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RESUMO

A cavidade oral abriga uma microbiota diversa, incluindo a levedura Candida albicans, que €
normalmente comensal, mas pode causar candidiase oral em individuos imunocomprometidos
ou em situagdes de desequilibrio, afetando a mucosa oral com lesdes brancas ou
avermelhadas. A terapéutica atual para essa condi¢do inclui a clorexidina, um antisséptico de
amplo espectro utilizado no tratamento de infeccdes bacterianas e fungicas. Embora a
clorexidina seja eficaz em impedir o desenvolvimento de microrganismos, possui limitacoes,
como a irritacdo oral e a despigmentacdo dentaria. Ademais, o aumento das infec¢des
fungicas ressalta a urgéncia de alternativas terapéuticas. Assim, a guanidina ¢ um composto
organico estavel que apresenta atividade antiflingica, sendo os compostos com ligantes de
guanidina destacados por sua interacdo com alvos moleculares e potencial no combate a
infec¢des. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial de um
composto com ligante de guanidina contra C. albicans (ATCC 90028) e um isolado oral. Para
determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada a técnica de
microdilui¢do em caldo, avaliando as concentragcdes do composto com ligante de guanidina
(AUD 1-98) de 0,39 a 50 pg/mL frente a Candida albicans (ATCC 90028) e o isolado oral
(ISO 03), e determinando os valores de CIM e Concentra¢do Fungicida minima (CFM). Para
a avaliac¢do do crescimento cinético, em intervalos de 0, 4, 8, 12, 24, 28, 32, 36, 44 ¢ 48 horas,
o composto AUD 1-98 foi analisado nas concentragdes de CIM e 2xCIM, e a clorexidina na
concentracdo de CIM. Os resultados demonstraram que o composto AUD 1-98 apresenta CIM
e CFM 50 pg/mL para C. albicans e o isolado oral. Em relacdo ao crescimento cinético, o
composto AUD 1-98 foi fungicida contra os dois microrganismos testados na CIM e 2xCIM
(morte de < 3 log,,) e obteve uma reducdo de 100% na contagem de Unidade Formadora de
Colonia (UFC)/mL. Em conclusdo, o composto com ligante de guanidina tem atividade
fungicida contra C. albicans e o isolado oral, revelando-se como um potencial para o
desenvolvimento de novos antifingicos. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para

explorar seu potencial terapéutico.

Palavras chaves: Infec¢des orais; Guanidinas; Novos antifungicos.



ABSTRACT

The oral cavity harbors a diverse microbiota, including the yeast Candida albicans, which is
usually commensal but can become pathogenic, causing oral candidiasis in
immunocompromised individuals or under conditions of imbalance. This condition affects the
oral mucosa with white or reddish lesions. Current treatment options include chlorhexidine, a
broad-spectrum antiseptic commonly used to manage bacterial and fungal infections.
Although chlorhexidine is effective in preventing microbial growth, it has limitations such as
oral irritation and dental discoloration. Furthermore, the increasing prevalence of fungal
infections highlights the urgent need for alternative therapies. In this context, guanidine, a
stable organic compound with antifungal activity, has attracted attention. Compounds with
guanidine ligands stand out due to their ability to interact with molecular targets and their
potential to combat infections. This study aimed to investigate the antifungal potential of a
guanidine-ligand compound against C. albicans (ATCC 90028) and an oral isolate. The broth
microdilution method was used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
evaluating concentrations of the guanidine-ligand compound (AUD 1-98) ranging from 0.39
to 50 ug/mL against C. albicans (ATCC 90028) and the oral isolate (ISO 03), and determining
the MIC and Minimum Fungicidal Concentration (MFC). To assess kinetic growth at intervals
of 0, 4, 8, 12, 24, 28, 32, 36, 44, and 48 hours, the compound AUD 1-98 was analyzed at MIC
and 2xMIC concentrations, and chlorhexidine was tested at its MIC concentration. The results
showed that AUD 1-98 presented MIC and MFC values of 50 ug/mL for both C. albicans and
the oral isolate. Regarding kinetic growth, AUD 1-98 demonstrated fungicidal activity against
both microorganisms at MIC and 2xMIC concentrations (with a reduction of <3 log10) and
achieved a 100% reduction in Colony-Forming Unit (CFU)/mL counts. In conclusion, the
guanidine-ligand compound demonstrated fungicidal activity against C. albicans and the oral
isolate, emerging as a promising candidate for the development of new antifungal agents.
However, further studies are necessary to investigate its mechanisms of action and

pharmacological safety profile.

Keywords: Oral infections; Guanidines; New antifungals.
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1. INTRODUCAO

A cavidade oral abriga a segunda microbiota mais abundante do corpo humano ¢ nela
existem diferentes espécies microbianas. Esses microrganismos vivem em um ecossistema
onde o sistema imunologico de individuos saudaveis os sustenta em um equilibrio dindmico
para prevenir infec¢des orais (THIYAHUDDIN et al., 2019). No entanto, pessoas com um
sistema imunologico enfraquecido, seja por erros congénitos ou secundarios a condicdes
médicas, tornam-se mais propensas a infecgdes bacterianas, virais e/ou flngicas graves
(AL-MANEI et al., 2023).

A primeira lista de fungos “patdgenos prioritarios” foi divulgada pela Organizagado
Mundial da Satde em 2022, com um alerta de que algumas espécies estdo cada vez mais
resistentes aos medicamentos e se tornando mais disseminadas, entre as quais esta a espécie
Candida albicans (WHO, 2022). A C. albicans ¢ um microrganismo patobiotico onipresente,
um membro da flora comensal, que pode causar infecgdes graves (CIUREA et al., 2020). E
infec¢des invasivas oportunistas causadas por Candida representam uma grande ameaca a
saude publica, conhecidas como candidiase, afetam especialmente individuos
imunocomprometidos, pessoas sauddveis com dispositivos médicos implantados ou maus
habitos de higiene (KUNYEIT et al., 2019).

Entre as espécies de Candida, Candida albicans é o agente etioldégico mais
predominante das infec¢des, manifestando-se como manchas brancas e cremosas na lingua e
na parte interna das bochechas, essas lesdes podem causar sintomas como vermelhidao, dor,
alteracdo do paladar e desconforto ou dor ao comer ou engolir, e esfregar ou raspar as lesdes
pode levar a um pequeno sangramento (TALAPKO et al., 2021). Embora a infeccdo
normalmente tenha como alvo a mucosa oral, ela pode se espalhar para a orofaringe e
es0fago em casos mais graves (BALEF et al., 2024).

