida albicans. 

Fonte: adaptado de Lohse et al. (2018).  
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2015; Polke; Hube; Jacobsen, 2015; Pereira et al., 2020; Gómez-Molero et al., 2021; 

Gupta, P.; Gupta, H; Poluri, 2021; Gómez-Casanova et al., 2022). 

 

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

O surgimento e disseminação de patógenos resistentes têm contribuído para 

uma eficácia diminuída dos antimicrobianos, o que indica a necessidade de uma 

descoberta contínua de novos compostos bioativos naturais ou sintéticos com maiores 

eficácia e segurança (Demchenko et al., 2021). 

As amidas têm desempenhado um papel importante na história dos pesticidas. 

Após 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 doenças causadas por bactérias e 

fungos fitopatogênicos (Wang et al., 2015). 

A amida sintética 2-bromo-N-fenilacetamida, referida como “A1Br” (fig. 6), teve 

sua síntese realizada no Laboratório de Pesquisa em Bioenergia e Síntese Orgânica 

da UFPB, baseando-se em vias sintéticas já 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 potássio, solubilizado em 20 ml de clorofórmio a 0ºC em um balão de 50 

ml. Em seguida, a reação se manteve sob agitação por 20 horas em temperatura 

ambiente. A mistura reacional foi analisada por cromatografia de camada delgada 

(hexano/acetato de etila 1:1) e extraída posteriormente. Lavou-se a fase orgânica com 

água (3 x 25ml), secou-se em sulfato de sódio anidro e esta depois foi concentrada a 

uma pressão reduzida, resultando em um precipitado. Seguiu-se com sua purificação 

através de recristalização em etanol/água (rendimento de 83%) e sua estrutura 

química foi confirmada por espectrômetro FTIR modelo IRPrestige-21, Shimadzu, com 

acessório de reflectância total atenuada. Já o espectro de RMN ¹H foi obtido em 

aparelho Bruker a 400MHz; ponto de fusão: 130-132ºC. 

 

 

 
 



26 

 

 

 
 

Estudos anteriores com o A1Br mostraram atividade antifúngica contra 

microrganismos dos gêneros Cryptococcus, Candida e Microsporum (Rodrigues; 

Lima, 2019; Sousa; Lima, 2019; Andrade-Júnior; Lima, 2020; Melo et al., 2021). 

A terapia combinada de fármacos tem se mostrado uma estratégia promissora 

no combate às infecções fúngicas. Sua principal vantagem em relação às terapias 

isoladas é a redução ou mesmo a completa prevenção da indução de resistência por 

parte dos microrganismos, já que há uma redução da pressão seletiva em suas 

células. A terapia combinada também mostra que um mesmo fármaco pode ser 

utilizado em concentrações menores reduzindo, assim, a sua dose terapêutica 

(Spitzer; Robbins; Wright, 2017; Jezikova et al., 2019; Calzetta, 2021).   

São conhecidos trabalhos que fazem referência às associações de fármacos, 

de extratos vegetais ou de ambos, resultando em uma maior eficácia terapêutica 

frente a espécies fúngicas, inclusive no gênero 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 antifúngica de 2-

bromo-N-fenilacetamida (A1Br), sua associação com antifúngicos-padrão, mecanismo 

de ação e potencial antibiofilme frente a isolados clínicos de Candida spp. fluconazol-

resistentes., a fim de que se possa contribuir para o desenvolvimento subsequente de 

uma alternativa terapêutica contra as infecções causadas por estes microrganismos. 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Reação de síntese de 2-bromo-N-fenilacetamida. 

Fonte: Sousa; Lima, 2019.  
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

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

clínicos do gênero Candida. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 2-bromo-N-

fenilacetamida; 

• Determinar a Concentração Fungicida Mínima (CFM) de 2-bromo-N-

fenilacetamida; 

• Investigar qual tipo de associação tal produto-teste possui com os antifúngicos-

padrão fluconazol e anfotericina B (se sinérgica, antagônica ou indiferente) por 

meio da Técnica de Checkerboard (CKB); 

• Investigar o mecanismo de ação da 2-bromo-N-fenilacetamida sobre a célula 

fúngica 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 MÉTODOS 

 

4.1 Local de trabalho 

Os ensaios de atividade antifúngica para o desenvolvimento deste trabalho 

foram realizados no Laboratório de Pesquisa da Atividade Antibacteriana e Antifúngica 

de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciências 

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

(UFPB). 

