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RESUMO

O género Candida compreende um grupo de espécies que residem como comensais
no organismo humano colonizando a pele, mucosa oral, trato gastrointestinal e trato
geniturinario. Entretanto, quando acontece algum desequilibrio da microbiota ou do
sistema imunolégico, estes microrganismos podem se tornar patogénicos, causando
infeccdes superficiais ou mais severas. As principais espécies de interesse clinico sao:
Candida albicans, Candida tropicalis, Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata),
Pichia kudriavzevii (Candida krusei), Candida guilliermondii, Candida parapsilosis,
Candida auris. Adicionalmente, as infecgbes fungicas resistentes a terapia existente
tém aumentado significativamente em virtude do uso indiscriminado de antifungicos
para profilaxia e terapia. Na quimica organica, o acido bordnico € um composto
amplamente estudado devido suas diversas atividades, dentre elas: anticancerigena,
antibacteriana, antifungica e antiviral, tendo até mesmo medicamentos j& sendo
comercializados com essa classe de funcdo organica. O potencial do &cido 2-
furanilborénico, derivado do acido bordnico, ainda € desconhecido e ndo ha estudos
no certame da sua atividade biologica. O objetivo do estudo foi determinar a
concentracgao inibitdéria minima (CIM) e a concentragdo fungicida minima (CFM) do
acido 2-furanilbordnico frente as cepas de Candida spp e outras leveduras. A CIM foi
baseada na técnica de microdiluicdo seriada, utilizando 100 uL do meio de cultura
duplamente concentrado (agar sabouraud dextrose) e 100 uL da substancia teste, em
concentragbes que variaram de 1024 pg/mL a 0,5 pg/mL. Em seguida, foram
adicionados 10 pL do inéculo ajustado a uma escala de 0,5 McFarland. A partir dos
resultados obtidos da CIM, foi realizada a CFM, retirando uma aliquota de 10 uL das
cavidades que nao apresentaram visivelmente crescimento fangico (em
concentragdes iguais ou maiores que a CIM), e em seguida, dispostos em placas de
Petri contendo agar sabouraud dextrose. Os resultados da CIM do acido 2-
furanilborénico foram equivalentes a 1024 ug/mL para as cepas de Candida albicans
ATCC-60193, Candida albicans ATCC-10231, Pichia kudriavzevii (Candida krusei)
ATCC-6258 e Candida tropicalis ATCC-13803. Contudo, nas condi¢cdes avaliadas o
acido 2-furanilborénico nao apresentou CFM contra nenhuma das cepas utilizadas no
ensaio. Por fim, este trabalho abordou a atividade do acido 2-furanilborénico frente as
cepas de Candida spp e outras leveduras e assim, nas condi¢cdes avaliadas, o acido
2-furanilborénico apresentou atividade somente contra quatro das oito cepas
utilizadas no ensaio. Entretanto, sabendo do potencial dessa classe de funcao
organica, se faz valoroso a realizagdo de mais estudos e testes para avaliar a
atividade do acido 2-furanilbordnico contra outros microrganismos, tendo em vista o
potencial do &cido bor6nico em diversos ambitos e aplicabilidades cientificas e
médicas.

PALAVRAS-CHAVE: acidos borénicos; antifungicos; candidiase; Candida.



ABSTRACT

The genus Candida comprises a group of species that reside as commensals in the
human body, colonizing the skin, oral mucosa, gastrointestinal tract and genitourinary
tract. However, when there is an imbalance in the microbiota or immune system, these
microorganisms can become pathogenic, causing superficial or more severe
infections. The main species of clinical interest are: Candida albicans, Candida
tropicalis, Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata), Pichia kudriavzevii (Candida
krusei), Candida guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida auris. Additionally,
fungal infections resistant to existing therapy have increased significantly due to the
indiscriminate use of antifungals for prophylaxis and therapy. In organic chemistry,
boronic acid is a compound widely studied due to its various activities, including:
anticancer, antibacterial, antifungal and antiviral, with even medications already being
marketed with this class of organic function. The potential of 2-furanylboronic acid,
derived from boronic acid, is still unknown and there are no studies on its biological
activity. The objective of the study was to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) of 2-furanylboronic
acid against strains of Candida spp and other yeasts. The MIC was based on the serial
microdilution technique, using 100 pL of doubly concentrated culture medium
(sabouraud dextrose agar) and 100 pL of the test substance, in concentrations ranging
from 1024 pg/mL to 0.5 pg/mL. Then, 10 pL of the inoculum adjusted to a 0.5
McFarland scale were added. Based on the results obtained from the MIC, the CFM
was performed, removing an aliquot of 10 pL from the cavities that did not visibly show
fungal growth (in concentrations equal to or greater than the MIC), and then placed in
Petri dishes containing sabouraud agar dextrose. The MIC results for 2-furanylboronic
acid were equivalent to 1024 ug/mL for the strains of Candida albicans ATCC-60193,
Candida albicans ATCC-10231, Pichia kudriavzevii (Candida krusei) ATCC-6258 and
Candida tropicalis ATCC-13803. However, under the conditions evaluated, 2-
furanylboronic acid did not present CFM against any of the strains used in the test.
Finally, this work addressed the activity of 2-furanylboronic acid against strains of
Candida spp and other yeasts and thus, under the conditions evaluated, 2-
furanylboronic acid showed activity only against four of the eight strains used in the
test. However, knowing the potential of this class of organic function, it is worthwhile to
carry out more studies and tests to evaluate the activity of 2-furanylboronic acid against
other microorganisms, taking into account the potential of boronic acid in different
areas and scientific and medical applicability. .

KEYWORDS: boronic acids; antifungals; candidiasis; Candida.



1 INTRODUCAO

Dentre as espécies de fungos encontradas na natureza, Candida, Aspergillus,
Fusarium, Scedosporium e Cryptococcus estao entre 0s mais comuns agentes
etioldgicos de infecgdes fungicas, de relevancia clinica, pois representam alto risco,
principalmente a individuos imunocomprometidos, devido a fragilidade do sistema
imunolbgico no combate a essas infecgdes (Lopes; Lionakis, 2022).

Especificamente, as espécies do género Candida residem como comensais no
organismo humano, colonizando a pele, a mucosa oral, trato gastrointestinal e o trato
geniturinario (McCarty; White; Pappas, 2021). Todavia, quando ocorre algum
desequilibrio da microbiota ou sistema imunologico, estes fungos podem migrar
através do epitélio e tendem a causar manifestacées mais agressivas, tornando-se
patogénicos. Estes fungos sdo de grande importancia pela frequéncia na qual
colonizam e infectam hospedeiros (Colombo; Guimaraes, 2003).

Infeccdes por Candida spp podem acometer o hospedeiro de forma mais
branda, como por exemplo, nas infeccdes superficiais de pele, quanto de forma mais
severa, quando se trata da contaminagéo deste fungo na corrente sanguinea. Quando
chegam na circulacdo sanguinea, estes microrganismos podem se disseminar para
0s Orgaos internos do hospedeiro especialmente para érgaos viscerais, vasculatura,
0ssos e articulagdes, olhos e sistema nervoso central (McCarty; White; Pappas, 2021).

A manifestagdo da candidiase esta intimamente relacionada aos fatores de
viruléncia, isto é, as estratégias que estes fungos utilizam para se instalarem e
causarem a infeccdo no organismo sendo 0s mais importantes a adesdao as
superficies do hospedeiro, incluindo dispositivos médicos, bomba de efluxo,
morfologia, a formacao de biofilme e a secrecao de enzimas hidroliticas (Rocha et al.,
2021).

As infeccbes fungicas resistentes a terapia existente, a destacar azdis,
polienos e equinocandinas tém aumentado significativamente em virtude do uso
indiscriminado de antifungicos para profilaxia e terapia. Dessa forma, essa resisténcia
e tolerancia vem sendo elucidada pela inducao de vias protetoras de resposta desses

microrganismos ao estresse, tornando desafiante o tratamento a estas infecgdes.
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Associado a isso, o diagnostico tardio, atrasos no tratamento, individuos
imunossuprimidos e transplantados, estado imunoldgico, pacientes em leito de
Unidades de Terapia Intensiva (UTI) e formacao de biofilme pelos fungos conferem
mais suscetibilidade a resisténcia fungica. Tais fatores também influenciam no

aumento de morbidade e mortalidade (Gow et al., 2022).

Nesse contexto, a busca e desenvolvimento de novos compostos com potencial
antifangico, que sejam mais eficazes e seguros, bem como o desenvolvimento de
novos tratamentos estratégicos com melhor tolerancia do hospedeiro, tornou-se um
objetivo prioritario. Na quimica medicinal, a descoberta das aplicabilidades e
funcionalidades dos compostos de organoboro, em especial, dos acidos borbnicos,
tem levado esta classe de funcéo organica a promissores alvos de estudos, tendo em
vista, as diversas atividades ja elucidadas, dentre elas: atividade anticancerigena,
antibacteriana, antifungica e antiviral (Silva et al., 2020).