Nesse contexto, um dos métodos de tratamento adotados para essas infecgdes € 0 uso
da clorexidina. A clorexidina ¢ um potente agente antisséptico que tem sido usado desde a
década de 1950, é amplamente utilizado em ambientes de saude na lavagem das maos, banho
de pacientes, tratamento de gengivite, antissepsia da pele e outras aplicacdes
antimicrobianas. E pouco soluvel em 4gua e, portanto, geralmente é formulada com acetato
ou gluconato para formar sais soluveis em agua (HASHEMI et al., 2019). No entanto, as
reacOes adversas cutdneas comuns a clorexidina como dermatite alérgica de contato ou
urticaria, erup¢cdo medicamentosa fixa e fotossensibilidade limitam seu uso. Ainda, reacdes
cutaneas foram associadas a sensibilizagdo oral por enxaguatérios bucais contendo

clorexidina (KOTSAILIDI et al., 2020).
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Diante dessas limitagdes, o cenario antifungico se encontra comprometido,
necessitando do desenvolvimento de novos antimicrobianos. Neste sentido, compostos com
ligantes biologicos de interesse, como as guanidinas, tornam-se alternativas promissoras. As
guanidinas sdo compostos organicos, encontrados em plantas, animais e urina como produto
do metabolismo proteico. Estdo presentes em varias moléculas bioldgicas importantes, como
arginina, agmatina, creatina, guanina e diversos alcaloides naturais (GOMES et al., 2023).
No design de farmacos, a guanidina ¢ crucial devido a sua capacidade de formar interacdes
ndo covalentes com proteinas e outros alvos moleculares, como ligagdes de hidrogénio e
interacoes cation-m, facilitando o reconhecimento molecular. Além disso, sua habilidade de
atuar tanto como acido quanto como base amplia suas aplicagdes na medicina (RAUF et al.,
2014; ALONSO-MORENO et al., 2014).

Considerando a necessidade do desenvolvimento de novas terap€uticas
antimicrobianas e o potencial bioldgico dos compostos com ligantes de guanidina, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o potencial de um composto com ligante de guanidina no

controle do desenvolvimento de C. albicans.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral: Determinar a atividade antifingica do composto com ligante de guanidina
frente a Candida albicans.
2.2 Especificos:
e Avaliar a concentracdo inibitéria e fungicida minima do composto com ligante de
guanidina frente um isolado oral e ATCC de Candida albicans,
e Avaliar a curva de crescimento cinético de C. albicans e do isolado oral apos o

tratamento com o composto com ligante de guanidina.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Microbiota oral e infec¢oes fungicas

A cavidade oral ¢ a principal porta de entrada para dois sistemas vitais, o
gastrointestinal e o respiratério. Ela ¢ constituida pelos dentes, mucosa bucal, sublingual e
gengival, palato mole e duro e lingua. Possui uma microbiota grande e diversificada,
abrigando inimeros microrganismos que incluem bactérias, fungos, virus e protozoarios
(KUNATH et al., 2024). Existe uma homeostase entre essa microbiota ¢ o hospedeiro, que
forma um ambiente com dinamica especifica, ¢ desempenha um papel fundamental na

manutenc¢do da satde bucal, bem como da saude sistémica (LAMONT et al., 2018).
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A ruptura desse equilibrio por varios fatores resulta em uma disbiose, permitindo a
sobrevivéncia e o estabelecimento de uma comunidade polimicrobiana mais virulenta,
prejudicando as respostas imunes eficientes. Posteriormente, esses eventos podem se
manifestar clinicamente como doengas infecciosas bucais (LAMONT et al., 2018). A maioria
das infec¢des fingicas orais (micoses orais) sdo resultantes de condi¢des oportunistas, cuja
diminui¢do da resisténcia do hospedeiro permite a iniciacdo e progressdo de condig¢des
patogénicas através da colonizagdo local na cavidade oral (MASUR; READ, 2015). A
frequéncia dessas micoses aumentou notavelmente em todo o mundo com o uso crescente de
medicamentos imunossupressores € infec¢des virais de imunodeficiéncia (SEDGHIZADEH et
al., 2017).

As condigdes micologicas orais variam de infecgdes fungicas superficiais a
profundas, sendo as superficiais com destaque para a candidiase mais frequentemente
diagnosticadas e relatadas (SANTOSH et al., 2021; SAMARANAYAKE et al., 2009). As
infec¢des fingicas superficiais geralmente estdo associadas a desconforto oral, dor, sensagdo
de queimacao, parageusia e aversdo a comida. Enquanto as profundas s3o caracterizadas pela
disseminagdo de patdgenos para areas mais profundas do tecido e geralmente estdo associadas
a uma apresentacdo clinica agressiva, como ulceracdo e perfuragdo em d4reas Osseas
(CARMELLO et al., 2016). Os principais patégenos fungicos nosocomiais sdo Candida spp.,
Aspergillus  spp., Mucorales, Fusarium spp., ¢ outros fungos filamentosos, como
Scedosporium spp. (RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008).

Devido ao niimero crescente de infecgdes e mortes a cada ano, os patogenos fungicos
sdo considerados uma ameaga crescente a saide humana. Os fungos sdo responsaveis por 1,5
milhdo de fatalidades anuais e infectaram um ter¢o da populacdo, esses numeros excedem as
taxas de mortalidade de doengas graves, como maléria, tuberculose e cancer de mama
(KOLLATH et al.,, 2018). O rapido aumento das infec¢des fungicas ¢ frequentemente
associado as mudancas climdticas, a viruléncia dos patogenos e ao crescente nimero de
pacientes imunocomprometidos em todo o mundo. Apenas algumas centenas (cerca de 300
espécies) das estimadas 3,5 a 5,1 milhdes de espécies de fungos estdo ligadas a doengas
fngicas humanas (THAMBUGALA et al., 2024).

Com destaque para as espécies de Candida, que fazem parte da microbiota normal da
mucosa da cavidade oral, do sistema gastrointestinal e dos tratos geniturinarios. C. albicans ¢
o fungo comensal inofensivo mais prevalente (aproximadamente 60—70% dos microrganismos
isolados da cavidade oral), seguido por outras espécies de Candida ndo-albicans, como

Nakaseomyces glabrata, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C. parapsilosis stricto sensu, C.
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krusei ou Pichia kudriavzevii e C. tropicalis (WIENCH et al., 2021). Em contraste, outra
espécie identificada como Candida auris, apresenta alto risco a saide humana devido as suas
infecgOes invasivas e graves, desde sua primeira identificacdo em 2009, surtos de C. auris tém
sido relatados em diversos servicos de saude, levantando grandes preocupagdes devido a sua
frequente alta resisténcia a antifungicos e ripida transmissdo em ambientes hospitalares
(ALFOUZAN et al., 2020).

A candidiase oral ¢ classificada em formas pseudomembranosa, eritematosa e
hiperplasica. A aparéncia clinica pode variar em diferentes formas. A candidiase
pseudomembranosa € o tipo mais frequente, que apresenta placas raspaveis brancas ou
amarelas na mucosa oral, ocasionada pela descamacdo dos queratindcitos pela levedura
(Figura 1). A candidiase pseudomembranosa pode ser aguda ou cronica. A forma
pseudomembranosa da candidiase oral ¢ constantemente observada em pacientes com

desregulagdo imunologica ou medicagdes imunossupressoras (SANTOSH et al., 2021).