 

4.2 Espécies fúngicas 

As cepas de C. albicans, C. tropicalis, N. glabratus (C. glabrata) e C. 

parapsilosis utilizadas neste estudo pertencem ao Laboratório de Pesquisa da 

Atividade Antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, CCS, UFPB. As amostras das leveduras 

foram mantidas em tubos de ensaio (15 x 150 mm) contendo ágar Sabouraud dextrose 

inclinado (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), sob refrigeração (8º C), até o 

momento da realização dos experimentos. As cepas utilizadas foram: C. albicans: 

ATCC-76645, LM-200 (unhas), LM-44 (urina), LM-35 (unhas), LM-20 (pulmão), LM-32 

(pulmão); C. tropicalis: ATCC-750, LM-17 (mucosa bucal), LM-135 (unhas), LM-165 

(pulmão); N. glabratus (C. glabrata): ATCC-90030, LM-218 (secreção vaginal), LM-46 

(boca); e C. parapsilosis: ATCC-22019, LM-439 (mucosa bucal), LM-689 (sangue). 

Cadastro SIGEN: AEFED60. 

 

4.3 Meios de cultura 

O meio de cultura utilizado para a manutenção das leveduras foi Ágar 

Sabouraud Dextrose/ASD (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Para os ensaios de 

atividade antifúngica foi empregado o meio Roswell Park Memorial Institute/RPMI 

1640 (Sigma-Aldrich®, São Paulo, SP, Brasil).  Já para os ensaios de mecanismo de 

ação e atividade antibiofilme de 2-bromo-N-fenilacetamida foi utilizado o Caldo 

Sabouraud Dextrose/CSD (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Os meios foram 

solubilizados em água destilada e esterilizados em autoclave (exceto RPMI), a 121ºC 

por 15 minutos, seguindo as recomendações dos respectivos fabricantes. 
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4.4 Amida sintética 2-bromo-N-fenilacetamida e antifúngicos-padrão 

A amida sintética 2-bromo-N-fenilacetamida foi sintetizada pelo Dr. Helivaldo 

Diógenes da Silva Souza, sob supervisão do professor Dr. Petrônio Filgueiras de 

Athayde Filho, no Laboratório de Pesquisa em Bioenergia e Síntese Orgânica, Centro 

de Ciências Exatas e da Natureza (CCEN) da UFPB. 

A molécula 2-bromo-N-fenilacetamida e os antifúngicos-padrão anfotericina B 

e fluconazol (Sigma Aldrich® Brasil Ltda.) foram submetidos aos ensaios biológicos 

para avaliação da atividade antifúngica sobre cepas de C. albicans, C. tropicalis, N. 

glabratus (C. glabrata) e C. parapsilosis. Os produtos foram pesados para uma 

concentração inicial de 1.024 µg/mL, devidamente solubilizados em 150 µL (3%) de 

dimetilsulfóxido (DMSO) e 100 µL (2%) de Tween 80, completando-se o volume final 

com água destilada esterilizada q.s.p. 5 mL. A partir da concentração inicial do 

sintético, de 1.024 µg/mL foi realizada uma diluição seriada até 4 µg/mL, enquanto 

que os antifúngicos-padrão foram diluídos até 0,5 µg/mL (Cleeland; Squires, 1991; 

Pereira et al., 2011; Hadacek; Greger, 2000).  