No mercado farmacéutico, a existéncia do tavaborol, como medicamento
antifungico derivado do acido bordnico, instiga a comunidade cientifica a investigar
ainda mais o potencial terapéutico de outras moléculas derivadas dessa classe
quimica sobre as infecgdes fungicas, em virtude da comprovacao da sua acao contra
estas infeccdes. Diante do exposto, novas moléculas contendo a funcado &cido
borbnico estdo sendo sintetizadas a fim de se descobrir novas ferramentas
terapéuticas, que apresentem vantagem no combate as infecgdes fungicas. O acido
2-furanilborénico, embora seja uma substancia ainda inédita e sem estudos no que
concerne as suas propriedades farmacoldgicas, pode representar uma nova

estratégica promissora para esta finalidade antifungica.

16



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a atividade antifungica do &cido 2-furanilbordnico frente a cepas de
Candida spp e outras leveduras.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) do acido 2-furanilborénico
frente a cepas de Candida spp e outras leveduras.

Determinar a concentracao fungicida minima (CFM) do acido 2-furanilborénico
frente a cepas de Candida spp e outras leveduras.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Candida spp e Candidiase

Leveduras de Candida spp pertencem taxonomicamente ao filo Ascomycota, a
classe Saccharomycetes e a familia Debaryomycetaceae. Estes microrganismos
compreendem mais de 300 espécies catalogadas atualmente. As analises
filogenéticas, revelaram que as espécies pertencentes ao género Candida podem
ainda ser divididas em mais de dez clados, o que reflete em subdivisbes intra-
espécies, como a exemplo da Candida parapsilosis, que se subdivide em Candida
metapsilosis e Candida orthopsilosis. Essa reclassificacao das espécies acontece a
medida que a taxonomia progride e com o surgimento de achados clinicos com novas

variantes (Takashima; Sugita, 2022).

No que tange a essa reclassificacao das espécies, devido ao aprimoramento
das tecnologias de base molecular na taxonomia, na ultima década, muitas espécies
de fungos tém passado por uma transicdo de nomenclatura. Esses estudos
moleculares buscam facilitar a identificacdo e definicdo das espécies fungicas,
permitindo o refinamento das relagdes inter e intraespécies e a correcao de erros
taxonémicos. Para a reclassificacdo, levou-se em consideracdo ndo atender a 3
critérios: a monofilia, ou seja, quando todas as espécies dentro do grupo evoluem de
um mesmo ancestral comum; a compacidade razoavel no que se diz ao numero de
espécies que abrange; e ter membros do género que compartilhem caracteristicas

comuns entre si, derivadas evolutivamente (Kidd; Abdolrasouli; Hagen, 2023).

Algumas espécies de Candida tiveram suas nomenclaturas modificadas, a
depender do clado a qual pertencem. Candida glabrata, por exemplo, passou a fazer
parte do clado Nakaseomyces e portanto, fazendo parte do género Nakaseomyces, e
portanto, passando a ser denominada de Nakaseomyces glabrata. De modo
semelhante, Candida krusei também passou por uma transicdo de nomenclatura,
passando a ser chamada de Pichia kudriavzevii. Essa mudanca de nomenclatura, é
recente e gera uma certa preocupagdo em como sera 0 reconhecimento destas
espécies com essa nova nomenclatura (Takashima; Sugita, 2022; Kidd; Abdolrasouli;
Hagen, 2023). Por se tratar de uma mudanca recente, as espécies que fizeram parte
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dessa transicdo, ficam recebendo a nomenclatura nova e antiga para facilitar a

compreensao.

O género Candida é constituido de espécies leveduriformes, tendo como
principais espécies: Candida albicans, Candida tropicalis, Candida guilliermondii,
Candida parapsilosis e Candida auris (Barantsevich; Barantsevich, 2022). Antes da
mudanca de género, Candida glabrata, atualmente, Nakaseomyces glabrata e
Candida krusei, atualmente, Pichia kudriavzevii, também se incluiam como uma das
principais espécies do género Candida. Estes microrganismos sao de grande
importancia clinica pois possuem a capacidade de manter uma relagcdo de simbiose
no hospedeiro, como também podem causar infeccdes graves e se tornarem

patogénicos (Colombo; Guimaraes, 2003; Pristov; Ghannoum, 2019).

A depender das cepas fungicas de Candida, estas podem apresentar-se com
trés diferentes morfologias: na forma de leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras
(Figura 1). As leveduras séo células unicas ovais, que podem apresentar brotamentos
axiais e bipolares. Essa forma morfologica, esta relacionada com processos de
viruléncia em Candida nao-albicans (CNA), pois inclui a colonizacdo e rapida
disseminagcdo aos tecidos hospedeiros, adesdao as superficies das células
hospedeiras e formacgao de biofilme (Thompson; Carlise; Kadosh, 2011).

As pseudo-hifas sdo formadas a partir de células de levedura ou hifas por
brotamento, sdo elipsoidiais, ou seja, com maior largura no centro e com constricées
nas juncdes dos septos. Por sua vez, as hifas verdadeiras, s&o estruturas que se
formam a partir do tubo germinativo, sendo de modo uniforme e possuindo septos
verdadeiros sem constricoes (Silva et al., 2012). Macroscopicamente, as coldnias se
apresentam com consisténcia cremosa, brilhante ou opacas e a coloragao pode ser
branca a creme, com aparéncia cremosa e algodonosa em meio Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) (Henriques; Silva, 2021).

Figura 1 - Principais formas morfolégicas de Candida spp.
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Fonte: Thompson; Carlisle; Kadosh (2011).

As espécies desse género podem ser encontradas colonizando mucosas oral,
trato gastrointestinal e geniturinario em torno de 50-70% de individuos saudaveis
(Hani et al., 2015). No entanto, ao colonizar o organismo humano, estes fungos obtém
o suprimento necessério de nutrientes e limita o desenvolvimento de outros fungos,

gerando um equilibrio da microbiota (Martins et al., 2014).

Entretanto, alteracbes da imunidade e dos mecanismos de defesa do
hospedeiro podem tornar estes fungos patogénicos, dentre os fatores que colaboram
para as infecgcdes causadas por Candida, cabe destacar: Imunodepressao,
imunodeficiéncia congénita e adquiridas, doencas degenerativas, caracteristicas
fisioldgicas associadas a idade, utilizacao de antibiéticos de amplo espectro de forma
irracional, reposicdo hormonal, uso de hormdnios esteroides, individuos
transplantados e cirurgiados (Colombo; Guimaraes, 2003; Perlroth; Choi; Spellberg,
2007; Martins et al., 2014; Hani et al., 2015; Neufeld, 2020).

Essas espécies possuem importantes atributos de condicionamento fisico,
sendo facilmente adaptaveis as mudancas do pH ambiental, possuem flexibilidade
metabdlica, poderosos sistemas de aquisicdo de nutrientes e mecanismos robustos

de resposta ao estresse sofrido no meio ambiente (Suleyman; Alangaden, 2021).

Logo, esses microrganismos detéem de um arsenal de fatores que contribuem
para o potencial patogénico aos hospedeiros, dentre eles: o polimorfismo (ou seja, a
capacidade de alternar sua forma entre levedura e hifa); expressédo de enzimas
hidroliticas; formacao de biofilme; tigmotropismo (ou seja, emissao e invasao de largos
filamentos para invadir determinadas areas do hospedeiro) e adesdo de contato
(Mayer; Wilson; Hube, 2013; Rocha et al., 2021).
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As doencas sistémicas causadas por Candida sao a quarta principal causa de
infecgdes nosocomiais da corrente sanguinea. De todas as infecgdes invasivas, 90%
sdo causadas por Candida oportunista. Para invadirem o organismo do hospedeiro,
estes fungos ultrapassam por diversas barreiras de resisténcia, bioquimicas e fisico-
quimicas. A Candida albicans é a espécie que apresenta maior prevaléncia nas
infecgbes, por deter maior adaptagéo aos diferentes locais do corpo humano, bem
como as diferentes caracteristicas bioquimicas e fisico-quimicas destes sitios

(Calderone; Clancy, 2011; Polke; Jacobsen, 2015; Barantsevich; Barantsevich, 2022).

O género Candida compreende um grupo de espécies que sao associados
desde a manifestacbes mais brandas que podem acometer trato geniturinario, pele e
mucosas, assim como infeccdes de carater mais severo, como a candidemia. As
infeccbes causadas por estes fungos podem ser classificadas como: superficial,
cutédnea, mucosa e sistémica. Em estudos mais recentes, tais infec¢des evidenciam
os desafios no tratamento com a terapéutica atual, destacando taxas de morbidade e
mortalidade predominantemente elevadas (Martins et al., 2014; Assress et al., 2021).

