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RESUMO 

 

 

Candida spp. são leveduras comensais que em situações de imunossupressão podem causar 

desde infecções superficiais até quadros sistêmicos graves. O fluconazol age inibindo a via de 

biossíntese do ergosterol e é considerado o fármaco de escolha para o tratamento de 

candidíases, entretanto, a frequente seleção de cepas dose-dependentes ou resistentes é uma 

limitação que necessita ainda ser superada. Nesse sentido, estudos de compostos obtidos a 

partir de plantas apresentam-se promissores devido à sua ampla disponibilidade e fácil acesso. 

Poincianella pluviosa são leguminosas amplamente distribuídas na Caatinga e detentoras de 

inúmeras propriedades terapêuticas, como atividade anti-inflamatória e antioxidante. Tendo 

em vista a urgência na busca de novas substâncias antimicrobianas, atrelada à necessidade de 

redução da probabilidade de seleção de cepas resistentes, esse trabalho teve como objetivo 

avaliar o potencial antifúngico do extrato da casca de P. pluviosa (sibipiruna), isolado e em 

combinação com fluconazol, sobre células planctônicas e sésseis de diferentes espécies de 

Candida spp. Inicialmente, os perfis de sensibilidade de diferentes frações do extrato foram 

determinados para as células planctônicas de 5 cepas ATCC e 16 isolados clínicos obtidos a 

partir de múltiplos sítios anatômicos. A concentração inibitória mínima foi determinada pelo 

teste de microdiluição em caldo e variou entre <1,9 e >1000 μg/mL para o extrato bruto e  

entre <1,9 a 500 μg/mL para a fração acetato de etila (FAE), que, por exibir melhor perfil de 

sensibilidade, foi selecionada para as análises subsequentes. O extrato exibiu ação fungistática 

para todas as espécies, alterando a curva de crescimento das células planctônicas em 

comparação ao grupo controle nas concentrações de CIM e 2X CIM durante 24 horas de 

tratamento. Para o ensaio de adesão, as leveduras foram cultivadas na presença do extrato nos 

valores de ½ CIM, CIM e 2X CIM, e a biomassa das células aderidas determinada através da 

coloração com cristal violeta. O tratamento promoveu a redução na capacidade de adesão de 

todos isolados com valores que variaram entre 14 e 64,7%, sendo estatisticamente 

significantes em todas as concentrações para as espécies C. albicans e C. parapsilosis. O 

efeito sobre as células sésseis foi avaliado durante a fase de formação e sobre o biofilme 

maduro. A porcentagem de redução das células metabolicamente ativas variou entre 33,7 e 

84,7% para a fase inicial de formação, e entre 2,1 e 79% para o biofilme formado, sendo os 

melhores resultados observados para C. krusei e C. albicans, respectivamente. O efeito da 

combinação entre a FAE e o fluconazol foi realizado pelo método de checkerboard e mostrou 

efeito sinérgico para células planctônicas de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. 

parapsilosis. O mesmo tratamento resultou em efeito sinérgico sobre a fase de formação do 

biofilme das espécies C. albicans, C. glabrata e C. krusei, mas apenas sobre C. glabrata 

quando analisada sobre o biofilme já formado. Esses resultados indicam o potencial 

antifúngico da fração acetato do extrato da casca de P. pluviosa e da sua combinação com o 

fluconazol, apresentam-se como uma promissora fonte de pesquisa para novas moléculas e 

tratamentos alternativos de candidíases. 

 

Palavras-chave: Candida. Fluconazol. Poincianella pluviosa. Sinergismo. 
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ABSTRACT 

 

 

Candida spp. are commensal yeasts of the human microbiota responsible from superficial 

thrushes to systemic infections in immunocompromised patients. Fluconazole, the drug of 

choice for the treatment of candidiasis, acts by inhibiting ergosterol biosynthesis, however, 

the dose-dependent or resistant strains selection must yet to be overcome. In this context, 

plants bioproducts are a promising source of researches due to its wide availability and easy 

access. The flowering plant Poincianella pluviosa is widely distributed throughout the 

Caatinga and exhibits several therapeutic properties, such as anti-inflammatory and 

antioxidant activities. In order to search for new natural substances with antifungal potential, 

associated with the imperativeness of reducing the development of drug resistance, this study 

aimed to evaluate the antifungal properties of P. pluviosa (sibipiruna) bark extract, alone and 

in combination with fluconazole, against planktonic and sessile cells of Candida spp. Initially, 

the sensitivity profiles of 2 fractions of the extract were determined against 5 ATCC strains 

and 16 clinical isolates obtained from multiple anatomic sites. The minimal inhibitory 

concentrations varied from <1.9 to >1000 μg/mL for the crude extract and <1.9 to 500 μg/mL 

for the ethyl acetate fraction (EAF). Due to its best sensitivity profile, EAF was selected for 

the subsequent analyses. The extract exhibited fungistatic activity against all species, altering 

the growth kinetics of planktonic cells when compared to the control group at MIC and 2X 

MIC values during 24 hours of treatment. For the adhesion assay, yeasts were treated with ½ 

MIC, MIC and 2X MIC values for 2 hours, and the biomass of the adhered cells determined 

by the violet crystal method. Treatment resulted in the reduction of the adhesion ability of all 

strains with values ranging from 14% to 64.7%, however, statistically significant results for 

all concentrations were only observed for C. albicans and C. parapsilosis. The effect of the 

extract on sessile cells was assessed during the first 24 hours of formation and against mature 

biofilm. Inhibition rates ranged from 33.7% to 84.7% for the initial formation phase and 2.1% 

to 79% for the mature biofilm, with the best reduction values observed for C. krusei and C. 

albicans, respectively. The effect of the combination between FEA and fluconazole was 

performed by the checkerboard method and reveled a synergistic effect against planktonic 

cells of C. albicans, C. glabrata, C. krusei and C. parapsilosis. The same treatment also 

exhibited synergistic activity against growing biofilms of C. albicans, C. glabrata and C. 

krusei, but only against C. glabrata regarding mature biofilm. These results highlight the 

antifungal potential of sibipiruna bark extracts, alone or in combination with fluconazole, as a 

promising source of research for new molecules and alternative candidiasis treatments. 

 

Keywords: Candida. Fluconazole. Poincianella pluviosa. Synergistic effect. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Fungos são micro-organismos ubíquos que se encontram amplamente 

distribuídos no solo, plantas e substratos orgânicos, mas embora componham cerca de 

aproximadamente 7% de todas as espécies eucarióticas da Terra, apenas cerca de 600 

são consideradas patógenos humanos (BADIEE; HASHEMIZADEH, 2014). Desde o 

início dos anos 80, o número de infecções fúngicas tem aumentado significativamente, 

afetando mais de 1 bilhão de pessoas e resultando em milhões de mortes anualmente. 