Figura 1. Candidiase pseudomembranosa

Fonte: (OK et al., 2020)

A categoria eritematosa pode ser aguda ou cronica. Na qual o palato e o dorso da
lingua sdo os locais mais comuns e geralmente se apresentam como areas atrofiadas da
mucosa oral, caracterizando-se como manchas eritematosas. Comumente ¢ encontrada em
individuos sob corticosteroides ou antibioticos de amplo espectro (SITHEEQUE et al., 2003).

Figura 2. Imagem clinica mostra candidiase atrofica aguda: lesdes eritematosas no palato.
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- -
Fonte: (MEIRA et al., 2017)

A candidiase hiperplasica cronica, também chamada de leucoplasia por Candida,
geralmente surge na mucosa bucal anterior proximal as comissuras anteriores (area
retrocomissural), mas também pode ocorrer na lingua lateral, que ¢ o segundo local mais
comum de ocorréncia. Os pacientes apresentam leucoplasias bem demarcadas ou placas
brancas fissuradas elevadas que ndo podem ser removidas por raspagem suave (Figura 3)
(VILA et al., 2020).

Figura 3. Candidiase hiperplasica cronica

Fonte: (PATIL et al., 2015)

3.2 Desafios no diagnostico de infec¢oes filngicas
Em consequéncia da resisténcia elevada dos microrganismos e inumeras terapias
utilizando antibidticos ou imunossupressores, o diagnostico preciso de uma infecgao fingica

enfrenta obstadculos no cendrio atual. Dentre isto, o isolamento de espécies de Candida por
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métodos baseados em cultura continua sendo o padrdo-ouro para o diagndstico, embora a
sensibilidade desse método varie entre o tipo de infeccdo e a carga fingica. A sensibilidade
das hemoculturas com sistemas automatizados de hemocultura para infeccdes da corrente
sanguinea com ou sem infec¢des profundas pode chegar a 75% (CLANCY; NGUYEN, 2013).

No entanto, a sensibilidade é muito menor em casos de candidemia intermitente
(infeccdo na corrente sanguinea causada por Candida) e candidiase profunda sem candidemia.
Nesses casos, a sensibilidade cai entre 21% e 71%, com uma sensibilidade geral de cerca de
50%. Enquanto o tempo médio de resposta para culturas de sangue e tecidos ¢ de 2 a 3 dias, a
identificacdo em nivel de espécie usando técnicas tradicionais pode levar muito mais tempo.
Devido a isto, os ensaios moleculares diagnosticos baseados em cultura, incluindo a
espectrometria de massa por dessor¢io/ionizagdo a laser assistida por matriz com tempo de
voo, diminuiram esse tempo. No entanto, eles ainda requerem o isolamento de patdgenos
usando um meio de cultura s6lido (BARROS et al., 2023).

Outros testes de diagndstico molecular podem avaliar a espécie diretamente da
amostra de hemocultura, ao contrario de esperar pelo isolamento em meio sé6lido, resultando
em menor tempo para identificacdio em nivel de espécie. O painel de identificacdo de
hemocultura FilmArray (BioFire Diagnostics LLC, Salt Lake City, UT) pode identificar 24
agentes etiologicos da sepse, incluindo 6 espécies de Candida (C. albiacans, Nakaseomyces
glabrata, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C. parapsilosis stricto sensu, C. auris, C. krusei
ou Pichia kudriavzevii). A sensibilidade e a especificidade para identificar esses patdogenos
sao de 97,1%-99,9% e 99,9%—-100%, respectivamente (SALIMNIA et al., 2016). Outra
plataforma, o ensaio de hibridizag¢do in situ fluorescente de acido nucleico peptidico (PNA
FISH), foi descrita pela primeira vez em 2002 e foi projetada para identificar C. albicans e C.
glabrata com sensibilidades de 98,7% e 100%, respectivamente, e especificidade de 100%
para ambos os componentes (SHEPARD et al., 2008).

Com a dificuldade de diagnostico e tratamento rapidos e precisos, notavelmente para
prevenir epidemias, ¢ evidente que as organizagdes de saide publica precisam considerar as
infec¢des fingicas sistémicas como um problema contemporaneo e real, como ja observado
anteriormente em outros modelos de doengas infecciosas. Além disso, como essas infec¢des
sdo menos conhecidas e causadas por patdégenos pouco estudados, representam maior risco a

satde publica, devendo concentrar maior atengdo (RODRIGUES; NOSANCHUK, 2020).
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3.3 Epidemiologia da incidéncia de candidemia

Em ambientes hospitalares, a candidemia continua a ser a infeccdo fingica invasiva
mais comum, com alta taxa de morbidade e mortalidade (AGNELLI et al., 2022). A
epidemiologia da candidemia depende da regido geografica, periodo, tipo de inquérito e
populacdo envolvida (BITAR et al., 2014). Na América do Norte, Norte da Europa e Norte da
China, a levedura C. albicans ¢ seguida pela C. glabrata como a causa mais comum de
candidemia, em contraste com a maior prevaléncia de C. parapsilosis e C. tropicalis do que a
C. glabrata no sul da Europa e na América Latina. Embora C. albicans seja relatada como a
principal causa de candidemia em todo o mundo, vérios relatos da India indicaram C.
tropicalis como a espécie causadora de candidemia mais prevalente (GOEMAERE et al.,
2017).

Além disso, as taxas de mortalidade também sdao notavelmente mais altas nos paises
da América Latina quando comparadas a Europa Ocidental, chegando a 58,9% em uma série
recente de 21 anos de candidemia no Brasil, em comparagdo com 20,2% em um estudo
multicéntrico da Espanha. Infelizmente, particularmente no Brasil, as tendéncias de
mortalidade pouco mudaram nos ultimos vinte anos (YAPAR, 2014; BRAGA et al., 2018).

O risco de contrair uma infec¢do flingica ¢ muito elevado para individuos
imunocomprometidos, € o cendrio se complica ainda mais com o aumento continuo no
namero desses pacientes. Desse modo, o crescimento da populagdo de individuos
imunocomprometidos pode ser atribuido a varios fatores: em primeiro lugar, o rapido
aumento de pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (quase 2 milhdes de
novos casos de infeccdo por HIV a cada ano). Em segundo lugar, o uso crescente de
medicamentos imunossupressores devido a transplantes de 6rgdos ou cirurgias (KUMAR;
SRIVASTAVA, 2023).