A candidiase orofaringea é frequentemente encontrada em portadores do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) devido a uma reducao da imunidade, em razédo de
uma deplecao de células TCD4+, esta forma de candidiase pode se manifestar com
placas brancas e as vezes sanguinolentas (Figura 2) (Sawant; Khan, 2017; Telles;
Karki; Marshal, 2017).

Figura 2 - Apresentacdo clinica da candidiase oral.

Fonte: Pereira (2017).

A candidiase vulvovaginal (CVV), é caracterizada como uma infecgao
superficial, que acomete primordialmente mulheres na fase reprodutiva e s&o
infecgbes passiveis de serem reincidentes quando acontecem mais de quatro
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episddios em um ano. Estudos mostram que 70 a 75% das mulheres vao apresentar
pelo menos um caso de CVV ao longo da vida, com taxa de reincidéncia
correspondente a 40 a 50% (Soares et al., 2018). As principais espécies envolvidas
sao a Candida albicans seguida da Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata). Este
tipo de candidiase, € classificado como multifatorial e causas como: fatores genéticos,
atividade sexual, desequilibrio da microbiota vaginal, uso de contraceptivos orais,
hébitos de higiene, comorbidades metabdlicas como diabetes mellitus, dentre outros
fatores idiopaticos influenciam no desenvolvimento da doenga (Lima et al., 2018; Sardi
et al., 2021).

Os sintomas da candidiase vulvovaginal envolvem eritema vulvar, edema,
corrimento vaginal, queimacéao ou dor (Figura 3). No que se refere a vulvovaginites, a
CVV é a segunda causa mais frequente depois da vaginose bacteriana, afetando
milhées de mulheres por ano (Rodriguez-Cerdeira et al., 2019; Sanches et al., 2020;
Carvalho et al., 2021). No Brasil, segundo Carvalho et al. (2021), a prevaléncia de
CVV é de 18%, enquanto que Lima et al. (2018), relatam que esta patogenia afeta
39% das mulheres, podendo estes numeros serem maior devido a subnotificacao,
visto que, no Brasil a CVV ndo é uma doenca de notificagcdo compulséria, causando
defasagem nos dados epidemioldgicos (Brandao et al., 2018; Lima et al, 2018;
Carvalho et al., 2021; Satora et al., 2023).

Figura 3 - Apresentacao intra-uterina da candidiase vulvovaginal.

Fonte: Richardson et al. (2000).

A candidiase cutinea é uma forma de infeccdo mais rara e acomete
especialmente individuos com certas doencas congénitas e com imunidade suprimida

(Figura 4) (Polke; Hube; Jacobsen, 2015). Ocorre em regides mais umidas do corpo
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como axilas, espagos interdigitais, mamas, virilhas e unhas (Peixoto et al., 2014).
Quando aguda é capaz de se manifestar de distintas formas: intertrigo (encontrada
nas dobras da pele como axilas, virilha, sulco intergluteo, prega submamaria, prega
suprapubica) causando forte eritema, edema, exsudato purulento e pustulas; erosao
interdigital, foliculite (determinada pela infeccao do foliculo piloso, especialmente em
pacientes com HIV), onicomicose e paroniquia (Barbedo et al., 2013).

Figura 4 - Apresentacdo clinica da onicomicose.

Fonte: Richardson et al. (2000).

A candidemia, € uma das micoses oportunistas mais relevantes no mundo,
sendo a Candida albicans a levedura patogénica de maior importancia clinica e
epidemioldgica em seres humanos, visto que representa cerca de 22-75% de taxa de
mortalidade quando se trata de sepse. Entretanto, estudos recentes destacam outras
espécies do género sendo encontradas em achados clinicos, como Candida tropicalis,
Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata), Pichia kudriavzevii (Candida krusei),
Candida auris e Candida parapsilosis (Martinez; Ortiz; Patino, 2022).

A candidemia é classificada como a quarta causa de infec¢cdes nosocomiais
nos EUA e sétima causa em paises europeus. As infec¢des fungicas oportunistas
deste tipo apresentam maior risco quando acomete individuos imunocomprometidos,
principalmente portadores de HIV e hospitalizados, individuos que fazem uso de
antibiéticos de amplo espectro, individuos transplantados e em individuos em
tratamento com quimioterapias citotoxicas. Isto se deve pelas alteracbes no
metabolismo, ruptura da barreira cutanea e mucosa, além da idade também ser um
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fator que pode influenciar neste tipo de infeccao (Sawant; Khan, 2017; Tashiro et al.,
2020).

Para ganharem a corrente sanguinea, acredita-se que seja por via enddgena,
pela translocagcdo do patdgeno através do trato gastrointestinal, local onde ha rica
colonizagao por Candida spp em até 70% da populagdo normal ou através da via
exogena, através do contato das maos de profissionais de saude, com pacientes
portadores de cateteres vasculares em posicao central, implante de préteses
contaminadas, bem como pela administracdo parenteral de solugdes contaminadas.
Quando invadem a corrente sanguinea podem também atingir o sistema nervoso
central (SNC), figado, bago, coragao e/ou rins (D’Enfert et al., 2021; McCarty; Branco;
Pappas, 2021).

Os métodos de diagndstico para as infec¢des fungicas tém se aprimorado cada
vez mais para trazer resultados confiaveis e seguros, afinal, o diagnostico correto
auxilia de forma mais fidedigna na escolha da melhor alternativa terapéutica no
combate as infecgdes. No que se refere as infecgdes superficiais, os métodos de
diagnéstico de escolha sdo: exame de microscopia direta que séo realizados afim de
visualizar estruturas fungicas encontradas nas diferentes espécies de Candida spp;
teste de cultura morfologica, seja em meio diferencial ou nao, para avaliar de acordo
com o meio escolhido a caracteristica, coloracdo e morfologia das colonias; testes de
assimilacao bioquimica, que analisa a capacidade destes microrganismos de assimilar
ou fermentar carboidratos presentes no meio de cultura e assim, detectar as
substancias provenientes das vias de fermentacdo a partir dos indicadores
apropriados; testes de identificagdo molecular para distinguir as espécies de Candida
spp a partir do DNA, como por exemplo, reacdo em cadeia polimerase (PCR), métodos
de amplificacéo de acidos nucleicos, dentre outros e os métodos nao baseados em
DNA, como a exemplo da eletroforese enzimatica; métodos imunoldgicos e
enzimaticos para deteccdo de antigenos das diferentes espécies e de enzimas
especificas, respectivamente; para um método mais rapido de identificacdo, tem-se
utilizado a espectrometria de massa de tempo de voo (MALDI-TOF MS), que identifica
os agentes fungicos a partir dos picos exibidos pelo espectrofotébmetro (Tamo, 2020).

O diagnostico para os casos de candidiase invasiva € desafiador, visto que os

sinais e sintomas deste tipo de candidiase nao diferem dos que sao provenientes de
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outros tipos de infeccdo, assim como a coleta das amostras dos locais de infec¢ao
sao de dificil acesso. Por isso, para a confirmagao deste tipo de infeccéo, se tem
buscado métodos cada vez mais sensiveis e especificos para o diagndstico correto.
Por muito tempo, os métodos de cultura sdo uma das principais ferramentas para o
diagnéstico, entretanto, devido o tempo de resposta ser extenso (72 a 96h) esse fato
leva a atraso no tratamento e pode contribuir para a mortalidade do paciente, além de
nao ser um método com baixa sensibilidade. Ademais, métodos como histopatologia,
hemocultura, macroscopia direta, PCR com subsequenciamento de DNA também
podem ser requeridos para o diagndstico (Perlroth; Choi; Spellberg, 2007; Martins et
al., 2014).

Nos ultimos anos, os métodos nao culturais vém ganhando destaque em razao
da melhor sensibilidade e especificidade quando comparada com os métodos culturais
e histopatologicos. Entre as técnicas utilizadas, inclui-se os testes imunolégicos de
deteccao de antigenos e anticorpos no soro do paciente, afim de detectar os antigenos
B-D-glucano, y-(1,3)-D-glucano, manano e os anticorpos anti-manano. Entretanto,
embora o antigeno B-D-glucano seja encontrado em outras espécies fungicas, a
sensibilidade, especificidade e valor preditivo negativo deste método é elevado, sendo
util na exclusao do diagnéstico de candidiase invasiva. Por fim, outro método utilizado
para o diagndstico, é através da deteccao do D-arabinitol, um metabdlito produzido
pelas variadas espécies de Candida spp. A determinagéo deste metabdlito no sangue,
por exemplo, pode ser determinado pela cromatografia gasosa ou analise enzimatica

(Barantsevich; Barantsevich, 2022).