Fatores como o uso crescente de antibióticos de amplo espectro, maior acesso a 

tratamentos quimioterápicos citotóxicos, expansão do número de transplantes de órgãos 

e crescente aumento da estimativa de vida, ainda que responsáveis pela melhora da 

qualidade de vida e prognóstico clínico, acarretam também em alto risco de aquisição de 

infecções fúngicas (NOËL, 2012; ORTEGA et al., 2011; PU et al., 2017; YAPAR, 

2014). Além disso, apesar dos enormes avanços em técnicas de diagnóstico e no 

desenvolvimento de fármacos antifúngicos, esses micro-organismos são ainda 

constantemente negligenciados por comunidades políticas e sociais (TUDELA; 

DENNING, 2017). 

Dentre a lista de fungos patogênicos responsáveis por doenças em 

humanos, sem dúvida a causa mais importante de micoses oportunistas em todo o 

mundo é ainda o gênero Candida (PFALLER; DIEKEMA, 2007). Essas leveduras, 

integrantes da microbiota da população, utilizam de um desequilíbrio no estado 

imunológico do indivíduo para transitar do estado comensal para o patogênico, 

causando, desta forma, desde infecções cutâneas e mucosas superficiais até doenças 

sistêmicas (PFALLER et al., 2007). Embora estudos epidemiológicos mostrem que C. 

albicans seja ainda responsável pela maioria das infecções invasivas ao redor do 

mundo, o número de isolados pertencentes a espécies não-albicans vem crescendo 

significantemente nas duas últimas décadas (RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES, 

2014). C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. dubliniensis têm sido 

frequentemente relatados, podendo chegar a 66% dos isolados (CHOWDHARY; 

SHARMA; MEIS, 2017; DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). 

A transição de comensal para patógeno, assim como a etiologia da 

candidíase, dependem não somente da situação imunológica do hospedeiro, mas 

também de elementos inatos à levedura (TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016; 

TAMURA et al., 2007). Dentre os fatores atribuídos à virulência do gênero Candida 
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spp. estão: adesão às células epiteliais do hospedeiro, secreção de enzimas hidrolíticas, 

hidrofobicidade da superfície celular, produção de hifas e formação de biofilme (HÖFS; 

MOGAVERO; HUBE, 2016). De fato, a principal causa de quadros sistêmicos associados a 

essas leveduras está relacionada à formação de biofilmes, comunidades organizadas 

envoltas em uma matriz extracelular e aderidas a superfícies bióticas e abióticas e com 

características fisiológicas, como taxa de crescimento, metabolismo e transcrição gênica, 

alterados em relação às células planctônicas (RAMAGE et al., 2012; TSUI; KONG; 

JABRA-RIZK, 2016; UPPULURI et al., 2009). A presença de biofilmes está 

constantemente associada a infecções altamente resistentes e de elevadas taxas de 

mortalidade que frequentemente só podem ser tratadas por remoção do dispositivo médico 

ou cirurgias (ANDES; SAFDAR; BADDLEY, 2012). 

Atualmente, o tratamento de candidíases faz uso de diferentes classes de 

antifúngicos para eliminar ou inibir o crescimento das leveduras (PFALLER, 2012). Esses 

antifúngicos têm como mecanismos de ação principalmente a inibição da biossíntese dos 

esteróis que compõe a membrana plasmática da célula, como os azóis, alilaminas e 

morfolinas; a interação direta com a membrana celular, como os polienos; ou o bloqueio da 

formação da parede celular, como as equinocandinas (PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016). 

Entretanto, a emergência de leveduras resistentes, associada à frequência de infecções 

relacionadas a biofilmes, assim como à alta toxicidade e elevado custo dos antifúngicos 

disponíveis, são limitações que têm tornado o tratamento dessas infecções de extrema 

complexidade (NOËL, 2012; HULL et al., 2012; SAMARANAYAKE et al., 2012). Nesse 

contexto, plantas e seus compostos secundários apresentam-se como alternativas 

econômicas, acessíveis e promissoras no tratamento de diferentes infecções fúngicas 

(SARDI et al., 2011).  

As leguminosas do gênero Poincianella spp. apresentam múltiplas 

propriedades terapêuticas, incluindo atividades antivirais (CHIANG et al., 2003; JIANG et 

al., 2001; LIU et al., 2009), antibacterianas (ARIF et al., 2009), antifúngicas (SAMPAIO et 

al., 2009) e anti-inflamatórias (RAO; FANG; TZENG, 2005; YODSAOUE et al., 2010), e 

suas folhas, frutos e casca são utilizados na forma de infusões, xaropes e bochechos em 

diferentes regiões do mundo, como forma de tratamento alternativo para as mais diversas 

patologias (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). A análise fitoquímica da planta mostrou a 

presença de alcalóides, flavonóides, lactonas, saponinas, açúcares, sesquiterpenos, 

triterpenos e taninos, muitos dos quais já analisados sobre seus efeitos sobre células sésseis 

e planctônicas de Candida ssp., (SOUZA et al., 2006). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 O GÊNERO CANDIDA 

 

Nas últimas décadas, a natureza das doenças infecciosas tem passado 

por profundas mudanças. Micro-organismos com papel patogênico desconhecido 

emergiram como importantes causas de morbidade e mortalidade no mundo todo 

(DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Dentre esses, estima-se que as doenças 

fúngicas afetem aproximadamente 1,2 bilhões de indivíduos ao redor do mundo, com 

pelo menos 1,5 milhões de mortes a cada ano (CAMPOY; ADRIO, 2017; CHANG et 

al., 2017). E, apesar da diversidade de fungos responsáveis por esse problema, sem 

dúvida, a mais importante causa de micoses em todo o mundo continua sendo o gênero 

Candida (PFALLER; DIEKEMA, 2007). 

Esse grupo compreende mais de 150 espécies de leveduras fenotípica 

e genotipicamente heterogêneas entre si e ubíquas na natureza (DEORUKHKA; SAINI, 

2015). As células apresentam formas arredondadas, ovais, de hifas ou pseudo-hifas e 

com tamanho variando de 2 a 4 µm, realizam reprodução por brotamento e apresentam 

colônias de aspecto cremoso e cor creme em meio de cultura solidificado 

(DEORUKHKAR; SAINI, 2015; SIDRIM; ROCHA, 2004). Cerca de 65% dessas 

leveduras mostram-se incapazes de crescer à temperatura corporal de 37°C, e dentre a 

porcentagem restante, apenas 15 são verdadeiramente reconhecidas como agentes 

etiológicas de infecções humanas: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. pelliculosa, 

C. kefyr, C. lipolytica, C. famata, C. inconspícua, C. rugosa e C. norvegensis 

(BERTHOLOM, 2012; DADAR et al., 2018; YAPAR, 2014).  