 

4.5 Inóculo dos microrganismos 

Para a preparação do inóculo foi realizado repique das cepas em ASD e 

incubação a 35 ± 2°C / 24-48h para que atingissem crescimento apropriado. As 

suspensões dos repiques foram preparadas cobrindo as colônias com 5 mL de 

solução salina estéril (NaCl 0,85% p/v - Labsynth®), agitando-as suavemente e 

fazendo raspagem das mesmas com o auxílio de uma alça de platina. Em seguida, 

essas suspensões foram agitadas por 2 minutos com auxílio de um vortex. Após 

agitação, cada suspensão foi ajustada em espectrofotômetro (Leitz-Photometer 340-

800) de acordo com o padrão 0,5 McFarland, o qual corresponde a um inóculo de 

aproximadamente 1x106 Unidades Formadoras de Colônia (UFC)/mL. A quantificação 

dos inóculos foi confirmada por meio da contagem celular em câmara de Neubauer 

(Cleeland; Squires, 1991; Hadacek; Greger, 2000; Sahin et al., 2004; CLSI, 2008). 

 

4.6. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da Concentração 

Fungicida Mínima (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 determinação da CIM das amostras sobre as cepas fúngicas foi realizada 

através da técnica de microdiluição em caldo, usando placa (ALAMAR®) para 

microdiluição contendo 96 poços com fundo em “U”. De início, foram distribuídos 100 

µL de RPMI 1640 duplamente concentrado nos poços das placas de microdiluição. 

Em seguida, 100 µL dos produtos solubilizados (duplamente concentrados) foram 

dispensados nas cavidades da primeira linha da placa e por meio de uma diluição 

seriada a uma razão de dois foram obtidas as concentrações de 1024 até 4 µg/mL 

(sintético) ou até 0,5 µg/mL (antifúngicos-padrão). Por fim, foram adicionados 10 µL 

das suspensões das espécies fúngicas 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 inibição dos fungos. As placas foram assepticamente fechadas e submetidas à 

incubação numa temperatura de 35 +/- 2ºC 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 Concentração Inibitória Mínima (CIM) interpretada de acordo com os seguintes 

critérios: até 600 µg/mL = forte atividade; 600 – 1500 µg/mL = moderada atividade; > 

1500 µg/mL = fraca atividade ou produto inativo (Holetz et al., 2002; Sartoratto et al., 

2004; Houghton et al., 2007).  

Após a definição da CIM, 10 μL do sobrenadante de cada cavidade onde houve 

inibição visível do crescimento fúngico (CIM, CIMx2 e CIMx4) foram adicionados a 

novos poços de microplacas contendo 100 μL de RPMI 1640. Estas foram incubadas 

a 35 ± 2°C por 24-48h. A CFM foi considerada como sendo a menor concentração do 

produto teste capaz de inibir completamente o crescimento dos microrganismos. 

Também foi avaliado o caráter antifúngico da substância-teste através da relação 

CFM/CIM, metodologia esta utilizada por Hafidh e colaboradores (2011), para 

especificar a natureza do efeito antimicrobiano, considerada como fungicida quando 

a razão CFM/CIM variou de 1/1 a 2/1. Por outro lado, se a proporção foi maior que 

2/1, é mais provável que o efeito do produto em questão tenha sido fungistático. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média 

aritmética das CFM obtidas nos três ensaios (Salie; Esgles; Leng, 1996; Ncube; 

Afolayan; Okoh, 2008; Balouiri; Sadiki; Ibnsouda, 2016). 
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4.7 Estudo de associação pela Técnica Checkerboard (CKB) 

O efeito da associação do produto sintético com os antifúngicos licenciados foi 

analisado através da técnica checkerboard. Para a realização desse ensaio foram 

utilizadas placas para microdiluição contendo 96 cavidades com fundo em “U” 