Neste contexto, as evidéncias cumulativas desde que os primeiros casos de sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foram relatados na década de 1980, mostram que
pacientes infectados com o HIV sdo mais suscetiveis a infec¢des fungicas invasivas (IFI).
Pacientes infectados pelo HIV apresentam falha na resposta imunoldgica antifungica, devido
aos efeitos do virus nas linhagens celulares linfocitoides e mieloides € na resposta inata e
adaptativa. O HIV prejudica o sistema imunologico ao esgotar as células T de memoria
CD4+, reduzindo assim a populagdo de células T efetoras (ARMSTRONG-JAMES et al.,
2014). Apesar de sua suscetibilidade a IFI causada por fungos adquiridos, varios achados
sugerem que a infec¢ao pelo HIV promove uma mudanga na microbiota fingica comensal que

pode levar a outras infecgdes. A candidiase orofaringea (OPC) ¢ a doenca oportunista mais
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comum encontrada na cavidade oral e garganta de pacientes infectados pelo HIV, e esta
fortemente associada a contagens de linfocitos T CD4+ abaixo de 200 células/mm3 (SODRE
et al., 2020).

Além da AIDS e HIV, outras doencgas favorecem o crescimento de infecgdes fingicas,
dentre elas, o cancer. O numero de casos de cancer esta se intensificando anualmente,
resultando em pacientes com resposta imunologica comprometida (devido aos efeitos
colaterais da quimioterapia e radioterapia), tornando-os propensos a infec¢des fungicas
(WARGO et al., 2015). Adicionalmente, ha um progresso persistente na quantidade de partos
prematuros ou na popula¢do de neonatos com sistemas imunoldgicos pouco desenvolvidos.
Esses neonatos, sem um sistema imunoldégico bem desenvolvido, estdo em alta
vulnerabilidade de contrair infec¢des fingicas, ampliando assim a carga fungica na sociedade
(KUMAR; SRIVASTAVA, 2023; SWANSON et al., 2014).

Outro fator causador do aumento de infec¢des ¢ o COVID-19, com o advento da
pandemia de COVID-19, houve um aumento no nimero de pacientes em unidades de terapia
intensiva. Uma porcentagem de pacientes com COVID-19 ¢é grave o suficiente para exigir
acompanhamento na UTI, onde o risco de candidemia ¢ alto. Dados epidemioldgicos mostram
que pacientes de UTI com COVID-19 apresentam maior incidéncia de candidemia, resultando
em maiores taxas de mortalidade em comparacdo com aqueles sem COVID-19 (WU,
MCGOOGAN, 2020). No Brasil, um estudo comparou a incidéncia de candidemia em
pacientes com e sem diagnostico de COVID-19 em dois hospitais, € o resultado foi um
aumento na incidéncia densidade (ID) por 1000 pacientes-dia de 1,43 (hospital 1) e 1,15
(hospital 2) em pacientes sem COVID-19 para 11,83 (hospital 1) e 10,23 (hospital 2) em
pacientes com a infeccdo (RICHE et al., 2020). Outra amostra brasileira comparou um
periodo pré-pandémico com um periodo pandémico em 2020 e encontrou um aumento na ID

de candidemia de 1,54/1000 pacientes-dia para 7,44/1000 pacientes-dia (NUCCI et al., 2021).

3.4 Antifingicos tradicionais

Os fungos causam diversas doengas em humanos, variando de sindromes alérgicas a
doencas flngicas invasivas (IFDs) superficiais, desfigurantes e potencialmente fatais, que
juntas afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo. Historicamente, o tratamento
tem se baseado fortemente em apenas quatro classes de medicamentos antifingicos de agao
sistémica: os polienos, os azdis, as equinocandinas e o andlogo da pirimidina 5-flucitosina. No
entanto, os fungos respondem rapidamente ao ataque quimico e a falha no tratamento ¢ um

resultado comum. Essa falha ¢ atribuida a uma interagdo entre defeitos imunoldgicos
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subjacentes do hospedeiro, propriedades dos medicamentos antifingicos (farmacocinética,
farmacodindmica e interagdes medicamentosas) e caracteristicas dos fungos, incluindo
morfologias celulares diversas, tolerancia aos antifingicos e resisténcia aos antifingicos
(FISHER et al., 2022).

Os primeiros antifungicos descritos na literatura surgiram na década de 1950
abrangendo a classe dos polienos, com essas descobertas de substdncias com potenciais
eficazes contra inimeras infec¢des fungicas, a industria farmac€utica e os pesquisadores
foram se aprimorando e atualmente os antifingicos podem ser divididos em seis grupos
principais: azdis, equinocandinas, polienos, andlogos de pirimidina, alilaminas e inibidores
mitoticos (CARMO et al., 2023).

Compostos azolicos como fluconazol, cetoconazol, voriconazol e posaconazol
realizam o bloqueio da enzima citocromo P450 esterol 14a-desmetilase, que converte
lanosterol em ergosterol. O ergosterol ¢ um componente essencial da membrana celular dos
fungos. A falta de ergosterol na membrana celular prejudica a estrutura e a fungdo da célula
fingica, resultando em disfungdes que podem comprometer a sua sobrevivéncia. Esta enzima
¢ codificada pelo gene ERG11 em leveduras e por Cyp51 em fungos. A inibigdo da enzima
esterol 14a-desmetilase faz com que seja fungistatico em leveduras e fungicida em fungos
(PAPPAS et al., 2016; PFALLER, 2012). A resisténcia contra os azolicos se dé principalmente
por meio do aumento dos mecanismos de efluxo de medicamentos ou por alteragdes na via de
sintese do esterol, em espécies de Candida a resisténcia ¢ advinda da regulagdo positiva dos
transportadores de medicamentos, a superexpressao ou modificacao do alvo do medicamento
e alteragdes celulares induzidas pelo estresse (COWEN et al., 2015).

O grupo equinocandinas sendo eles como anidulafungina, caspofungina e
micafungina, sdo lipopeptideos que inibem a glucana sintase, uma enzima essencial na
biossintese da parede celular. Esses compostos sao amplamente utilizados com alta frequéncia
em tratamentos de candidiase, aumentando assim, o risco de resisténcia antimicrobiana. Em
espécies de Candida, a resisténcia as equinocandinas surge exclusivamente de mutagdes nos
genes FKS, que codificam as subunidades cataliticas da glucana sintase (CLEVELAND et al.,
2012). Na qual esté relacionada a substitui¢ao de aminoacidos em duas regides especificas de
ponto quente de FKS1 em todas as espécies de Candida e FKS2 em Candida glabrata
(KHALIFA et al., 2020; KHALIFA et al., 2021). Outro fator determinante para aquisi¢do da
resisténcia ocorre por exposicdo as equinocandinas que podem induzir estresse da parede

celular ao inibir a B-glucana sintase. Essa inibi¢dao ativa indiretamente vias a jusante, como
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Ca’" /calcineurina e HSP90/mTOR, que desempenham papéis na tolerdncia aos medicamentos
(FISHER et al., 2022).