Essas leveduras participam como comensais da microbiota de 

múltiplos sítios anatômicos, como pele, cavidade bucal, ouvido externo, trato 

respiratório, conjuntiva, trato urogenital e gastrointestinal, de aproximadamente 31-55% 

da população (SARDI et al., 2013; SILVA et al., 2012). No entanto, em situações de 

predisposição relacionadas primariamente às características do hospedeiro, podem atuar 

como patógenos oportunistas, acarretando desde infecções superficiais cutâneas, 

vulvovaginais e orofaríngeas, até quadros sistêmicos e invasivos graves (EGGIMAN et 

al., 2003; PFALLER et al., 2012; WILLIAMS et al., 2011). Fatores de predisposição 

locais e sistêmicos para infecções por Candida incluem, entre outros, o uso de 
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antibióticos de amplo espectro, nutrição parenteral, interrupção das barreiras mucosas 

devido a cirurgias, tratamento quimioterápico e radioterápico contra o câncer, 

transplantes de órgãos, internamento em unidades de tratamento intensivo, extremos de 

idade, uso de dentaduras, xerostomia, disfunções endócrinas, desnutrição, uso de 

fármacos imunomoduladores sistêmicos, uso de corticosteroides inalatórios, tratamento 

de reposição hormonal e estados de imunossupressão, como no caso da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) (BEDAIR; DARWAZEH; AL-ABOOSI, 2012; 

DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014; MILLSOP; FAZEL, 2016; NETT; 

ANDES, 2006; PIERCE et al., 2015).  

Fatores de predisposição, associados à transmissão exógena através de 

profissionais e de dispositivos médicos assim como ao aumento da expectativa de vida 

da população imunocomprometida, têm, nos últimos anos, acentuado a ocorrência de 

infecções por esses micro-organismos (BUTTS; KRYSAN, 2012; DA MATTA et al., 

2010; TEODORO et al., 2015). C. albicans é a espécie mais frequentemente isolada a 

partir de infecções humanas, sendo responsável por 40-87% dos casos de candidíases 

(FU et al., 2017; SCOCOZZA et al., 2018) e uma fonte constante de preocupação 

pública devido às altas taxas de internação e custos hospitalares (CHITNIS et al., 2012; 

LAI et al., 2012). Nos EUA, essa espécie é considerada a quarta maior causa de 

infecções sanguíneas associadas aos cuidados de saúde (LEWIS, 2009), gerando uma 

internação média de 20 dias, com um custo de mais de 52 mil dólares por paciente e 

taxa de mortalidade de 43,6% (MORAN et al., 2010). Entretanto, apesar da importância 

de C. albicans, tem sido observada, nos últimos anos, uma mudança na epidemiologia 

dessas infecções, com distribuições cada vez maiores de espécies como C. tropicalis, C. 

krusei, C. glabrata e C. parapsilosis (COLOMBO et al., 2007; DEORUKHKAR; 

SAINI; MATHEW, 2014; FALAGAS; ROUSSOS; VARDAKAS, 2010;  HORN et al., 

2009; LEWIS, 2009; SARDI et al., 2013; SILVA et al., 2012). 

Comumente associado a pacientes com neutropenia e malignidades, C. 

tropicalis resulta, em geral, em infecções mais persistentes e necessárias de terapia 

intensiva que C. albicans (COLOMBO, 2007; FERNANDEZ-RUIZ et al., 2015; 

KONTOYIANNIS ela t., 2001; NUCCI; COLOMBRO, 2007). No Brasil, é a terceira 

espécie mais frequentemente associada a pacientes com candidemia, respondendo por 

15,3% de todos os relatos (DOI et al., 2016). Já na França e Espanha é a terceira mais 

isolada a partir de infecções urinárias, sendo responsável por 6,5% e 36% dos casos, 

respectivamente (KAUFFMAN et al., 2000; ÁLVAREZ-LERMA et al., 2003). A 
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espécie C. krusei, por outro lado, tem sido relacionada principalmente a infecções 

disseminadas em receptores de medula óssea submetidos à profilaxia com fluconazol, e 

apesar de possuir uma baixa prevalência, cerca de 2%, está associada a altas taxas de 

mortalidade (MUNOZ et al., 2005; PFALLER et al., 2011).  

Uma vez considerada não-patogênica, a espécie C. glabrata foi 

rapidamente responsabilizada por inúmeros casos de candidíases paralelos à introdução 

e disseminação do uso de triazóis e imidazóis sem receita médica no início dos anos 90 

(HAJJEH et al., 2004; RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES, 2014). Fatores de 

predisposição incluem idade avançada, diabetes, câncer, transplante de medula óssea e 

profilaxia antifúngica (KRCMERY; BARNES, 2002; PFALLER et al., 2005). Essa 

levedura exibe altas taxas de mortalidade e sua distribuição global é de cerca de 11%, 

sendo a segunda espécie mais isolada, atrás apenas de C. albicans (PFALLER et al., 

2011). Além disso, a relação entre essas duas espécies mostra-se clara em pacientes com 

candidíase bucal, em que a infecção mista é encontrada em até 70% dos casos 

(REDDING et al., 2002).  

Infecções sistêmicas por C. parapsilosis mostram-se relacionadas 

principalmente a neonatos, receptores de órgãos, pacientes em UTI e em uso de 

dispositivos médicos (FALAGAS; ROUSSOS; VARDAKAS, 2010; SILVA et al., 

2012). Entre 2009 e 2014, verificou-se uma redução na distribuição dessa espécie, que 

passou de 23,4% dos isolados para 20,7% (XIAO et al., 2018). Entretanto, esses valores 

tendem a exibir variações de acordo com o local ou forma da doença analisados. Em 

países europeus, por exemplo, a taxa de prevalência de candidemias causadas por essa 

espécie é de 14% (TORTORANO et al., 2006), enquanto no Brasil, de acordo com a 

Programa Nacional de Vigilância, essa porcentagem pode chegar 24,1% (DOI et al., 

2016). Entretanto, apesar de frequentemente isolada e amplamente distribuída, C. 

parapsilosis apresenta, em geral, menor taxa de mortalidade quando comparada a C. 

albicans, C. glabrata e C. tropicalis (LAGUNES et al., 2016). 

Inicialmente considerada uma levedura apenas saprófita, a distribuição 

global de infecções por C. guilliermondii é baixa, cerca de 0,7% (PFALLER et al., 

2011). Raramente isolada a partir de pacientes HIV positivos e neonatos, essa espécie 

está principalmente relacionada a infecções sanguíneas em pacientes com câncer 

(DEORUKHKAR; SAINI, 2015; SAVINI et al., 2011), um fator de risco evidenciado 

ao serem analisados apenas dados relacionados a candidemias, nos quais a prevalência 
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da levedura pode variar de 11,7% a 64,5% dos isolados, com uma taxa de mortalidade 

de 24,1% (CHANG et al., 2017; GIRMENIA et al., 2006).  