No tratamento da candidiase, as principais classes farmacolégicas utilizada na
terapia antifungica sao: os polienos, os azdlicos, as equinocandinas e as
fluoropirimidinas. Entretanto, grande € o desafio encontrado no tratamento a partir
dessas substancias devido a resisténcia fungica e que por sua vez, acarreta uma
maior facilidade de infeccdo por Candida spp. Quanto as espécies de Candida nao-
albicans, apesar de serem menos isoladas quando comparadas a Candida albicans,
apresentam importantes perfis de resisténcia aos antifingicos disponiveis para
tratamento (Rocha et al., 2021).

3.2 Espécies de Candida
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Dentre as espécies de Candida existentes, Candida albicans é a mais
prevalente nos achados clinicos com uma taxa correspondente a 80% das infecgdes.
Entretanto, o numero de infecgcbes por espécies nao albicans tem aumentado

significativamente (McCarty; Branco; Pappas, 2021).

3.2.1 Candida albicans

E classificada como a espécie mais predominante nas infecgdes, embora seja
um microrganismo comensal de mucosa, trato gastrointestinal e trato geniturinario de
individuos saudaveis. Sob condigbes ideais pode induzir infecgbes sistémicas
agressivas, principalmente nosocomiais, com altos indices de mortalidade, com taxas
que variam entre 10 e 47% a depender da regido geografica (Fidel; Yano; Esher;
Noverr, 2020; D’Enfert et al., 2021).

O polimorfismo celular permite que Candida albicans a se adaptar aos
diferentes ambientes e condi¢des a qual esta inserida, além de facilitar o processo de
disseminagao e invasao aos tecidos dos hospedeiros quando estdo na forma de
leveduras e hifas, respectivamente (McCarty; Branco; Pappas, 2021; Dos Santos et
al., 2022).

Outro fator importante de viruléncia exercido por este patbgeno € a secrecao
de candidalisina, uma toxina peptidica secretada pelas hifas e que é responsavel por
causar alteracdes e danificar a membrana epitelial dos hospedeiros, criando poros e
causando enfraquecimento do conteludo citoplasmatico. Ademais, fatores como
formacgao de biofilmes, secrecédo de hidrolases e fosfolipases, deteccado de contato e
tigmotropismo também fazem parte dos mecanismos de viruléncia de Candida
albicans (Jacobsen, 2019; Talapko et al., 2021).

3.2.2 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis € um agente que coloniza a pele humana e as mucosas
como um microrganismo comensal, entretanto, também s&o reconhecidos como um
importante vetor para infecgées nosocomiais, através das maos dos profissionais de
saude (Branco; Miranda; Rodrigues, 2023). As infeccoes causadas por Candida
parapsilosis sdo um problema significativo entre neonatos, receptores de transplantes

e pacientes que recebem nutricdo parenteral. Essa espécie possui alto capacidade de
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formagao de biofilme e adesdo em materiais médico-hospitalares e eficiéncia em
secretar enzimas hidroliticas, este fato impacta diretamente na ocorréncia de surtos
nosocomiais e em casos de morte (Pristov; Ghannoum, 2019). Essa espécie tem se
tornado a terceira causa principal nos casos de candidemia, isso se da principalmente
pela hospitalizacdo prolongada e pelo estado imunolégico do individuo (Pristov;
Ghannoum, 2019; D’Enfert et al., 2021).

3.2.3 Candida tropicalis

Candida tropicalis é classificada como a segunda espécie mais prevalente no
Brasil e em paises da América Latina, pois se adapta melhor em paises de clima
tropical (Chai; Denning, 2010; Silva et al, 2012; Souza et al., 2023), sendo
considerada a espécie mais virulenta depois da Candida albicans. Sua prevaléncia é
maior em pacientes com neutropenia e cancer. Estes patégenos, para se instalarem
no hospedeiro e causarem infeccdo, costumam se aderir as células endoteliais e
secretarem proteases, fosfolipases e hemolisinas, além de realizarem a troca
fenotipica para formarem biofilme (Pristov; Ghannoum, 2019). As cepas dessa
espécie, representam alta taxa de morbimortalidade em pacientes hospitalizados em
UTI, devido a resisténcia com tratamento com Anfotericina B e aos azéis (Sharma;
Chakrabarti, 2023).

3.2.4 Pichia kudriavzevii (Candida krusei)

Pichia kudriavzevii (Candida krusei), embora seja a espécie menos prevalente
quando comparada a outras espécies de Candida spp, € geralmente encontrada em
pacientes com malignidade hematélogica e de érgaos sélidos (Sharma; Chakrabarti,
2023). Essa espécie de levedura também é encontrada em ambientes naturais, sendo
amplamente distribuida na natureza, mas pode ser encontrada em mucosas animais

e de forma mais rara é encontrada em individuos saudaveis (Healey; Perlin, 2018).

Estes agentes fungicos podem causar endoftalmite, onicélise, endocardite e
osteomielite, na qual, essas infecgdes quando acometem individuos
imunocomprometidos, podem ser potencialmente fatais. O principal fator de viruléncia
de Pichia kudriavzevii (Candida krusei) envolve a mudanca fenotipica para pseudo-
hifas de modo a facilitar a invasdo aos tecidos do hospedeiro. Além disso, estes
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microrganismos podem também secretar em menor quantidade exoenzimas, fato que
reflete na menor capacidade de viruléncia quando se compara com outras espécies
de Candida spp (Jamiu et al., 2021).

3.2.5 Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata)

A Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata) tem ganhado destaque nos
ultimos anos devido a crescente presengca em achados clinicos, sendo classificada
como a segunda espécie mais isolada nos casos de candidiase invasiva,
representando taxas de 15-25% nestes casos clinicos. Os fatores que aumentam a
suscetibilidade a infeccoes por esta espécie sdo: comorbidades como AIDS e
tuberculose, pacientes com uso de cateteres ou cirurgiados. Entretanto, segundo
Zhang et al. (2015), o principal fator que vem sendo relacionado a maior frequéncia
de Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata) nos isolados clinicos esta relacionado
a pacientes senis (>70 anos) (Healey; Perlin, 2018).

Este patdgeno coloniza especialmente epitélio da mucosa oral, trato
gastrointestinal (TGl), vagina, pele e sendo também encontrado nas fezes. Seus
fatores de viruléncia ainda sdo pouco elucidados, porém é sabido que a reacado ao
sistema imunoldgico causada por esta espécie ndo € agressiva. As estratégias
desenvolvidas por estes microrganismos como fator de viruléncia parecem estar
relacionado a capacidade de formar biofilmes para se aderirem as superficies de
materiais médico-hospitalares, secrecao de enzimas hidroliticas e proteoliticas para
invadirem os tecidos das células hospedeiras, plasticidade genbémica e ao
desenvolvimento de mecanismos de evasao do sistema imunolégico (Kumar et al.,
2019; Frias-de-Léon et al., 2021).

Este ultimo mecanismo desempenha uma importante forma de consolidar as
infecgdes, devido a capacidade desenvolvida por estes microrganismos de camuflar
os padrdées moleculares associados a patégenos (PAMPS) a partir da secrecdo de
proteases que sao responsaveis pela opsonizagdo do complemento, evitando de
serem reconhecidas pelos receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) das células
de defesa do sistema imunolégico. Portanto, a escassez de informagdes acerca da
sua patogenicidade se mostra limitado, tornando o tratamento desafiador (Frias-de-
Léon et al., 2021).
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3.3 Epidemiologia

A Candidiase é classificada como a quarta infecgao nosocomial da corrente
sanguinea na Ameérica do Norte, em contrapartida em paises europeus esse quadro
€ menos comum (D’Enfert et al., 2021).

Rocha et al. (2021), classificam o género Candida como a terceira causa das
septicemias em geral no mundo. A espécie mais prevalente encontrada nas infec¢des
fungicas por este género, é a Candida albicans correspondendo a uma taxa de 65,3
% das infecgdes no mundo. No entanto, as infecgdes por Candida nao-albicans (CNA)
passaram a ter percentual de incidéncia superior a 20% nos diagndésticos de
candidiase, refletindo uma taxa relevante. No Brasil, o0 género Candida foi relatado
como o sétimo agente etioldgico causador das infeccdes sanguineas, sendo Candida
albicans (34,3%) a espécie mais prevalente dessas infec¢des, seguida pela Candida
parapsilosis (24,1%), Candida tropicalis (15,3%) e Nakaseomyces glabrata (Candida
glabrata) (10,2%), com uma taxa de mortalidade de 72,2% (Rocha et al., 2021).