Os polienos como a nistatina e anfotericina B funcionam ligando-se ao ergosterol, um
esterol exclusivo dos fungos, na membrana plasmatica. Essa ligacdo forma canais
dependentes da concentragdo que causam a morte celular ao permitir que ions e outros
contetidos celulares vazem. Entretanto, por mais que sua eficécia seja considerada favoravel,
atualmente ¢ utilizado como tratamento de segunda opcao, devido a capacidade de toxicidade
renal (PERLIN et al., 2017; ANDERSON et al., 2014). A resisténcia aos polienos ocorre por
meio de uma redug¢do no contetdo de ergosterol na membrana celular. Essa resisténcia ¢
tipicamente causada por mutagdes de perda de fun¢do em genes envolvidos na biossintese de
ergosterol, particularmente em espécies de Aspergillus e Candida . Em C. albicans, a
resisténcia pode surgir da perda dupla do gene ERG3 (KHALIFA et al., 2024).

Substancias analogas a pirimidina como a 5-Fluorocitosina (5-FC), foram um dos
primeiros agentes antiflingicos sintetizados na década de 1950, o composto tem sido usado
desde 1968 para tratar criptococose e candidiase humanas. O 5-FC ¢ ativo contra leveduras
ascomicetas e basidiomicetas, e alguns fungos filamentosos hialinos e melanizados. O uso de
5-FC como monoterapia, no entanto, ¢ restrito pelo rdpido surgimento de resisténcia e ¢
recomendado apenas para alguns casos de cromoblastomicose e infec¢do do trato urinario
inferior ndo complicada devido a espécies de Candida resistentes ao fluconazol (PAPPAS et
al., 2016). Porém, quando administrado em combinag¢dao com anfotericina B, o 5-FC se tornou
o padrdo ouro para o tratamento de meningite criptococica e infecgdes complexas por
Candida (MOURAD, 2018). Embora a resisténcia ao 5-FC seja de consciéncia popular, a base
genética da regulagdo da resisténcia permanece sendo um desafio que precisa de mais estudos
para compreensdo dos mecanismos de resisténcia.

O cloridrato de terbinafina (TBF) ¢ uma alilamina sintética cujo mecanismo de acao
consiste na inibi¢do da enzima esqualeno epoxidase que participa da primeira etapa da sintese
do ergosterol, interferindo na fun¢do da membrana fingica e levando a morte celular. O TBF
tem sido utilizado com sucesso no tratamento de infecgdes flingicas da pele e incorporado em
formas de gel, creme e solugdo (DOS SANTOS er., 2023). O TBF tem dificuldade em
permear a barreira cutinea, e tal caracteristica resulta no acimulo do farmaco no estrato
corneo (SC) apos aplicagdo na pele, sendo sua baixa permeabilidade cutanea uma limitacao
para o tratamento (KARRI et al., 2015; DOS SANTOS et., 2023).

A griseofulvina, um produto metabolico do Penicillium griseofulvum, possui efeito

sobre dermatofitose e o com desenvolvimento de uma formulagdo oral bem-sucedida que tem
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sido usada até hoje para o tratamento de tinea capitis e outras formas de dermatofitose e
onicomicose. A griseofulvina se liga a tubulina e inibe a montagem dos microtibulos e a
formacdo do fuso mitético, atuando como um farmaco fungistitico contra as espécies
Trichophyton, microsporum e Epidermophyton (CARMO et al., 2023). No entanto, ¢ ineficaz
no tratamento de infec¢des associadas a fungos dimorficos, leveduras (Malassezia e
Candida). A griseofulvina ¢ absorvida pelo trato gastrointestinal e atinge as estruturas
queratinizadas da pele, justificando seu sucesso no tratamento de dermatofitoses e
onicomicoses. Considerando os efeitos adversos e as interagdes medicamentosas perigosas, o
uso da griseofulvina ¢, na maioria dos casos, substituido por terbinafina e azéis (ARIS et al.,
2022).

Ainda, ha também os agentes antissépticos com atividade antifingica, como a
clorexidina. A clorexidina ¢ um desinfetante catidnico biguanida, disponivel como gluconato,
cloridrato e acetato (ZHENG et al., 2022). E encontrada comercialmente como um
enxaguatorio bucal de 0,2% p/v, um spray oral de 0,2% p/v e um gel dental de 1% p/v. No
entanto, todos eles t€ém um curto tempo de retencdo na cavidade oral. Sua atividade
antifingica ¢ obtida por meio da ligacao de cations da clorexidina a carga de superficie
anidnica da parede celular fingica, levando a uma diminui¢do na capacidade de adesdo, a
perda da integridade estrutural e, finalmente, a ruptura da parede celular (AL-ANI et al.,
2021).

Além disso, o enxaguatério bucal com clorexidina tem sido amplamente utilizado na
odontologia desde sua introdugdo. O consumo deste enxaguatdrio bucal destroi o biofilme
microbiano (placa), reduzindo assim a inflamagdo. A clorexidina tem a capacidade de matar
uma ampla gama de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos aerdbicos e
anaerdbicos (JAMES et al., 2017; GELANO et al., 2019). Entretanto, melhorar a qualidade de
vida relacionada a satde bucal ¢ um dos fatores considerados na pesquisa sobre enxaguatorios
bucais, dentro deste contexto os relatorios indicaram que o uso prolongado de enxaguatdrio
bucal de clorexidina pode estar associado a efeitos colaterais, como irritagdo na boca,
pigmentacao dos dentes, carga na lingua e comprometimento do paladar (NAVABI et al.,
2024). Neste tocante, visa-se uma necessidade de encontrar alternativas novas mais eficazes

no controle fingico.

3.5 Novas estratégias para tratamento
A resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ reconhecida como um dos maiores desafios

globais da atualidade, dificultando o tratamento de infec¢des e representando uma ameaca
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crescente a saide publica. Entre os fatores que agravam essa situacdo, destaca-se a falta de
conscientizacdo da populacdo, que contribui para o uso inadequado de medicamentos. Nesse
sentido, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reforca a necessidade de campanhas
educativas e acdes de sensibilizagdo como medidas fundamentais para conter a progressao
desse problema (ALZAHRAN et al., 2024). Com o passar das décadas, a RAM tem
impulsionado o surgimento de patdgenos multirresistentes, intensificando as dificuldades no
manejo de infecgdes. Embora a resisténcia possa ocorrer naturalmente, praticas como o uso
indiscriminado de antimicrobianos e a negligéncia em medidas de prevengdo e controle de
infeccdes em ambientes de salide sdo apontadas como fatores criticos para sua aceleragdo
(ANAND et al., 2019; BUISING et al., 2024).