C. orthopsilosis e C. metapsilosis, anteriormente designadas como C. 

parapsilosis grupo II e III, respectivamente, são espécies raramente isoladas a partir de 

infecções em humanos (TAVANTI et al., 2005). E apesar de exibirem distribuições 

globais baixas, 6,1% para C. orthopsilosis e 1,8% para C. metapsilosis, esses valores 

podem variar de acordo com a região e espécime clínico estudado, podendo chegar a 

10,9% dos isolados na América do Sul (LOCKHART et al., 2008). Morfologicamente 

idêntica a C. glabrata, C. bracarensis foi descrito primeiramente em 2006 a partir de 

dois casos de candidíase vulvovaginal em Portugal e de infecções sanguíneas no Reino 

Unido (CORREIA et al., 2006). Poucos relatos de isolados obtidos a partir de exsudado 

de cateter (CUENCA-ESTRELLA et al. 2011), abscesso pélvico (BISHOP et al., 2008) 

e, mais recentemente, de esfregaço vaginal (TREVIÑO-RANGEL et al., 2017) indicam 

sua baixa distribuição global, cerca de apenas 0,2% (LOCKHART et al., 2009). Já a 

espécie C. lusitaniae, apesar de raramente descrita devido à sua baixa prevalência, cerca 

de 0,3% (PFALLER et al., 2011), tem sido principalmente relatada como agente 

causadora de infecções sanguíneas em pacientes imunocomprometidos (ASNER et al., 

2015; VIUDES et al., 2002). Fatores de risco para essa levedura incluem neutropenia, 

doenças malignas sanguíneas, tumores sólidos, doenças renais e transplantes de órgãos 

(ASNER et al., 2015; HAWKINS; BADDOUR, 2003; MINARI; HACHEM; RAAD, 

2001; MISHRA et al., 2017), sendo que a taxa de mortalidade pode chegar a 38% 

(ATKINSON; LEWIS; KONTOYIANNIS, 2008). 

O estado fisiológico do hospedeiro é o principal fator que governa a 

etiologia das infecções por Candida (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003). 

Deficiências no estado imunológico, interrupções nas barreiras epiteliais ou mucosas e 

alterações na composição da microbiota local são capazes de levar a mudanças no 

crescimento e fisiologia da levedura e, consequentemente, ao desenvolvimento de um 

quadro de candidíase (JABRA-RIZK et al., 2016; LIU; FILLER, 2011). Entretanto, a 

observação de que apenas pequenas alterações no hospedeiro são suficientes para 

permitir a instalação e progressão da infecção aponta também para o papel essencial do 

potencial patogênico da levedura na patogenia da doença. De fato, a transição de 

comensal a patógeno é atribuível a um extenso repertório de fatores de virulência 

intimamente associados às condições adequadas de predisposição do hospedeiro 

(NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003; SWEET, 1997). 
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Fatores de virulência podem ser definidos como quaisquer moléculas 

ou atributos microbianos capazes de diretamente danificar as células do hospedeiro 

permitindo o desfecho da colonização ou infecção (BRUNKE et al., 2016). Em 

Candida, os principais fatores que contribuem para a sobrevivência e persistência da 

levedura no hospedeiro são a adesão ao tecido, a evasão do sistema imune, a produção 

de enzimas hidrolíticas extracelulares, a hidrofobicidade da superfície celular (HSC) e a 

formação de biofilme (DA SILVA DANTAS et al, 2016; DONLAN; CONSTERTON, 

2002; HAZEN et al., 1990; HEBECKER et al., 2014; SILVA et al., 2011).  

A adesão da levedura ao tecido epitelial do hospedeiro é o primeiro 

estágio e pré-requisito essencial para um processo de colonização e invasão efetivos 

(NAGLIK et al., 2011). Interações ligante-receptor específicas, mediadas por adesinas, 

e também não específicas, como aquelas mediadas pela HSC, permitem a ligação da 

levedura a uma ampla gama de moléculas do hospedeiro, como fibronectina, laminina, 

entactina, colágeno, proteínas séricas, integrinas e caterinas, propiciando um nicho 

seguro para sua persistência e impedindo a completa eliminação pelo sistema imune 

(CALDERONE; FONZI, 2001; CHAFFIN, 2008; CHIN et al, 2016; DEORUKHKAR; 

SAINI; MATHEW, 2014; HEBECKER et al., 2014). Em C. albicans, as principais 

moléculas responsáveis por esse processo pertencem a dois grupos de glicoproteínas 

ancoradas ao GPI (glicofosfatidilinositol), as famílias Als (Aglutininin-like sequence) e 

Hwp (Hyphal wall protein) (CHIN et al, 2016). A proteína Als3, em particular, além de 

essencial na interação com células epiteliais e endoteliais, tem a capacidade de atuar 

como invasina ativando os mecanismos de endocitose da célula hospedeira, além de 

indiretamente levar à liberação de citocinas e consequentemente a danos celulares 

(HEBECKER et al., 2014; HOYER et al., 2008; LIU; FILLER, 2011; MURCIANO et 

al., 2012; NAGLIK et al., 2017; PHAN et al., 2007). Além disso, a interação com outros 

micro-organismos da microbiota, como Staphylococcus aureus e Streptococcus 

gordonii, e mediada por essas adesinas, impede ou pelo menos reduz a extensão da 

liberação dos mecanismos de defesa do hospedeiro (NOBBS; VICKERMAN; 

JENKINSON, 2010; PETERS, 2012; DE GROOT et al., 2013; NAGLIK et al., 2011). 

Genes homólogos a ALS foram encontrados também em C. tropicalis, C. parapsilosis, 

C. dubliniensis C. lusitaniae e C. guilliermondi (DE GROOT et al., 2013; YANG, 

2003), já em C. glabrata as adesinas responsáveis por esse processo pertencem 

principalmente à família EPA (Epitelial adhesin) de galectinas ligantes de carboidratos 

(DRANGINIS; RAUCEO; CORONADO, 2007). 
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Apesar do papel das adesinas na etapa inicial de colonização e 

infecção pela levedura, a efetiva lesão e invasão do tecido hospedeiro dependem 

também da produção de enzimas hidrolíticas no ambiente local (DE BERNARDIS, 

1999). As Saps (Secreted aspartyl proteinases) pertencem a uma família de aspartil 

proteases codificadas por 10 genes distintos em C. albicans e que catalisam a hidrólise 

de ligações peptídicas de proteínas, podendo, assim, alterar a hidrofobicidade da 

superfície ou levar a mudanças conformacionais e permitir a melhor adesão do fungo e a 

obtenção de nutrientes (MONOD; BORG-VON ZEPELIN, 2002; SILVA et al., 2012). 

Essas enzimas são capazes de degradar moléculas da matriz extracelular, como 

queratina, colágeno e vimentina, elementos do muco e proteínas salivares, como a 

mucina, além de componentes do sistema imune, como imunoglobulina A (IgA) e 

moléculas do sistema complemento (CALDERONE; FONZI, 2001; DA SILVA et al., 

2016; DE REPENTIGNY et al., 2000; RAPALA-KOZIK et al., 2018). De fato, 

mutantes de C. albicans para deleções dos genes SAP1-3 não são capazes de causar 

infecções vaginais em ratos, além de perderem a habilidade, in vitro, de danificar o 

epitélio vaginal humano (SCHALLER, 2005).  

As fosfolipases hidrolisam as ligações ésteres dos glicerofosfolipídeos 

presentes na membrana das células hospedeiras, levando à sua desestabilização e 

consequente ruptura (MAVOR; THEWES; HUBE, 2005). A importância dessas 

enzimas durante o processo de invasão tecidual foi mostrado por Mukherjee e 

colaboradores (2001) que, através de microscopia de fluorescência, observaram que a 

liberação de fosfolipases tende a concentrar-se principalmente na zona de extensão da 

hifa em formação, durante a penetração da mucosa gastrintestinal de camundongos. 