Nos casos de candidemia em paises da América Latina, as espécies mais
prevalentes foram as espécies de Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis e Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata). As espécies de Candida
albicans ainda continuam sendo a mais presente nos isolados clinicos com taxa
superior a 60%. No que se refere a CNA, Candida parapsilosis foi a espécie mais
predominante nos casos de candidemia, na qual, de 25 dos 40 estudos de Da Matta
et al. (2017), houve uma taxa de 5 a 49% os episddios de candidemia (Da Matta;
Souza; Colombo, 2017).

As espécies de Candida tropicalis, por sua vez, estdo em segundo lugar no
ranking das espécies de CNA mais isoladas nos achados clinicos da América Latina,
com taxas entre 9,7 a 39%. Em contrapartida, Nakaseomyces glabrata (Candida
glabrata) foi classificada como a espécie menos encontrada nas infecgdes da corrente
sanguinea causada por Candida, demonstrando taxas que variam entre 1 a 13,5%,
entretanto, no México essa espécie foi a segunda mais prevalente nos casos de
candidemia, ficando atras da Candida tropicalis (Da Matta; Souza; Colombo, 2017).
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No que se refere a Pichia kudriavzevii (Candida krusei), de acordo com
Navarro-Arias et al. (2019), esta espécie faz parte do grupo emergente de espécies
de Candida relacionados a candidiase sistémica, sendo o agente causador em 2-5%
dos casos relatados. Uma diferenca entre as infecgcbes associadas a Candida
guilliermondii e Pichia kudriavzevii (Candida krusei) é a taxa de mortalidade, onde a
de Pichia kudriavzevii (Candida krusei) € maior (20-67%), provavelmente relacionada
a sua ma resposta ao antifungico de uso padrao. Em estudo realizado por Jamiu et al.
(2021), foram observados que a espécie Pichia kudriavzevii (Candida krusei) foi
considerada mais prevalente na Europa e América do Norte (3,1-3,4%), e a
prevaléncia mais baixa foi registrada na Asia-Pacifico (1,2%). A distribuicdo geogréfica
de Pichia kudriavzevii (Candida krusei) entre 2006 e 2016, variou de acordo com 0s
continentes abordados. Na Europa, América Latina, América do Norte e Asia-Pacifico,
as taxas da distribuicao das espécies foram equivalentes a 3,0%, 2,0%, 2,9% € 1,8%
respectivamente (Navarro-Arias et al., 2019).

Em outro estudo realizado pelo Programa SENTRY de Vigilancia Antifungica,
durante um periodo de 20 anos (1997-2016), em 135 hospitais em 39 paises, foram
obtidos um total de 20.788 isolados de candidiase invasiva. Nesse estudo, foi visto
que Candida albicans representou 46,9% dos casos, seguida por Nakaseomyces
glabrata (Candida glabrata) em 18,7%, Candida parapsilosis em 15,9%, Candida
tropicalis em 9,3% e Pichia kudriavzevii (Candida krusei) em 2,8% dos casos avaliados
(Figura 5) (Barantsevich; Barantsevich, 2022).

Figura 5 - Espécies de Candida spp mais isoladas em casos clinicos de candidiase invasiva
de acordo com o programa SENTRY.
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Fonte: Barantsevich; Barantsevich (2022).

3.4 Terapia antifungica e resisténcia

A terapia antifungica € um desafio marcante no que diz respeito ao
enfrentamento das infeccbes fungicas, visto que, as classes de medicamentos
utilizadas ainda sao limitadas e os patdgenos fungicos estdo cada vez mais
resistentes aos farmacos existentes. O tratamento da candidiase é baseado,
principalmente no tipo da infecgéo, ou seja, se é superficial geralmente os antifungicos
de escolha sao tdpicos, enquanto que quando sao de carater sistémico sao utilizados
os antifungicos sistémicos. As principais classes e as mais utilizadas sao os polienos,

azois, as equinocandinas e as fluoropirimidinas.

Outro fato desafiador e que impacta diretamente no tratamento das infeccoes
fungicas, é a limitagcdo medicamentosa advinda das reagdes adversas provocadas
pelos antifungicos disponiveis no mercado farmacéutico. Tal fato pode ser explicado,
pelo mecanismo de acdo da maioria dos antifungicos (com exceg¢do das
equinocandinas), que tém como alvo o ergosterol da membrana celular fungica. Logo,
em razao da semelhanga entre o ergosterol da membrana celular fungica e o
colesterol humano, a atuagao destes medicamentos gera impactos simultaneamente
nas células humanas, ocasionando rea¢des adversas que se tornam um dos principais

impasses no tratamento antifingico (Salci et al., 2018).
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A resisténcia microbioldgica, por sua vez, envolve mecanismos moleculares e
pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é uma caracteristica
fenotipica de determinada espécie de microrganismo e confere a ele a resisténcia
inata antes da exposicdo deste ao antifungico. Isso ocorre, por exemplo, com a
espécie de Pichia kudriavzevii (Candida krusei), que possui resisténcia intrinseca ao
fluconazol. Enquanto que a resisténcia adquirida ocorre em microrganismos que
desenvolveram mutagdes apds a exposicao ao antifungico e posteriormente houve a
selecao, sobrevivéncia e proliferacao daqueles mutantes resistentes (Vieira; Santos,
2017).

3.4.1 Polienos

Na classe dos polienos, os representantes sdo a nistatina, natamicina e a
anfotericina B (AmB), sendo este ultimo reconhecido como antifungico padrao ouro,
embora apresente limitagdes no uso devido aos efeitos toxicos principalmente nos rins
e em alguns casos, no sangue. Na atuacao clinica, a AmB é usada no combate as
micoses sistémicas, nistatina para as infec¢bes de mucosas e natamicina para

infecgdes oftalmicas (Carolus et al., 2020).

Estudos mais recentes, relatam que o mecanismo de acado dos polienos é
baseado na formacdo de agregados extramembranosos com o ergosterol das
membranas celulares, contradizendo a afirmativa que estes farmacos se ligam
diretamente ao ergosterol. Esse complexo extramembranoso extrai o ergosterol das
membranas celulares, fazendo com que se forme poros aquosos que aumentam a
permeabilidade da membrana, causando perca dos componentes intracelulares e
consequentemente morte celular fungica (Deorukhkar; Saini, 2015; Lee; Robbins;
Cowen, 2023).

A resisténcia aos polienos é rara e ainda pouco conhecida. Acredita-se que a
resisténcia esteja relacionada com mutagcdes em genes reguladores de enzimas
formadoras de ergosterol (ERG1, ERG2, ERG3, ERG6 ou ERG11). Assim como, a
reducao no estresse oxidativo induzido pelo polieno, através do aumento nos niveis
de catalase, que estaria ligada a uma neutralizacdo desse efeito oxidativo da
substancia. Dentre as cepas de Candida spp a que parece ter menos suscetibilidade
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a AmB, é a Candida tropicalis, devido ao baixo teor de ergosterol na membrana (Berto
et al., 2018).

3.4.2 Azdis

Os azo6is correspondem a outra classe de antifungicos largamente utilizadas na
terapéutica. Sao subdivididos em dois subgrupos, de acordo com o numero de
nitrogénios presente no anel azol: imidazdis (cetozonazol e miconazol) e triazdis
(itraconazol, fluconazol e voriconazol). Esses farmacos se demonstram eficazes,
seguros e com toxicidade baixa. Ademais, atuam como fungistaticos e possuem
facilidade para atravessarem a barreira hematoencefdlica, demonstrando ser
promissor para casos de acometimento do sistema nervoso central (SNC) (Pristov;
Ghannoum, 2019). Sao utilizados como primeira linha de tratamento na profilaxia e
nos casos de infeccbes fungicas invasivas, principalmente em pacientes com

malignidades hematoldgicas ou em individuos transplantados (Benitez; Carver, 2019).

A atuacdo desses compostos acontece através da inibicdo da enzima
fundamental para a biossintese do ergosterol, a lanosterol 14-a-esterol desmetilase,
codificada pelo ERG11. Através da inibicdo desta enzima, ocorre 0 acumulo de
intermediarios téxicos de esterol (14-a-metil-3,6-diol), acarretando a perda da
estabilidade e integridade da membrana fangica. Esta classe de antifungico, embora
tenha boa eficacia contra as infec¢des, sua desvantagem se da pelo potencial de
interacdes com outros medicamentos que sdo metabolizados pelo CYP450, visto que
esse farmaco inibe as enzimas desse citocromo (Whaley et al., 2017; Lee; Robbins;
Cowen, 20232023).