Além disso, a partir da década de 1960, a descoberta de novos antimicrobianos,
incluindo antifungicos, sofreu uma desaceleragdo significativa. Para enfrentar o desafio da
resisténcia microbiana nesse periodo, investiu-se em modificagdes quimicas de moléculas
existentes, dando inicio a chamada "era da quimica medicinal". Essas alteracdes ampliaram
temporariamente a eficacia dos medicamentos, mas também estimularam a adaptacdo dos
microrganismos, culminando no surgimento de cepas resistentes. Nas ultimas trés décadas,
apenas duas novas classes de antibioticos foram introduzidas no mercado, enquanto o
desenvolvimento de antifungicos enfrenta obsticulos ainda maiores. Esse cenario reflete o
avanco da chamada "era da resisténcia" (FINK, UCHMAN, 2021). Neste contexto, hd uma
demanda crescente para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos que sejam
capazes de diminuir o uso de antifiingicos e enfrentar o desenvolvimento de resisténcia.

Em vista disso, alguns estudos atuais trazem alternativas para possiveis novos
farmacos. Azadi et al. (2024) exploraram o potencial da nanotecnologia em novos farmacos
antimicrobianos, destacando a eficacia antifingica do Fe304@Si102/Schift-base/(1I) MNPs
contra varias cepas de Candida, com inibicao significativa em baixas concentragdes. Silva et
al. (2024) demonstraram que peptideos antimicrobianos inibem o crescimento de Candida
albicans e outras espécies, induzindo permeabilizagdo da membrana e producdo de espécies
reativas de oxigénio, sem toxicidade para células de mamiferos. Guimaraes et al. (2021)
revisaram o potencial de plantas medicinais, como Allium sativum e Oleos essenciais, na
redugdo de biofilmes de Candida, destacando compostos com propriedades antimicrobianas.
El-Newary et al. (2023) mostraram que o suco de Chenopodium murale tem efeito antifingico
em candidiase oral, aumentando a resposta imunoldgica em ratos.

Paralelamente, o desenvolvimento de compostos antimicrobianos advindo da sintese

primorosa de compostos quimicos permite o desenvolvimento de medicamentos com
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atividade bioldgica potencializada e diminui¢do de efeitos colaterais. Compostos organicos
heterociclicos contendo S, O, e N, sdo moléculas organicas de grande importincia com
excelentes usos em industrias, farmacia, sensoriamento, medicamentos, embalagens de
alimentos, bem como outras areas (MOHAMMAD ABU-TAWEEL et al., 2022; KABI et al.,
2022). Esses compostos organicos podem se organizar através de multiplos ions metalicos,
bem como quelatos estaveis projetados que mostram um papel influente nas industrias,
medicina e agricultura. Entre esses compostos, temos as guanidinas que podem ser descritas
como o analogo nitrogenado do 4cido carbonico e como bases organicas fortes protonadas em
condi¢des fisioldgicas. Ademais, por conta das extraordindrias caracteristicas doadoras da
guanidina, eles podem estabilizar diversos metais com varios estados de oxida¢do que lhes

fornecem uma valiosa quimica bio-inorganica (ABU-DIEF et al., 2024; KIM et al., 2021).

3.5.1 Propriedades da guanidina e seus derivados

Guanidinas s3o uma classe importante de compostos organicos, cujos fragmentos sao
incorporados em substancias naturais e sintéticas que possuem atividade fisioldgica.
Recentemente, o interesse em moléculas sintéticas contendo guanidina aumentou
extremamente, e agora, derivados de guanidina sdo amplamente usados em quimica
farmacéutica/médica, catdlise, quimica supramolecular e quimica de materiais
(MARTYNOVICH et al., 2024). O fragmento de guanidina (ou similar) altamente basico
forma ligagdes de coordenacdo e de hidrogénio com metais e acidos (ADAMOVICH et al.,
2021; PACKIARAJ et al., 2015).

As guanidinas e seus derivados apresentam simultaneamente uma fun¢do aminal e
uma fun¢do imina, o que facilita a compreensdo do seu carater N -nucleofilico e eletrofilico.
Assim, a funcdo aminal € responsavel pelo carater N -nucleofilico e pelas reagdes de
alquilacao e acilacdo. O carater eletrofilo ¢ encarregado pela funcdo imina, importante em
sistemas cataliticos e em casos de compostos com fortes propriedades nucleofilicas
(DROZDOV & KOTOV, 2021; YUAN et al., 2017). A guanidina é considerada como uma
molécula estavel, em razdo da reagdo de protonagdo, o cation guanidinio ¢ formado mudando
sua carga positiva por meio de formas de ressonancia. Desta maneira, explica a estabilidade
da guanidina, sendo quase idéntica aos compostos aromaticos, com seus seis elétrons  em
orbitais de ligagdo, o que ¢ chamado de sistema de deslocalizacdo Y. A deslocalizagdo do par
solitario de elétrons do nitrogénio faz com que a guanidina seja um excelente ligante para
complexacdo de metais, ligacdo de hidrogénio e interagdo com moléculas deficientes em

elétrons (YAMADA et al., 2009).
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Como citado anteriormente, as guanidinas possuem ressonancia e derivados, isso
justifica suas fortes propriedades basicas denominadas de superbases ou esponjas de protons
dada a alta basicidade de Bronsted. Eles sdo de fato mais fortes do que outros compostos de
nitrogénio, sendo amplamente explorados em vdarias reagdes catalisadas por bases
(ALONSO-MORENO et al., 2014; YAMADA et al., 2009). Essas superbases e seus sais sao,
portanto, elementos quimicos muito valiosos, utilizados como catalisadores em sintese
orginica e em muitas outras reacdes classicas. Além da basicidade de Bronsted, as guanidinas
podem ser bases de Lewis eficientes, bem como doadores e aceitadores de ligagdes de
hidrogénio, enquanto os sais de guanidio apresentam uma acidez de Bronsted fraca e sdo
doadores catidnicos de ligagdes de hidrogénio (ISHIKAWA, 2009).

As funcionalidades da guanidina sd3o encontradas em uma variedade de compostos
naturais, seja na forma ciclica ou como grupos terminais de substituintes pendentes
(MURTAZA et al.,, 2012). Conforme observado na literatura, existem estudos com os
portadores de guanidina que apresentam diversas atividades biologicas, sendo assim, com
potencial de se tornarem agentes terapéuticos, como: antitumoral, antibacteriana, antifiingica,
antiprotozoaria e antiviral (SHAW et al., 2015). Como um grupo funcional comum, a
guanidina foi identificada no projeto e desenvolvimento de agentes antibacterianos e o grupo
guanidina também ¢ encontrado em antibidticos existentes, como estreptomicina,
trimetoprima e clorexidina. Atualmente, varios compostos de guanidina foram relatados como
agentes antimicrobianos promissores, incluindo H-BDF e NCL195 (LI et al., 2023).

Um trabalho de grande relevancia realizado por Baugh (2022), fez um compilado
sobre os estudos que apresentaram atividade antifingica contra patogenos humanos que em
sua composicdo quimica possuiam compostos de guanidina entre 2004 e 2022. O estudo
demonstrou que a forte basicidade das guanidinas nas moléculas parece ser vantajosa,
possivelmente devido a interacdo com a parede celular fingica carregada negativamente.
Entretanto, muitos desses compostos ainda carecem de dados de citotoxicidade e informagdes

detalhadas sobre seus mecanismos de agdo, o que seria extremamente Util.