Além disso, a quantidade de enzima produzida pode variar de acordo com o sítio de 

isolamento, leveduras obtidas a partir de material sanguíneo, por exemplo, produzem 

níveis mais altos de fosfolipase quando comparadas a isolados comensais (YANG, 

2003). No entanto, em relação às diferenças entre espécies, C. albicans, em geral, 

parece exibir maior perfil de produção enzimática que espécies não-albicans 

(GHANNOUM, 2000). 

Enzimas hemolíticas têm sido também reconhecidas como fatores de 

virulência de Candida ao permitirem a obtenção de ferro a partir da lise dos eritrócitos 

(PEREIRA et al., 2015). Entretanto, apesar de contribuírem para a invasão tecidual 

pelas hifas e a disseminação através da corrente sanguínea, seu mecanismo de ação é 

ainda mal compreendido (NEGRI et al., 2012), podendo ser resultado não de uma única 
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enzima, mas da ação sequencial de diferentes fatores (LUO; SAMARANAYAKE; 

YAU, 2001), além de depender da concentração de glicose no sangue (TSANG et al., 

2007). 

Além de fosfolipases, proteases e hemolisinas, moléculas não 

hidrolíticas têm sido também consideradas fatores de contribuição para a virulência de 

Candida por auxiliarem na instalação de uma infecção efetiva. A enzima coagulase liga-

se ao fibrinogênio plasmático ativando uma cascata de reações que induzem a 

coagulação do plasma. Essa enzima parece ser produzida em diferentes taxas dentro do 

gênero, sendo C. albicans e C. glabrata maiores produtores quando comparados a 

outras espécies (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Mais recentemente, foi 

demonstrado que a primeira toxina peptídica citolítica isolada a partir de um fungo pode 

também ser classificada na definição de um fator de virulência (SELLAM; 

WHITEWAY, 2016). A candidalisina auxilia no processo de dano tecidual ao alterar a 

permeabilidade de íons de Ca
+
 através de danos à membrana plasmática das células 

hospedeiras, além de desencadear uma via de sinalização de respostas ao perigo e ativar 

a resposta imune epitelial (MOYES et al, 2016). 

A hidrofobicidade da superfície celular é uma importante propriedade 

de virulência conferida por proteínas manosiladas localizadas na superfície das células 

fúngicas (GLEE; SUNDSTROM; HAZEN, 1995). Essas proteínas têm sido 

correlacionadas a diferentes etapas durante os processos de instalação e progressão da 

infecção, resistência à fagocitose por macrófagos e estabelecimento de lesões crônicas 

(GLEE et al., 2001; MASUOKA; HAZEN, 1997; SILVA et al., 2012). Entretanto, o 

principal foco de inúmeros estudos sobre a HSC tem sido a relação entre esse fator e a 

adesão de Candida ao tecido e/ou dispositivos médicos. De fato, essa relação pôde ser 

observada para diferentes espécies, células e superfícies (HAZEN; HAZEN, 1988; 

HAZEN, 1989; JABRA-RIZK et al., 2001; PANAGODA; ELLEPOLA; 

SAMARANAYAKE, 2001; SAMARANAYAKE, WU, SAMARANAYAKE, 1995), 

no entanto, resultados contrários também têm sido relatados. Camacho e colaboradores 

(2007), por exemplo, não encontraram uma correlação entre a HSC e adesão a cateteres 

de látex siliconados. Além disso, variações inter e intraespécies também foram 

relatadas, indicando que a HSC não pode sozinha ser considerada um indicativo para os 

níveis de adesão (SILVA-DIAS et al., 2015; PAULA et al., 2015). 

Os fungos do gênero Candida são micro-organismos polimórficos 

que, à exceção de C. glabrata e C. parapsilosis, são capazes de transitar entre as formas 
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de leveduras, hifas verdadeiras e pseudohifas (DEORUKHKAR; SAINI, 2015). A 

alteração entre essas formas de crescimento é um evento rápido em resposta a sinais 

externos, como temperatura, quantidade de nutrientes, pH, densidade celular, produção 

de espécies reativas de oxigênio e hipóxia (GOW et al., 2012; WHITEWAY; 

BACHEWICH, 2007), e também internos, como a cascata de eventos desencadeada 

pela adesão ao epitélio (NAGLIK et al., 2017). Apesar de diferentes formas de C. 

albicans serem observadas no tecido durante a infecção, acredita-se que, enquanto as 

células leveduriformes têm um papel essencial na colonização, as hifas contribuem para 

o estabelecimento da infecção no tecido, causando danos celulares e a morte de 

macrófagos (CHIN et al., 2016). Enquanto formas de leveduras podem ser encontradas 

em diferentes sítios anatômicos sem causar dano aparente ao hospedeiro, as hifas estão 

fortemente aderidas e infiltradas na mucosa durante a infecção vaginal e bucal 

(HEBECKER et al., 2014; HÖFS; MOGAVERO; HUBE, 2016), além de exibirem 

menor capacidade de infecção quando desprovidas de mecanismos de controle de 

alterações morfológicas (HEBECKER et al., 2014). Além disso, a mudança entre essas 

formas pode ser o passo inicial para formação e o estabelecimento de comunidades 

persistentes denominadas biofilmes (CHIN et al., 2016). 

Biofilmes são comunidades microbianas altamente estruturadas e 

complexas, associadas a uma superfície e embutidas em uma matriz polimérica 

extracelular (MEC) (PIERCE et al, 2017). De acordo com os Institutos Nacionais de 

Saúde americanos (National Institutes of Health, NIH), biofilmes são, diretamente ou 

não, responsáveis por 80% de todas as infecções registradas nos Estados Unidos, 

gerando despesas que superam os US$ 6,5 bilhões (FOX, 2012). Infecções por Candida, 

mais especificamente, têm frequente origem a partir de biofilmes em dispositivos 

médicos, com taxas de mortalidade chegando a 45% e duração média de internação de 

65 dias (LI et al., 2018).  

A formação do biofilme ocorre a partir de um processo sequencial, 

que inclui a adesão de células planctônicas a um substrato apropriado, colonização, 

produção de MEC, maturação e dispersão (FANNING, 2012) (Figura 1). A etapa de 

adesão, que pode ocorrer tanto em superfícies bióticas quanto abióticas, leva à formação 

de uma camada de células leveduriformes basais, permitindo a proliferação celular 

local, em seguida, o crescimento de hifas, pseudo-hifas e hifas, concomitante à 

produção de matriz extracelular à medida que o biofilme amadurece, leva à formação 

uma estrutura tridimensional complexa com extensa heterogeneidade espacial. Na 
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última etapa, células não aderidas sofrem dispersão e retornam a um modo de 

crescimento planctônico, permitindo a subsequente colonização de novas superfícies 

(NETT; ANDES 2006; FINKEL; MITCHELL, 2011; NOBILE et al. 2015; 

SERNEELS; TOURNU; VAN DIJCK 2012). Essa etapa, por sinal, possui importante 

significado clínico, já que as células liberadas podem levar à formação de novos 

biofilmes ou disseminarem-se nos tecidos do hospedeiro, causando quadros de 

candidemia e de doença invasiva disseminada (UPPULURI et al. 2010; TSUI et al, 

2016). 