A resisténcia envolvida por esta classe pode ser explicada por 3 mecanismos:
O primeiro é a inducao de bombas de efluxo, por meio da regulacao positiva dos genes
CDR1/CDR2 e MDR1, que levam a reducéo da concentragao intracelular necessaria
para gerar resultado satisfatorio na inibicdo de enzimas e consequentemente as
modificacées na parede celular fungica. O segundo mecanismo de resisténcia, é
baseado em alteragdes no gene ERG11 que codifica a enzima alvo. As mutacdes
nesse gene, interferem diretamente em alteracdes na enzima alvo, fazendo com que
o sitio de ligacao aos azéis seja afetada, promovendo baixa afinidade pelo antifungico.
Por fim, o terceiro mecanismo, é determinado pelo desenvolvimento de novas vias

metabdlicas alternativas, através do ERGS3, para se desviar da via do ergosterol.
33



Através desse mecanismo, o produto téxico (14-a-metil-3,6-diol) ndo é formado,
havendo entdo, a formacédo do 14-a-metil-3,6-diol, que impede que haja os efeitos
perturbadores na membrana celular fungica (Berto et al., 2018; Assress et al., 2021).

Nesta classe de antifungicos, Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata) e
Pichia kudriavzevii (Candida krusei) sao as espécies que apresentam maior
resisténcia aos antifungicos azélicos, especialmente para o fluconazol (Pristov;
Ghannoum, 2019).

3.4.3 Equinocandinas

As equinocandinas sdo a classe mais recente de antifungicos desenvolvida,
tendo como representantes a caspofungina, anidulafungina e micafungina. A atuacao
acontece através da inibicdo ndo competitiva da enzima B-(1,3)-D-glucano sintase,
resultando em lise osmdtica e perda dos componentes celulares, tal efeito culmina a
morte celular fungica (Healey; Perlin, 2018).

Embora tenham ma& absorcdo por via oral e uso clinico voltado para a
administragdo intravenosa, as equinocandinas apresentam vantagem, pois exibem
6tima seguranca, menor interacdo com outros medicamentos e maior seletividade
frente a cepas fungicas, sendo a principal classe antifungica para tratamento de
pacientes com candidiase invasiva (Cl) (Berto et al.,, 2018). Em ensaios clinicos
randomizados, a taxa de eficacia para pacientes com Cl foi de 70-75% (Berto et al.,
2018).

A resisténcia a esse antifungico é relatada em casos de pacientes em
exposi¢do prolongada ao medicamento, principalmente aqueles com candidiase
sistémica. Essa resisténcia pode ser explicada por mutacées em regides chamadas
de “hots pots” dos genes (FKS 1, FKS 2 e FKS 3) que codificam a enzima alvo dessa
classe, isto é, a B-(1,3)-D-glucano sintase, resultando em trocas de aminoacidos e
consequentemente mudanca no sitio alvo das equinocandinas (Lee et al., 2020).

Devido a um polimorfismo em FKS 1 da Candida parapsilosis, este fato gera
uma resisténcia inerente dessa espécie a estes farmacos (Berto et al., 2018). Outra
espécie que também tem apresentado resisténcia de forma mais crescente nos
ultimos anos é a Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata). Nos ultimos 10 anos,

em um hospital dos EUA, foi evidenciado que a taxa de resisténcia dessa espécie teve
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um aumento de 4,9% para 12,3%. Em contrapartida, para as espécies de Candida
albicans a suscetibilidade permanece promissora (Lee et al., 2020; McCarty; Branco;
Pappas, 2021; Barantsevich; Barantsevich, 2022).

Em um cenério atual, uma nova proposta de equinocandina, chamada de
rezafungina, esta sendo desenvolvida e esta atualmente em fase lll. Este fato traz
boas expectativas para o mercado de antifungicos que necessita de farmacos eficazes
para o tratamento das infec¢gdes fungicas (Barantsevich; Barantsevich, 2022).

3.4.4 Fluoropirimidinas

Possui como principal representante a 5-fluorocitosina (5-FC). Seu mecanismo
de acao acontece inicialmente pelo transporte para dentro das células por meio da
citosina permease. Uma vez dentro da célula, ocorre a conversao da 5-flucitosina em
5-fluorouracil (5FU), através da enzima citosina desaminase. Por sua vez, ocorre a
metabolizacdo da 5FU em trifosfato de 5-fluorouridina trifosfato (5SFUTP). O 5FUTP,
por sua vez, € incorporado no RNA fungico em vez do trifosfato de uridina (UTP),
ocasionando uma inibicdo da sintese protéica. Outrossim, o 5-fluorouracil (5FU) pode
também ser convertido em monofosfato de 5-fluorodesoxiuridina (5FdUMP) que exibe
sua agao através da inibicdo da timidilato sintase, uma enzima imprescindivel na
sintese do DNA (Hope et al., 2004; Bhattacharya; Sae-Tia; Fries, 2020).

O uso da flucitosina € comumente aplicada em conjunto com a anfotericina B,
em razao da melhor atuagdo quando essas duas substancias sdo usadas de forma
associada, visto que a Anfotericina B por ser capaz de formar poros na membrana,
permite uma melhor penetragdo no interior da célula fungica. Logo, estes dois
mecanismos podem contribuir para uma melhor resolucdo da infecgao fungica,
principalmente em casos mais severos de candidiase e até mesmo de meningite

criptocécica (Hope et al., 2004; Soares et al., 2021).

Na literatura, estudos apontam que a resisténcia desenvolvida acerca deste
composto, pode ser desencadeada pela diminuicdo ou inativagdo das enzimas
envolvidas no mecanismo agao, principalmente na enzima responsavel pela
internalizacdo da flucitosina (citosina permease), ocasionando alteracbées no

mecanismo de acdo e consequentemente diminuicdo na eficacia da substancia
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(Soares et al., 2021). Essa resisténcia € vista principalmente in vitro em cepas de
Candida parapsilosis (Silva; Sanches; Chassot, 2022).

3.5 Acido Borénico e o acido 2-furanilboronico

O Boro, € um elemento quimico amplamente encontrado na natureza,
principalmente no solo e em rochas, podendo também ser encontrado na agua e até
mesmo em vegetais. E um elemento utilizado em diversos setores: metalurgicos,
medicinais e na antiguidade, também foi Gtil para processos de mumificacao (Petasis,
2007). Os compostos organicos de boro, como acidos e ésteres bordnicos e
organoboranos sdo exemplos de compostos de boro que compdéem o arsenal no
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, polimeros funcionais com

aplicacoes biomédicas, processos de catélise, etc (Silva et al., 2020).

Na quimica orgénica o acido borbnico (Figura 6) é composto de boro mais
amplamente estudado. Sdo compostos que apresentam baixa toxicidade, possuem
estabilidade consideravel e sdo faceis de manipular, além de serem compativeis com
alguns grupos funcionais (Matteson, 2011). Sdo considerados acidos de Lewis e
possuem pKa variavel na faixa de 4-10, a depender do substituinte escolhido. Quando
degradados dao origem ao acido bérico (HsBOs) que € um composto facilmente
eliminado pelo organismo (Silva et al., 2020; Tan et al., 2021).

Figura 6 - Estrutura do &cido borénico.
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Fonte: Sigma-Aldrich (2024).

Na industria farmacéutica, os produtos contendo acido bordnico (Figura 7)
foram desenvolvidos apds a descoberta do seu potencial para o tratamento do cancer.
O bortezomibe foi o medicamento pioneiro em conter o acido borénico e tendo
aplicabilidade no tratamento de mieloma multiplo, por ser um inibidor de proteassoma
(Tan etal., 2021). Além dos medicamentos sintetizados a partir do acido borénico para
o tratamento do cancer, foram também formulados outros farmacos com outras
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atividades, dentre eles o antifungico tavaborol utilizado na terapia da onicomicose, 0
vaborbactam que atua como inibidor das B-lactamases sendo utilizado em conjunto
com antibiéticos para tratamento de infec¢des urinarias, pulmonares e abdominais e
o crisaborol que tem sua atuacdo no tratamento da dermatite atopica (Watanabe;
Momose, 2022).

Figura 7 - Estrutura quimica de medicamentos contendo acido bordnico.
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Fonte: Watanabe; Momose (2022).

A indastria quimica e farmacéutica tem se empenhado cada vez mais no
desenvolvimento de medicamentos contendo o acido borénico devido a diversas
vantagens quando é incorporado esse grupo quimico na formulagcdo de novas
moléculas. Dentre as vantagens observadas pode-se destacar: a melhora do perfil
farmacocinético, visto que na presenca de algum grupo funcional que contenha o boro,
este afeta diretamente o coeficiente de particdo (logP) e o coeficiente de distribuicao
(logD); utilizagdo dos acidos bordnicos como bioisésteres para diferentes grupos
funcionais, principalmente para os acidos carboxilicos; sdo considerados seguros;
podem ser utilizados como pro-farmacos para oxidarem espécies reativas de oxigénio
e liberarem espécies quimicas desejadas in vivo; podem ser incorporados na
bicamada lipidica de membranas plasméticas, facilitando a absorcao de lipossomas e

macromoléculas; formam ligacdes ibnicas reversiveis com diversos compostos
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biolégicos, enzimas, acidos nucléicos ou grupos hidroxila de carboidratos, sendo
portanto, agentes interessantes para aplicabilidades terapéuticas (Plescia; Moitessier,
2020; Tan et al., 2021).