4. METODOLOGIA
4.1 Obtencio da molécula quimica
O complexo foi sintetizado e caracterizado no Department of Pharmaceutical

Sciences, College of Pharmacy, University of Nebraska Medical Center, Omaha, Nebraska
68198, United States.
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4.2 Determinac¢ao da Concentracio Inibitéria Minima

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do composto foi determinada pela técnica
de microdiluicdo em caldo de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute M27-A3 (CLSI, 2008). Realizou-se a avaliagdo da atividade antifungica do
composto com ligante de guanidina frente a cepa padrdo de Candida sp. oriunda da
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA): C. albicans (ATCC
90028). Utilizou-se também um isolado da mucosa oral oriundo de individuos com
HIV/AIDS identificado como ISO 03, obtido do banco micoldgico do Laboratorio de
Pesquisa microbioldgica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Brasil. A pesquisa foi conduzida com aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisa da UFMS, sob o parecer CAAE 30746214.30000.0021. A suspensao das leveduras
foi preparada em solugdo salina estéril (0,9% NaCl) e foram padronizadas no
espectrofotometro a 530 nm para as leveduras, condizente com uma concentra¢ao de 2,5 X
10°UFC/mL.

O composto com ligante de guanidina foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO) sendo
esta menor que 5%, com a submissdo a diluigdes sucessivas (1:2) em microplacas de 96
pogos contendo o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640), nas concentragdes de
0,39 a 50 pg/mL. Os controles negativos (composto com ligante de guanidina e RPMI-1640)
e positivos (inoculo ¢ meio de cultura RPMI-1640) foram inseridos nas microplacas. As
microplacas foram incubadas a 37°C por 24h. A leitura foi realizada visualmente e
determinou-se a CIM como a menor concentragdo que reduziu 100% do crescimento fingico
para o composto AUD 1-98 quando comparado aos controles positivos. Estes ensaios foram
realizados em triplicata em momentos diferentes.

Apos a determinacao da CIM, a atividade fungicida do composto AUD 1-98 foi
avaliada. Uma aliquota de 10 pL dos pogos que apresentaram CIM foi transferida para placas
de Petri contendo dgar Sabouraud. As placas foram incubadas a 37°C por 24-48 h. A menor
concentracdo que ndo apresentou crescimento de unidade formadora de colonia (UFC) foi

considerada como a concentragdo fungicida minima (CFM).

4.3 Avaliacao da cinética de crescimento

O ensaio de cinética de crescimento de C. albicans ATCC 90028 e ISO 03 foi
realizado de acordo com a metodologia de Klepser et al. (1998) com modifica¢des. Apos
agitacdo por um minuto em vortex, 100 uL do caldo contendo o indculo foram transferidos

para 5 mL de solugdo salina (0,85%). O in6culo foi ajustado para uma concentragao de 2,5 x
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107 células/mL, com base na contagem realizada na cAmara de Neubauer.

Sendo entdo diluidas 1:50 e 1:20 no meio RPMI-1640. Posteriormente, foi realizado
o célculo das concentragdes de CIM e 2xCIM para o composto AUD 1-98 de acordo com a
formula:

Cix V=GV,

Para a clorexidina foi realizada a dilui¢do de 1:100 para atingir a concentragao
correspondente a 0,12%, posteriormente foi feito o calculo da féormula acima para a sua
concentracdo de CIM (4,68 mg/mL). Os tubos de uso foram preparados com 1 mL do
in6culo 1:20 + 1 mL do tratamento. Em seguida, apds o plaqueamento do tempo O h, os
tubos foram incubados no Shaker com agitagdo de 100 rpm a 37° C. As leveduras em meio
RPMI-1640 serviram como controle positivo individualmente, e o meio RPMI-1640 sozinho
serviu como controle negativo para o ensaio.

Em cada intervalo de tempo (0, 4, 8, 12, 24, 28, 32, 36, 44 ¢ 48 h), dilui¢Ges seriadas
foram realizadas com adi¢ao de 100 pL de cada tratamento e controle em 900 pL de solugdo
salina estéril (0,85%). Posteriormente, aliquotas de 10 uL das dilui¢des foram plaqueadas em
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) em triplicata e incubadas a 37° C por 24h. A contagem de
células viaveis foi realizada e os resultados foram expressos em células/mL. A atividade
fungicida do composto AUD 1-98 foi considerada como sendo < 3 log;, em UFC/mL em
comparagdo com o controle positivo (Klepser et al., 1998).

O ensaio foi executado em trés momentos diferentes. A analise estatistica foi avaliada

perante o grafico de curva de morte feito no programa Prism - GraphPad versao 9.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstram que o composto AUD 1-98 apresentou CIM no valor de
50 pg/mL frente C. albicans ATCC e o isolado oral (Tabela 1).
Tabela 1 - Efeito do composto com ligante de guanidina na Concentragdo Inibitéria Minima

frente a ATCC 90028 e isolado oral.

CIM (pg/mL) CFM (pug/mL)
Cepas AUD 1-98 CLO AUD 1-98
Candida albicans 50 4,68 50
ATCC 90028
Isolado oral 50 4,68 50

ISO 03




28

CIM: Concentragao inibitoria minima; CFM: Concentragdo fungicida minima; AUD 1-98: composto com ligante

de guanidina: CLO: clorexidina.

Embora os fungos tenham um impacto negativo significativo na saude humana, apenas
algumas classes de medicamentos antifiingicos estdo disponiveis atualmente para tratar essas
infeccdes. Em geral, o desenvolvimento de novos agentes antifiingicos tem sido lento, em
grande parte devido & natureza eucaridtica das células fungicas, aos desafios associados a
permeabilidade de compostos através da parede e membrana celular fingica e ao interesse
limitado da industria farmacéutica no desenvolvimento de novos antifingicos. De fato, uma
nova classe de antiflingicos ndo entrou na pratica clinica desde meados dos anos 2000
(ROEMER, KRYSAN, 2014; REVIE et al., 2018; PERLIN et al., 2017; LEE et al., 2021).

Diante disso, a descoberta de novos agentes terapéuticos capazes de combater
microrganismos de diferentes familias pode fornecer uma opg¢ao promissora para tratar
doencas infecciosas modernas. Em particular, compostos contendo guanidina surgem como
antimicrobianos promissores que sdo ativos contra diversas bactérias e leveduras, como por
exemplo a isopropoxibenzeno guanidina, um ligante que tem alvo moleculares
antimicrobianos capazes de causar danos a membrana citoplasmatica facilitando a mecanismo
de inibi¢do (KIM et al., 2021).