 

Figura 1: Estágios da formação do biofilme de Candida albicans. (1)Adesão das 

células leveduriformes a uma superfície biótica ou abiótica. (2) Início da 

proliferação celular, formando uma camada basal de células de ancoragem. 

(3) Maturação, com o crescimento de hifas concomitante à produção de 

material de matriz extracelular. (4) Dispersão de células na forma de 

levedura 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: NOBILE; JOHNSON, 2015) 

 

Variações fisiológicas, funcionais e de composição mostram que 

biofilmes, apesar de exibirem uma estrutura tridimensional comum, são organizações 

complexas com características interespécies específicas. A MEC de C. albicans é 
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predominantemente composta por proteínas e glicoproteínas (55%) identificadas 

principalmente como enzimas, sugerindo um papel ativo desempenhado pela MEC na 

quebra de biopolímeros na resposta protetora e obtenção de nutrientes. Polissacarídeos, 

formados principalmente de complexos de manana-glucana, compõem a segunda maior 

porção da matriz, cerca de 25%, seguidos de lipídeos (15%) e ácidos nucleicos (5%) 

(ZARNOWSKI et al., 2014). A matriz de C. tropicalis possui baixos níveis de 

carboidratos e proteínas, mas maior capacidade de formação de biofilme em 

comparação com C. albicans (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014; SILVA et 

al, 2012). Já C. glabrata aparenta exibir quantidades relativamente maiores de proteínas 

e carboidratos, mas menor atividade metabólica em comparação com outras espécies 

não-albicans (JAYATILAKE et al., 2006; SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2012).  

O arranjo espacial do biofilme representa uma adaptação ideal que 

permite a absorção de nutrientes essenciais, a excreção de produtos tóxicos e a 

comunicação entre as células e o meio ambiente, além de fornecer proteção contra 

substâncias antifúngicas e contra os mecanismos de defesa imunológicos do hospedeiro 

(UPPULURI et al., 2010; RAMAGE et al., 2005; TAFF, 2013). Porque os biofilmes 

fúngicos são amplamente resistentes, altas doses de antifúngicos são necessárias para 

um tratamento eficiente (O’TOOLE, 2003). Com efeito, a falha da terapia pode levar a 

infecções persistentes e crônicas e que, em geral, resultam na necessidade de remoção 

do dispositivo médico (ANDES; SAFDAR; BADDLEY, 2012; GULATI; NOBILE, 

2016) 

A resistência dos biofilmes de Candida aos antifúngicos parece 

depender simultaneamente de múltiplos elementos celulares e/ou ambientais, como 

desenvolvimento temporal, fluxo de nutrientes, densidade celular e tipo de superfície 

(RAMAGE et al., 2012), apresentando-se entre 30 a 2000 vezes mais resistentes aos 

antifúngicos fluconazol, anfotericina B, flucitosina, itraconazol e cetoconazol 

(HAWSER; DOUGLAS, 1995; BIZERRA et al., 2008; NETT, 2014). 

Apesar dessa resistência geral aos antifúngicos, a resistência dos 

biofilmes está relacionada a diferentes fatores celulares e locais. A pouca suscetibilidade 

aos azóis e à flucitosina, por exemplo, mostra-se semelhante à das células planctônicas 

quando analisada em biofilmes de baixa densidade celular, diminuindo 

progressivamente com o aumento do número de células (PERUMAL; MEKALA; 

CHAFFIN 2007; SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). A ligação entre 

esses fatores parece estar relacionada à presença de mecanismos de cooperação 
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dependentes de densidade populacional, o chamado quorum sensing, que, ao permitir a 

comunicação local, coordenam o comportamento celular através da secreção de 

moléculas sinalizadoras (NOBILE; JOHSON, 2015). Além disso, a resistência dessa 

forma de crescimento parece estar também relacionada à presença subpopulações 

celulares dormentes localizadas em partes profundas de biofilmes maduros e densos e 

tolerantes a múltiplas classes de fármacos, incluindo anfotericina B, azóis e clorexidina 

(TAFF et al., 2013). As chamadas células persistentes possuem pouco ou nenhum 

metabolismo, incluindo uma baixa síntese de parede celular, o que resulta em 

antifúngicos que, apesar de ligarem-se às moléculas alvo, são incapazes de promover a 

morte da célula (LAFLEUR; KUMAMOTO; LEWIS, 2006; LEWIS, 2007; TAFF, 

2013). 

Mais notoriamente, o papel da MEC vem sendo considerado essencial 

na resistência de biofilmes de diferentes espécies de Candida através do impedimento 

estérico ou da ligação direta do antifúngico aos componentes exopoliméricos (PIERCE 

et al, 2015; TAFF et al., 2013). O polissacarídeo β-1,3 glucano, por exemplo, é 

responsável por sequestrar azóis, equinocandinas, pirimidinas e polienos, conferindo 

resistência aos biofilmes de C. albicans e espécies não-albicans, e bloqueando 

fisicamente a sua chegada ao sítio alvo (MITCHELL et al., 2013; NETT et al., 2007). 

De fato, Nett e colaboradores (2010) usando fluconazol marcado radioativamente, 

verificaram que esse mesmo polissacarídeo é responsável por sequestrar o antifúngico e 

levar ao seu acúmulo na matriz. Além disso, essa mesma técnica mostrou que biofilmes 

com remoção parcial de matriz extracelular exibem cerca de 30% mais de fluconazol 

intracelular que comunidades intactas, mostrando novamente o papel da MEC no 

sequestro desses antifúngicos (ZARNOWSKI et al., 2014). Além disso, a correlação 

entre MEC e resistência pode também ser evidenciada através de alterações nas 

condições de crescimento que resultem em diferentes padrões de produção de matriz. 

Dessa forma, biofilmes de C. albicans cultivados sob fluxo contínuo, condição que mais 

se assemelha às condições in vivo, exibem maior quantidade de MEC e consequente 

menor sensibilidade à anfotericina B, fluconazol e flucitosina, relação observada 

também para biofilmes de C. tropicalis (BAILLIE; DOUGLAS, 2000; AL-FATTANI; 

DOUGLAS, 2006). 

A reduzida sensibilidade aos antifúngicos exibida pelas células sésseis 

parece estar também diretamente relacionada ao seu desenvolvimento temporal. 

Biofilmes em períodos iniciais de formação mostram-se menos resistentes ao 



23 
 

fluconazol, anfotericina B e nistatina quando comparados àqueles em estágios iniciais 

de desenvolvimento (CHANDRA et al., 2001). Enquanto essa resistência inicial parece 

estar ligada principalmente à expressão de bombas de efluxo, (MUKHERJEE et al., 

2003), a menor sensibilidade de biofilmes maduros pode estar associada à presença de 

células com reduzido conteúdo de ergosterol, limitando, portanto, a eficácia de 

antifúngicos como azóis e polienos (RAMAGE et al., 2005; UPPULURI et al., 2010) 

Atualmente, nenhum medicamento direcionado especificamente ao 

tratamento de biofilmes foi descrito. Clinicamente, resultados favoráveis em pacientes 

com candidíase invasiva ligadas a biofilmes dependem da remoção do dispositivo 

infectado, indicando que a terapia antifúngica apenas não é suficiente para o 

prognóstico positivo (ANDES; SAFDAR; BADDLEY, 2012). 