O potencial do acido 2-furanilborénico (Figura 8), derivado do &cido borénico,
ainda € desconhecido e ndo ha estudos no certame da sua atividades biolégicas.
Entretanto, a investigacdo do seu potencial ndo deve ser desprezada, visto que o

acido borbénico é uma classe quimica com valorosas atividades ja demonstradas.

Figura 8 - Forma estrutural plana do acido 2-furanilborénico.
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Fonte: Autoria prépria (2024).
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida no Laborato6rio de Microbiologia (J08), situado no
Centro de Educacgao e Saude (CES) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCQ) na cidade de Cuité-PB.

4.1 Substancia teste

O acido 2-furanilborénico foi gentilmente fornecido pelo professor Dr. Juliano
Carlo Rufino de Freitas (Unidade Académica de Biologia e Quimica/ Centro de
Educacao e Saude/ Universidade Federal de Campina Grande) em conjunto com o
Grupo LASOQUIM (Laboratério de Sintese Organica e Quimica Medicinal). Por sua
vez, o antifungico padrdo, a Anfotericina B, utilizado na presente pesquisa como
controle positivo, foi adquirido da Sigma-Aldrich®. Para a preparacao da substancia,
esta foi previamente dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO) e diluida em meio Caldo
Sabouraud Dextrose (CSD), para alcangar uma concentracéo inicial de 2048 pg/mL.
Vale ressaltar que a concentracdo maxima de DMSO utilizada ndo excedeu 1%. A
partir dessa concentracao inicial, foram realizadas diluicées seriadas a fim de alcancar

concentracoes inferiores.

4.2 Microrganismos

As cepas fungicas utilizadas foram cepas de Candida spp que estavam
estocadas em Agar Sabouraud Dextrose (ASD) no laboratério de microbiologia (J11)
do Centro de Educagéo e Saude/ Universidade Federal de Campina Grande. Foram
selecionadas 8 cepas fungicas, sédo elas: Candida albicans ATCC-60193, Candida
albicans ATCC-10231, Candida parapsilosis ATCC-22019, Candida tropicalis ATCC-
750, Candida tropicalis ATCC-13803, Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata)
ATCC-90030, Pichia kudriavzevii (Candida krusei) ATCC-6258 e Pichia kudriavzevii
(Candida krusei) CBS-573.

39



4.3 Estudos de sensibilidade antifungica

4.3.1 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Foram utilizadas placas de microdiluicdo com 96 cavidades, na qual foram
adicionados 100 pyL do meio de cultura (caldo sabouraud dextrose) duplamente
concentrado. A substancia-teste foi preparada e solubilizada nas concentra¢des que
variaram de 1024 ug/mL a 0,5 pg/mL, em seguida foi adicionada nas cavidades da
microplaca. Por fim, foram adicionados 10 yL do inéculo ajustado de acordo com a
escala de 0,5 McFarland, em cada cavidade da placa. Foram realizados o controle
positivo (meio de cultura e in6culo) e controle negativo (apenas meio de cultura). O
experimento foi realizado em triplicata e incubado a 37 °C por 24 a 48 horas para as
espécies de Candida. Apds o periodo de incubacéo, foi realizada a leitura da placa
sendo considerada CIM, a primeira cavidade da placa sem crescimento microbiano
(Figura 9).

Figura 9 - Esquema ilustrativo do procedimento de Concentracao Inibitéria Minima (CIM).
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Fonte: Autoria propria (2024).
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4.3.2 Concentracao fungicida minima (CFM)

Para obter a CFM, aliquotas de 10 pL foram retirados de cada cavidade sem
crescimento fungico (concentragées iguais a CIM ou maiores que a CIM) e em seguida
dispostos em placas de Agar Sabouraud Dextrose (ASD) (Figura 10). Para determinar
a viabilidade dos fungos, foi realizada a contagem das colénias apés incubacao das
placas a 37°C em estuda microbioldgica, apés um periodo de 24h. Para a CFM, foi
considerada a menor concentracdo de droga que resultou em nenhum crescimento
ou em menos de trés coldnias, representando uma taxa de mortalidade de 99,9%
(Klepser et al., 1998; Ernst et al., 1999; Nbbrega et al., 2016; Macédo et al., 2018).

Figura 10 - Esquema ilustrativo do procedimento de Concentragao Fungicida Minima
(CFM).

Fonte: Autoria propria (2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da atividade do acido 2-furanilborénico frente as cepas de Candida
spp foi realizada pela técnica de microdiluicdo seriada em caldo sabouraud dextrose,
segundo as normas de M27-A2 do CLSI (2002). Além disso, é valoroso citar que foram
realizados os testes de viabilidade do indculo e esterilidade do meio de cultura durante
todos os experimentos, para avaliar se o inéculo estava viavel e 0 meio de cultura
estava estéril para a realizagdo dos experimentos e foi constado que estavam dentro

dos padrdes de conformidade.

Os resultados obtidos da concentracdo inibitéria minima (CIM) do acido 2-
furanilborénico e do antifungico padréo, a anfotericina B, frente as cepas de Candida
spp foram expressos na tabela 1. As concentragdes da substancia utilizada nos testes
variaram de 1024 ug/mL a 0,5 pg/mL para o acido 2-furanilborénico e de 32 ug/mL a
0,25 pg/mL para o antifungico padrao, ou seja, a anfotericina B.

Tabela 1 - Valores da concentracao inibitéria minima (CIM) do acido 2-furanilbordnico e da
anfotericina B (antiflngico padrao) frente as cepas de Candida spp e outras leveduras.

CIM DO ACIDO 2- CIM DA
FURANILBORONICO ANFOTERICINA B

'CEPA'S CONTROLE (ng/mL) (ng/mL)
Candida albicans ; 1024 pg/mL 0,5 pg/mL
X?g%f’foaz{fs’fans 4 1024 pg/mL 0,5 pg/mL
Nakaseomyces
glabrata (Candida i
glabrata) ATCC- * 0,25 pg/mlL
90030
Pichia kudriavzevii
(Candida krusei) + 1024 pg/mL 0,5 pg/mL
ATCC-6258
Pichia kudriavzevii
(Candida krusei) + - 1 pg/mL
CBS-573
Candida
parapsilosis + - 0,5 pg/mL
ATCC-22019
Candida tropicalis
vty + . 0,25 pg/mL
Candida tropicalis
ATOC 13808 + 1024 pg/mL 1 pg/mL

+: Crescimento fungico no controle;
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Fonte: Autoria prépria (2024).

Nas condi¢cdes avaliadas, o &cido 2-furanilborénico, demonstrou atividade
somente contra quatro das oito cepas testadas (Candida albicans ATCC-60193,
Candida albicans ATCC-10231, Pichia kudriavzevii (Candida krusei) ATCC-6258 e
Candida tropicalis ATCC-13803). A CIM do acido 2-furanilborénico contra estes
microrganismos, foi coincidentemente igual, com valor correspondente a 1024 ug/mL.
No que tange, a CIM do antifungico padrao utilizado no ensaio, os valores variaram
entre 0,25 e 1 pg/mL, sendo a menor concentracao (0,25 pg/mL) encontrada para as
cepas de Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata) ATCC-90030 e Candida
tropicalis ATCC-750.

Adamczyk-Wozniak et al. (2012) também realizou a técnica de microdiluicao
seriada em caldo para avaliar a atividade microbiana de uma série de &cidos
fenilborénicos substituidos e benzoxaborois (Figura 11) contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium luteum, Aspergillus niger e Candida tenuis.
Os valores da CIM variaram de acordo com os compostos testados. Contra a cepa de
Escherichia coli, a melhor atividade foi observada para o composto 6 e 7, os quais
apresentaram uma CIM de 15,6 ug/mL e 62,5 pug/mL, respectivamente. No que tange
a Staphylococcus aureus, estes mesmos compostos, respectivamente, também
apresentaram boa atividade, com valores de 3,9 ug/mL e 1,9 ug/mL. Em contrapartida,
para a cepa de Mycobacterium luteum, o composto 10 foi 0 mais promissor, visto que,
a CIM contra este microrganismo foi de 0,9 ug/mL. Para as cepas fungicas (Aspergillus
niger e Candida tenuis), o composto 7 e 10 apresentaram valores de CIM menor que
0,9 pg/mL.

Figura 11 - Estrutura quimica dos acidos utilizados no estudo de Adamczyk-Wozniak et al.
(2012).
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Fonte: Adamczyk-Wozniak et al. (2012).