(ALAMAR®), nas quais 100 μL do RPMI 1640 foram adicionados em seus poços. Em 

seguida, 50 μL do produto sintético em diversas concentrações (CIM×8, CIM×4, 

CIM×2, CIM, CIM÷2, CIM÷4, CIM÷8) foram distribuídos no sentido vertical e 50 µL do 

primeiro antifúngico de escolha, também em diferentes concentrações (CIM×8, 

CIM×4, CIM×2, CIM, CIM÷2, CIM÷4, CIM÷8), foram adicionados no sentido horizontal 

da placa de microdiluição. O mesmo procedimento foi realizado com o segundo 

antifúngico de escolha. Por fim, foram acrescentados 20 μL da suspensão fúngica, 

previamente ajustados de acordo com o padrão 0,5 McFarland. As placas foram 

incubadas a 35 ± 2ºC e após 24-48 horas foi realizada a leitura para observar a 

presença ou não do crescimento fúngico visível (White et al., 1996). Em paralelo, 

foram utilizados como controle de esterilidade o meio RPMI na ausência das 

suspensões fúngicas; e como controle de viabilidade dos fungos ensaiados o RPMI 

1640 acrescido dos inóculos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Visando 

à avaliação da atividade das associações das moléculas em estudo, foi calculado o 

índice da concentração inibitória fracionada (ICIF), em que ICIF = CIFA + CIFB, onde 

A representou a primeira substância e B a segunda substância. O CIFA = CIMA 

combinado / CIMA isolado, enquanto que o CIFB = CIMB combinado / CIMB isolado. O 

ICIF foi interpretado da seguinte maneira: sinergismo (≤ 0,5), indiferença (> 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 possíveis mecanismos de ação antifúngica  

 

4.8.1 Ensaio com sorbitol 

A fim de se investigar um possível efeito do produto teste na integridade da 

parece celular fúngica, o meio de cultura CSD foi suplementado com sorbitol, um 

estabilizador osmótico para protoplastos. A determinação da CIM dos produtos na 

presença do sorbitol foi realizada pela técnica de microdiluição utilizando placas com 

fundo em “U” contendo 96 cavidades (ALAMAR®), semelhante ao que já foi descrito 
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anteriormente e em triplicata. Em cada orifício da placa foram adicionados 100 µL do 

meio líquido CSD previamente suplementado com sorbitol (PM = 182,17) (VETEC 

Química Fina Ltda – Rio de Janeiro/RJ), ambos duplamente concentrados. Logo após, 

100 µL da emulsão do produto-teste foram adicionados nas cavidades da primeira 

linha da placa. Por meio de uma diluição seriada a uma razão de dois, foram obtidas 

concentrações de 1024 µg/mL até 4 µg/mL do produto sintético e, no caso do sorbitol, 

uma concentração final de 0,8 M em cada cavidade. Por último, foram adicionados 10 

µL das suspensões fúngicas nas cavidades, em que cada coluna da placa se referia 

especificamente a uma cepa fúngica. 

Foram realizados paralelamente: controle de microrganismo, despejando-se 

nas cavidades 100 µL do mesmo CSD com sorbitol (0,8 M), 100 µL de água destilada 

estéril e 10 µL de cada suspensão fúngica; e o controle de esterilidade, em que foram 

colocados 200 µL do CSD em um orifício na ausência de inóculo. Por fim, foram 

realizados os mesmos procedimentos com o antifúngico padrão caspofungina. As 

placas foram seladas e incubadas a 35º C por até 48 horas para leitura posterior (Frost 

et al., 1995; Zacchino, 2001). 

 

4.8.2 Ensaio com ergosterol 

A definição da CIM dos produtos contra as cepas fúngicas foi realizada pela 

técnica de microdiluição, utilizando placas para microdiluição contendo 96 cavidades 

com fundo em “U” (ALAMAR®), semelhante ao protocolo já descrito na determinação 

da CIM no subitem 4.6. O meio de cultura utilizado foi o CSD previamente 

suplementado com 400 µg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich®). Foram feitos, 

paralelamente: controle de viabilidade das cepas em estudo, colocando-se nas 

cavidades 100 µL de CSD acrescido de ergosterol na mesma concentração + 10 µL 

das suspensões fúngicas; e controle de esterilidade do meio de cultura, em que foram 

adicionados 200 µL do CSD em um orifício na ausência de quaisquer dos inóculos. 