 

 

2.2 TRATAMENTO DE CANDIDÍASES E RESISTÊNCIA AOS ANTIFÚNGICOS  

 

Até a década de 40, relativamente poucos agentes estavam disponíveis 

para o tratamento de infecções fúngicas sistêmicas. Terapias estavam limitadas a 

fármacos inespecíficos, como iodeto, mercúrio, ácido benzoico, ácido salicílico, 

derivados de fenol, ácido undecilênico, violeta de metila, derivados de sulfonamida e 

outros agentes tóxicos, incluindo bromo, permanganato de potássio e óleo de terebintina 

com azeite (DAVIES; SEXTON, 1946; HOPKINS et al., 1946; LAMB, 1954). O 

desenvolvimento dos antifúngicos de polienos representou um grande avanço na 

micologia médica. Embora a anfotericina B rapidamente tenha se tornado a base da 

terapia para infecções graves, seu uso foi associado a efeitos colaterais limitantes de 

dose. A busca contínua por antifúngicos novos e menos tóxicos levou à descoberta dos 

azóis várias décadas depois. O cetoconazol, o primeiro composto disponível para o 

tratamento oral de infecções fúngicas sistêmicas, foi lançado no início dos anos 80. A 

introdução dos triazóis de primeira geração representou um segundo grande avanço no 

tratamento de infecções fúngicas. Quando comparados aos imidazóis, tanto o fluconazol 

quanto o itraconazol apresentaram um espectro de atividade antifúngica mais amplo, 

além de exibirem um perfil de segurança acentuadamente melhorado em comparação 

com a anfotericina B e o cetoconazol (MAERTENS, 2004). 

Os principais fármacos utilizados no tratamento de candidíases são 

divididos em quatro classes de acordo com seu alvo molecular e mecanismo de ação: 
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azóis, polienos, equinocandinas e análogos de pirimidina (FUENTEFRIA et al., 2017). 

Os azóis são antifúngicos cuja estrutura heterocíclica é formada por 5 carbonos e 

denominada de anel azol. De acordo com o número de nitrogênios ligados ao anel, os 

azóis podem ser classificados em imidazóis, como o miconazol, clotrimazol e 

cetoconazol, ou triazóis, como o fluconazol e itraconazol (CASALINUOVO; 

FRANCESCO; GARACI, 2004). O mecanismo de ação dos azóis envolve a inibição da 

biossíntese do ergosterol através da inibição competitiva no sítio catalítico da enzima 

14-α desmetilase (lanosterol desmetilase) do citocromo P450 e responsável pela 

conversão de lanosterol em ergosterol (KATHIRAVAN et al., 2012). Ao impedir a 

oxidação do substrato lanosterol, a ligação do fármaco à enzima leva à deficiência da 

produção de ergosterol e um acúmulo de esteróis metilados, como lanosterol, 4,14-

dimetilzimosterol e 24-metilenedihidrolanosterol, tóxicos para a levedura 

(GHANNOUM et al., 2016). A redução do ergosterol na membrana plasmática resulta 

na alteração da sua fluidez e permeabilidade e no funcionamento defeituoso de proteínas 

da membrana plasmática e funções de compartimentalização de membrana e endocitose, 

levando, assim, a alterações na morfologia da célula e à inibição do seu crescimento 

(ODDS; BROWN; GOW, 2003). 

Amplamente reconhecidos como fármaco de escolha no tratamento de 

candidíases, o fluconazol foi descrito pela primeira vez em 1985, tornando-se o 

antifúngico mais prescrito alguns anos após ser utilizado pela primeira vez (NIM et al., 

2018; SALCI et al., 2013). Em contraste com os imidazóis, o fluconazol é altamente 

solúvel em água e pode ser administrado por via intravenosa a pacientes gravemente 

doentes (MAERTENS, 2004), entretanto, assim como outros triazóis, seus principais 

efeitos colaterais estão associados a distúrbios gastrointestinais, hepáticos e 

endocrinológicos devido à semelhança entre o ergosterol e o colesterol presente na 

membrana plasmática dos mamíferos e à interferência no metabolismo da via oxidativa 

no fígado (KYRIAKIDIS et al., 2017; PAPPAS et al., 2004). 

A resistência refere-se à não susceptibilidade de um micro-organismo 

a um agente antimicrobiano definida através de testes de in vitro, e pode ser classificada 

como intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca ou primária é naturalmente 

encontrada entre micro-organismos específicos que não tenham sido previamente 

expostos ao fármaco (KANAFANI; PERFECT, 2008; LEWIS; GRAYBILL, 2008; 

OROZCO et al., 1998), enquanto a adquirida ou secundária desenvolve-se entre cepas 
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anteriormente suscetíveis após a exposição ao antifúngico, e depende da expressão 

gênica alterada (KANAFANI; PERFECT, 2008). 

O tratamento inadequado, como a administração de dosagens sub-

inibitórias ou o uso de fluconazol para espécies naturalmente menos sensíveis contribui 

para a seleção de isolados resistentes (NOËL, 2012). Diferentes pesquisas relatam que 

as taxas de resistência ao fluconazol variam entre 10% a 25% dos isolados clínicos 

(ARENDRUP; DZAJIC; JENSEN, 2013), e estão normalmente associados ao uso a 

longo prazo, como, por exemplo, em pacientes com HIV/AIDS em tratamento 

profilático para candidíase oral ou esofágica na era pré-HAART (Highly Active 

Antiretroviral Therapy) (LAW et al., 1994). Os mecanismos responsáveis por esse 

evento incluem a redução da concentração intracelular do fármaco através da expressão 

de bombas de efluxo, a alteração do sítio de ligação na enzima alvo, a superexpressão 

da enzima lanosterol desmetilase e a alteração na composição do esterol da membrana 

plasmática (KANAFANI; PERFECT, 2008; PRASAD et al., 2015) (Figura 2). 