Borys et al. (2019) em seus estudos puderam também analisar a atividade
antifungica de acidos formilfenilborénicos contra cepas de Aspergillus, Fusarium,
Penicillium e Candida. Os &cidos utilizados no estudo foi o acido 2-formil-fenilborénico
(1) e quatro isébmeros do &cido fluoro-2-formilborénicos (Figura 12). Os resultados
obtidos demonstraram que dos cinco compostos testados, o acido 4-fluoro-2-formil-
fenilborénico (composto 3), analogo do Tavoborol, foi o mais promissor,
principalmente contra as cepas de Aspergillus spp, com valor de concentracao
inibitéria minima (CIM) menor ou igual 2 ug/mL para as 2 cepas testadas (Aspergillus
nigere Aspergillus terréus). Enquanto que para as cepas de Fusarium, somente contra
a cepa de Fusarium solani, o composto 3 demonstrou atividade, com valor
correspondente a 15 ug/mL. Para a cepa de Penicillium ochrochloron, a CIM foi de 7,8
ug/mL, enquanto que para as cepas de Candida albicans e Candida tenuis, os valores
corresponderam a 62,5 pug/mL e 125 ug/mL, respectivamente.

A promissora atividade do composto 3 pareceu estar relacionada com a posig¢éao
do grupo formil na posicado orto e do fllor na posicdo para em relagdo ao grupo
borénico, visto que o potencial da atividade antimicrobiana foi superior, em relacao
aos outros compostos do estudo, que nao tiveram a presenca desses substituintes
nestas posicoes (Borys et al., 2019). Este fato corroborou com o estudo desenvolvido
por Adamczyk-Wozniak et al. (2022), na qual foi ressaltado que os acidos
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fenilborénicos que contém como substituinte o formil na posicéo orto (ou na posi¢ao
2), assim como a presencga do atomo de fluor na estrutura destes acidos, exibem
propriedades interessantes, principalmente no que diz respeito ao potencial

antimicrobiano e antifungico.

Figura 12 - Estrutura quimica dos acidos utilizados no estudo de Borys et al., 2019.
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Fonte: Borys et al. (2019).

Em outro estudo desenvolvido por Adamczyk-Wozniak et al. (2020), tambéem
utilizando os na linha dos acidos fenilborénicos, foi investigado o potencial do acido 5-
trifluorometil-2-formil-fenilborénico (Figura 13), a partir da técnica de microdiluicdo em
caldo, a fim de se descobrir sua provavel atividade antimicrobiana contra 4
microrganismos, sendo eles: Candida albicans, Aspergillus niger, Escherichia coli e
Bacillus cereus. Foi observado que o acido 5-trifluorometil-2-formil-fenilborénico, foi
mais eficaz contra Bacillus cereus, com valor de CIM de 8 ug/mL. Enquanto que para
a cepa de Aspergillus niger, Escherichia coli e Candida albicans, os valores de CIM
foram consideravelmente maiores: 32 pg/mL, 125 pg/mL e 250 pg/mL,

respectivamente.

Figura 13 - Estrutura quimica do &cido 5-trifluorometil-2-formilfenilborénico.

Fonte: Adamczyk-Wozniak et al. (2020).

Comparando a atividade (CIM) do acido 2-furanilborénico com os estudos das
substancias derivadas do acido bordnico realizados pelos autores citados
anteriormente, é possivel verificar que os valores de CIM do &cido 2-furanilborénico
foram consideravelmente maiores (equivalente a 1024 pg/mL) em relagcdo as
concentragdes inibitdrias minimas das substéncias derivadas do acido bordnico que

foram testadas por esses autores e que tiveram CIM com valores menores,
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especialmente quando se compara as atividades do acido 2-furanilborénico e dos
compostos testados por Adamczyk-Wozniak et al. (2012), Borys et al. (2019),
Adamczyk-Wozniak et al. (2020) frente das cepas fungicas de Candida spp, que
tiveram CIM em torno de 0,9 a 250 ug/mL. Este fato, pode estar relacionado pela
estrutura dos compostos, que embora seja da mesma classe de fungdo organica
possuem substituintes diferentes, podendo assim influenciar no potencial da atividade
antimicrobiana.

Apoés a determinagéo da CIM do acido 2-furanilborénico, foi realizada a analise
da concentracgéo fungicida minima (CFM), que pode ser compreendida como a menor
concentragdo com potencial para reduzir 99,9% das unidades formadoras de colénias
(UFC) (Klepser; Wolfe; Pfaller, 1998; Ernst et al., 1999; Nbébrega et al., 2016).

O controle de todas as cepas foi realizado com a finalidade de verificar a
viabilidade destes microrganismos em meio sélido (Agar Sabouraud Dextrose- ASD).
Entretanto, nas condi¢des testadas, ndo foi constatada CFM para nenhuma das cepas
do estudo (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracao fungicida minima (CFM) do acido 2-furanilborénico frente as cepas
de Candida spp e outras leveduras.

CFM DO ACIDO 2-

CEPAS CONTROLE FURANILBORONICO
Candida albicans . ND
ATCC-60193
Candida albicans + ND
ATCC-10231
Nakaseomyces glabrata
(Candida glabrata) + ND
ATCC-90030
Pichia kudriavzevii
(Candida krusei) + ND
ATCC-6258
Pichia kudriavzevii
(Candida krusei) + ND
CBS-573
Candida parapsilosis . ND
ATCC-22019
Candida tropicalis
ATCC-750 * ND
Candida tropicalis
ATCC-13803 * ND

ND- nao determinada.

Fonte: Autoria prépria (2024).
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Em seus testes de concentragdo fungicida minima (CFM) e concentragéao
bactericida minima (CBC), Adamczyk-Wozniak et al. (2012), constataram que os
compostos que melhor apresentaram atividade foram os denominados de 6,7 e 10
(Figura 14). Os valores da CFM dos compostos variaram de acordo com o0s
microrganismos testados. Para as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e Mycobacterium luteum o composto 6 demonstrou concentragdo bactericida minima
(CBC) de 31,2 ug/mL, 15,6 ug/mL e 31,2 pg/mL, respectivamente. O composto 7, por
sua vez, para estas mesmas cepas, teve concentracao bactericida minima (CBM)
correspondente a 62,5 ug/mL, 15,6 pug/mL e para Mycobacterium luteum, o valor foi
de 3,9 yg/mL. No que diz respeito ao composto 10, este apresentou uma melhor
atividade para Mycobacterium luteum, com uma concentracao equivalente a 0,9
ug/mL, sendo considerada uma atividade interessante, em razdo da baixa

concentracao, em comparagao as outras cepas bacterianas.

No que tange as cepas fungicas do estudo de Adamczyk-Wozniak et al. (2012),
semelhante aos resultados obtidos com as cepas bacterianas, os compostos 6,7 € 10
também tiveram bons resultados. Para Candida tenuis, a CFM dos 3 compostos teve
resultados coincidentemente iguais, com valor de 0,9 pg/mL. Por sua vez, contra a
cepa de Aspergillus niger, a CFM obtida foi de 3,9 ug/mL, 0,9 ug/mL e 0,9 ug/mL para
compostos 6,7 e 10.

Figura 14 - Estrutura quimica dos acidos utilizados no estudo de Adamczyk-Wozniak et al.,
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Fonte: Adamczyk-Wozniak et al. (2012).

O &cido 2-furanilborénico nas condi¢des testadas nao apresentou CFM contra
nenhuma das cepas utilizadas no ensaio. Contudo, em estudos realizados pelos
autores citados anteriormente, com substancias da classe do &cido bordnico, é
possivel notar que a mudanca na estrutura desses acidos favorece uma melhor

atividade.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho abordou a atividade do acido 2-furanilborénico frente as cepas de
Candida spp e outras leveduras, através de estudos de sensibilidade antifungica (CIM
e CFM).

Dentro das condicoes avaliadas, o acido 2-furanilborénico demonstrou CIM,
contra quatro das oito cepas que foram selecionadas para o estudo: Candida albicans
ATCC-60193, Candida albicans ATCC-10231, Pichia kudriavzevii (Candida krusei)
ATCC-6258 e Candida tropicalis ATCC-13803, com valores coincidentemente iguais
de 1024 pg/mL. Por sua vez, nas condigbes avaliadas ndo foram encontrados
resultados para os testes de CFM contra nenhuma das cepas fangicas utilizadas nos

ensaios.

Contudo, a realizacdo de mais estudos envolvendo acido 2-furanilborénico
contra outros microrganismos é interessante, tendo em vista os varios estudos que
descreveram a promissora atividade de diferentes acidos borénicos com aplicacdes
nos mais diversos ambitos e aplicabilidades cientificas e médicas.
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