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 35º 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 proteção às 

suas leveduras uma vez que tais estruturas são mais resistentes aos antifúngicos 

quando comparadas às células planctônicas (Yu et al., 2022). 

A avaliação da atividade do A1Br frente a biofilmes pré-formados de C. albicans 

ATCC 76645 em diferentes concentrações (CIM, CIM x 2, CIM x 4, CIM x 10) foi 

realizada com base nos seguintes protocolos, com algumas adaptações (Djordjevic; 

Wiedmann; Mclandsborough, 2002; Ferreira et al., 2017; Alves et al., 2020). O inóculo 

fúngico 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 espectrofotômetro (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil), λ= 530 nm. Em seguida, 1 mL foi 

adicionado em cada um dos 24 poços de placas para diluição com fundo plano, tendo 

sido incubadas por 48 horas a 35 ºC para a formação do biofilme. 

Posteriormente, os sobrenadantes dos poços (células planctônicas) foram 

aspirados, descartados e os poços lavados duas vezes com solução salina 

tamponada com fosfato (PBS). Em seguida, 1 mL de cada concentração de A1Br e 1 

mL de anfotericina B (controle positivo), nas mesmas proporções (CIM, CIM x 2, CIM 

x 4, CIM x 10), ambos previamente solubilizados em DMSO (3%) e diluídos em CSD, 

foram adicionados aos poços e as placas foram reincubadas nas mesmas condições. 

Após esse período de reincubação os sobrenadantes dos poços foram aspirados e 

descartados, as placas foram lavadas mais duas vezes com PBS, secas à 

temperatura ambiente (45 min) e coradas (incubação de 45 min) com 1 mL de solução 

de Cristal Violeta 0,4% por poço. Em seguida, os poços foram lavados com água 

destilada estéril e imediatamente descorados (incubação de 30 min) com 1 mL de 

etanol 95% por poço. Por fim, os valores de absorbância para cada poço foram lidos 

(λ= 595 nm) usando um leitor de microplacas (GloMax-Multi, PROMEGA, Madison, 

WI, EUA). 

A inibição da aderência foi medida de maneira indireta, uma vez que o controle 

de crescimento do microrganismo foi estabelecido como uma aderência fúngica de 

100%. Um controle de esterilidade (apenas CSD) foi realizado, e o ensaio foi 

conduzido em sextuplicata. 
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4.10 Análises estatísticas 

A análise dos dados foi realizada de acordo com o estabelecido na literatura 

referenciada em cada um dos métodos, ou seja, os resultados foram expressos como 

a média aritmética das respectivas triplicatas. Para a avaliação da atividade 

antibiofilme de 2-bromo-N-fenilacetamida frente a Candida albicans os resultados da 

sextuplicata foram apresentados como a média ± desvios-padrão, 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 DISCUSSÃO 

 

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

 

https://doi.org/10.55905/oelv21n12-035 

 

Artigo publicado em 07 de dezembro de 2023 na revista Observatorio de La Economía 

Latinoamericana (ISSN 1696-8352), revisada por pares. Qualis Capes na área de 

Farmácia: A4 (quadriênio 2017-2020).  
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6 CONCLUSÕES 

 

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

sintética 2-bromo-N-fenilacetamida: 

• Possui forte atividade antifúngica, de caráter fungicida, frente a Candida 

albicans, Candida tropicalis, Nakaseomyces glabratus (Candida 

glabrata) e Candida parapsilosis fluconazol-resistentes; 

• Quando de sua combinação com os antifúngicos-padrão fluconazol ou 

anfotericina B mostrou-se indiferente; 

• Seu efeito não se dá por complexação com o ergosterol da membrana 

celular fúngica tampouco por alteração direta da integridade da parede 

celular destes microrganismos, de modo que são necessárias análises 

adicionais a fim de elucidar qual o seu mecanismo de ação fungicida; 

• Possui considerável atividade disruptiva contra biofilmes maduros de 

Candida abicans, sendo tal efeito tão significativo quanto aqueles da 

anfotericina B nas mesmas condições testadas, quando comparados 

cada tratamento com o grupo controle. 
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