O CIM e a CFM do composto AUD 1-98 no valor de 50 pg/mL para C. albicans e ISO
03 foram elevados quando comparado com outros compostos contendo o ligante de guanidina
relatados na literatura. O estudo de Grinco et al. (2024) observou que o grupo ligantes de
guanidina preniladas com fragmentos labdanicos apresentaram CIM frente a C. albicans com
variacdo de resultados entre 16 pg/mL e 8 pg/mL. Outro trabalho realizado por Cho et al.
(2020) apresentou uma modificagdo quimica em homopolimeros de policarbonato
guanidinilado contendo atividade antimicrobiana, o valor de CIM encontrado para C. albicans
foi de 40 pg/mL.

A diferenca nos valores de CIM pode estar relacionada com a composicao estrutural
de cada composto e a interacdo sinérgica entre seus constituintes, a alteracdo na cadeia
quimica do composto guanidina com a ativacdo do grupo carboxila e interagdo com a base
guanidina destacado no estudo de Grinco et al. (2024) e a adi¢dao de mais carbonos no trabalho
de Cho et al. (2020), justificam que essas caracteristicas estruturais e as interagdes quimicas
especificas influenciam diretamente a capacidade dos compostos de se ligarem aos alvos
bioldgicos e assim, potencializam a atividade antimicrobiana. No caso do composto AUD

1-98, a auséncia de tais modificagdes podem explicar a CIM mais alta observada.
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Os resultados do estudo cinético corroboraram com os encontrados no ensaio de
microdilui¢do em caldo. De acordo com a Figura 4, ¢ possivel observar que a concentracao de
CIM e 2xCIM da AUD 1-98 a partir do tempo de 4h exibiram atividade fungicida tanto para a
cepa ATCC quanto para o isolado oral. A clorexidina apresentou atividade fungicida a partir
das 8 h na concentragdo de CIM. Em contraste, o controle positivo iniciou seu crescimento a
partir do tempo de 4 h e aumentou gradativamente.

Figura 4. Curva cinética de crescimento de Candida albicans e isolado oral
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Fonte: Autoral, 2024.

Os estudos de crescimento cinético descrevem as interagdes farmaco-microrganismo
de uma forma mais dimensional por uma integragdo dindmica de concentragdo e tempo, sendo
uma abordagem mais racional do que o valor cldssico de CIM (GIL-ALONSO et al., 2019).
Neste trabalho, ambas curvas cinéticas de crescimento demonstraram que o composto é

fungicida na concentragao de CIM e 2xCIM a partir de 4 h frente as leveduras, indicando que
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a concentracdo de CIM e CFM definidas anteriormente realmente possuem capacidade de
inibir 100% do crescimento dos microrganismos testados.

Comparando com os dados disponiveis na literatura, o composto AUD 1-98 se destaca
por sua atividade uma vez que ndo estd combinado com outros antifingicos € nao detém de
modificac¢des estruturais quimicas, Scorneaux et al. (2017) comparou um composto inibidor
com alteragdes quimicas com outros antifungicos, como o fluconazol e relatou inibi¢ao de 50
e 90% contra espécies de Candida, exibindo assim, resultado inferior ao composto AUD 1-98.
O tempo de resposta mais rapido pode ser decisivo em infecgdes fungicas graves, pois um
controle mais agil diminui o risco de progressdao da doenca, como por exemplo a anfotericina
B e o fluconazol que levam a morte celular, embora eficazes, o tempo de acdo pode variar
entre 12 e 24 horas (ZHOU, REYNOLDS, 2024). Portanto, o composto AUD 1-98 mostra-se
vantajoso com acao a partir de 4 horas.

A atividade antifungica do composto AUD 1-98 possivelmente ocorre em razdo da
composicdo de moléculas contendo ligantes de guanidina possuirem habilidade de infiltrar em
membranas e paredes celulares. Antonopolis (2018) e seus colaboradores afirmam que o
guanidinio e seus derivados tém sido de amplo interesse em pesquisa por décadas, atribuidos a
sua atividade antimicrobiana e capacidade de liga¢do/penetracdo na membrana. Outros
derivados de guanidina apresentam atividade antiflingica através da inibi¢do de uma enzima
alvo na via de biossintese do ergosterol, quando ha a interagdo de um composto com o
ergosterol a estrutura da membrana celular ¢ prejudicada, fazendo com que perca a sua fungao
(KATO et al., 2021).

Esse mecanismo ¢ especialmente importante em casos de resisténcia a antifungicos
convencionais, como 0s azois, ja que os compostos contendo guanidina oferecem uma via
alternativa de inibicdo a levedura, potencialmente superando as limitagdes atuais dos
tratamentos disponiveis (HATA et al., 2010). O potencial antifingico evidenciado no
composto com ligante de guanidina ¢ atrativo devido a guanidina possuir diversas aplicacdes,
especificamente antifingicas, por ser um composto organico de facil alteragdo estrutural, pode
ser empregada como biguanidas, bis-guanidinooctil, guanil-hidrazona, macrociclicos de
amidinoureia, ferrocenilguanidina e entre outros derivados com ag¢do antimicrobiana, a sua
versatilidade permite compostos com capacidade de atuar em combinagdo ou ndo com
antifungicos existentes para gerar alternativas terapéuticas e lidar com cepas resistentes (KIM
etal., 2021; GUL et al., 2014).

Apesar do potencial apresentado, para avangar no desenvolvimento dos compostos

com ligantes de guanidina como novos agentes antifingicos, ¢ fundamental uma avaliacdo
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aprofundada, como estudos de toxicidade e testes in vivo. Essas investigacdes sao
indispensaveis para estabelecer a viabilidade terapéutica dos compostos com ligantes de

guanidina e para melhorar as opgoes de tratamento antifungico disponiveis.

6. CONCLUSAO

Desta forma, o estudo revelou que o composto AUD 1-98, que contém ligantes de
guanidina, exibe uma atividade antifiingica notavel frente Candida albicans. A agao do AUD
1-98, que demonstra efeito fungicida em 4 horas, ¢ particularmente significativa no
tratamento de infecgdes fungicas graves, onde a celeridade ¢ essencial para prevenir a
progressdo da doenca. Embora a CIM do AUD 1-98 seja superior ao de outros ligantes de
guanidina relatados, sua eficacia sem a necessidade de modificagdes estruturais complexas e
sua acdo o destaca como uma alternativa promissora. Os compostos com guanidina tém se
mostrado eficazes na inibi¢do de patdgenos resistentes, oferecendo uma nova estratégia para o
tratamento de infec¢des fungicas. Entretanto, para validar completamente a viabilidade
terapéutica do AUD 1-98 e de compostos semelhantes, sdo necessarios estudos adicionais,
incluindo avaliagcdes de toxicidade e testes em modelos biologicos. Esses passos sao
fundamentais para aprimorar e expandir as opg¢des de tratamento antiflingico disponiveis,

oferecendo novas perspectivas para o combate a infecgdes fungicas resistentes.
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