Algumas espécies como C. krusei e C. glabrata podem naturalmente 

apresentar sensibilidade reduzida ao fluconazol (PFALLER et al., 2011). A resistência 

de C. krusei parece estar principalmente relacionada a mutações no gene ERG11, 

levando à expressão de enzimas com reduzida afinidade ou incapacidade de ligação 

fluconazol. Já C. glabrata apresenta a capacidade de utilizar esteróis de alterada 

estrutura em sua membrana celular, permitindo a evasão do tratamento com o azol, além 

de, também, ser capaz de utilizar esteróis exógenos, bloqueando, assim, a via de 

biossíntese do ergosterol (NAKAYAMA et al., 2000; OROZCO et al., 1998; PRASAD 

et al., 2015). 
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Figura 2: Mecanismos de resistência ao fluconazol em espécies de Candida. (A) A 

inativação de Erg3 resulta na utilização de esteróis alternativos na 

membrana da levedura. (B) A absorção de esteróis exógenos ajuda a 

contornar a inibição da produção de esterol endógeno pelo fluconazol. (C e 

D) O aumento da produção de bombas de efluxo. (E) A inerente baixa 

afinidade do fluconazol ao Erg11 em algumas espécies. (F) O aumento da 

expressão da proteína Erg11. (G) Aneuploidia resultando na adaptação 

genética à exposição ao azol. (H) Mutações no ERG11 resultando em 

proteínas com afinidade reduzida ao fluconazol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: WHALEY et al., 2017 

 

Os antifúngicos da classe dos polienos, como a nistatina e a 

anfotericina B, foram descobertos no início da década de 50. Esses compostos exibem 

atividade fungicida primariamente pela interação com o ergosterol da membrana 

plasmática, resultando, assim, na formação de canais que levam ao extravasamento de 

íons monovalentes bem como de outros conteúdos citoplasmáticos (BAGINSKI; 

CZUB, 2009; ODDS; BROWN; GOW, 2003). Entretanto, espécies como C. glabrata, 

capazes de substituir ou reorientar o ergosterol na membrana, mostram-se resistentes a 

essa ação (MARTINS; REX, 1996; SOKOL-ANDERSON et al., 1988). Dessa forma, 

um segundo mecanismo de atividade dos polienos envolve uma cascata de reações de 

oxidação e interação com lipoproteínas que resultam na liberação de radicais livres e na 
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consequente alteração da permeabilidade seletiva da membrana (SANGALLI-LEITE et 

al., 2011; MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012). Apesar da maior 

afinidade pelo ergosterol, esses fármacos têm a capacidade de se ligar também ao 

colesterol presente na membrana de células de mamíferos, resultando em alta toxicidade 

renal (HULL et al., 2012; ODDS; BROWN; GOW, 2003). Esse problema vem sendo 

reduzido através do uso de novas formulação, como a suspensão coloidal, complexo 

lipídico e anfotericina B lipossomal que apresentam capacidade reduzida de 

nefrotoxicidade, acarretando, entretanto, em um aumento da toxicidade hepática 

(WANG et al., 2010). 

A classe das equinocandinas, representada por caspofungina, 

micafungina e anidulafungina, foram inicialmente desenvolvidas na década de 80 e 

representam a mais nova classe de antifúngicos disponíveis comercialmente 

(BALKOVEC et al., 2014). Esses compostos são lipopeptídeos anfifílicos formados 

durante a fermentação de alguns fungos, e têm como alvo o complexo proteico 

responsável pela síntese de β-1,3 glucano, componente da parede celular de Candida 

spp. O bloqueio da enzima glucano sintase leva à diminuição na incorporação de 

monômeros de glicose que fazem a ligação entre β-1,3 e β-1,6 glucano, resultando no 

enfraquecimento da parede celular e na consequente lise da célula fúngica (ODDS et al., 

2003; ODDS; BROWN; GOW, 2003; SONG; STEVENS, 2016). Esses fármacos têm 

sido utilizados no tratamento de candidíase esofágica e invasiva, e possuem como 

vantagens a baixa toxicidade e a atividade tanto sobre células planctônicas quanto 

sésseis (DERESINSKI; STEVENS, 2003; GROVER, 2010). Casos de resistência às 

equinocandinas são incomuns, entretanto o seu uso é limitado devido à necessidade de 

administração por via endovenosa, além do alto custo em relação as outras classes de 

antifúngicos (GROVER, 2010). 

A flucitosina é um análogo fluorado de citosina que penetra a célula 

fúngica através de canais de ATP dependentes de citosina (DIASIO; BENNETT; 

MYERS, 1978). Inicialmente estudada como um agente antitumoral, esse antifúngico é 

convertido em metabólitos tóxicos que agem tanto na inibição da síntese proteica 

através da incorporação ao RNA, quanto na alteração da síntese de DNA e divisão 

celular por meio da ligação à enzima timidilato sintase (ODDS; BROWN; GOW, 2003; 

VERMES; GUCHELAR; DANKERT, 2000). O uso da flucitosina é normalmente 

realizado em associação a outros fármacos, como a anfotericina B, devido à frequente 

seleção de cepas resistentes e existência de espécies naturalmente menos susceptíveis 
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(ODDS; BROWN; GOW, 2003; VERMES; GUCHELAR; DANKERT, 2000). De fato, 

aproximadamente 10% dos isolados clínicos de C. albicans mostram-se intrinsecamente 

resistentes a esse antifúngico e outros 30% desenvolvem resistência secundária ao 

serem expostos ao fármaco (VANDEN et al., 1994). 

O aumento significativo no número de classes, e a consequente 

disponibilidade e facilidade na compra das diferentes classes de antifúngicos a partir da 

década de 90, levou ao seu uso insidioso e em larga escala, mesmo no tratamento de 

doenças não infecciosas. Esse uso indiscriminado acabou resultando na exposição da 

microbiota e na seleção de micro-organismos resistentes (RODRI'GUEZ-TUDELA et 

al., 2007), situação comprovada pela presença de isolados de C. albicans resistentes ao 

fluconazol na cavidade bucal de até um terço dos pacientes com AIDS avançada (LAW 

et al., 1994). Além disso, outras limitações, como espectro inadequado de atividade, 

baixa biodisponibilidade, pequeno índice de tolerância, interações com outros fármacos, 

perfil farmacocinético inadequado e efeitos tóxicos consideráveis são fatores de 

preocupação constante na prática clínica (JIANG et al., 2013; PFALLER et al., 2011). 

 

 

2.3 ANTIFÚNGICOS NATURAIS E POINCIANELLA PLUVIOSA 

 

A descoberta de novos fármacos é majoritariamente atingida através 

do rastreio de compostos químicos naturais ou sintéticos/semissintéticos por meio de 

diferentes abordagens (FUENTEFRIA et al., 2018). A triagem de alto rendimento (HTS 

- high-throughput screening) baseia-se na análise de uma ampla gama de compostos 

desenvolvidos em laboratório com o objetivo de identificar aqueles que possuem ou não 

atividade biológica (SALCI et al., 2018). Já a abordagem baseada em evidências utiliza 

de revisões e testes sistemáticos com o objetivo de confirmar a eficácia de plantas 

medicinais popularmente conhecidas, bem como a sua superioridade sobre moléculas 

sintéticas (COLALTO, 2017). Em ambas metodologias, classificadas no conceito de 

“farmacologia tradicional”, nem o alvo da droga nem o mecanismo de ação são 

necessariamente conhecidos, situação que se opõe à chamada “farmacologia reversa”, 

em que, através do uso de altas tecnologias, o desenvolvimento de novos fármacos parte 

do estudo da molécula alvo em uma abordagem baseada em destino (SWINNEY; 

ANTHONY, 2011).  
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O estudo de substâncias e extratos isolados a partir de origens naturais 

tem sido reconhecido como uma rica fonte, não somente para o desenvolvimento de 

fármacos comerciais, como também para a criação de tratamentos alternativos seguros, 

particularmente em países em desenvolvimento (ASHCROFT; PO, 1999; 

MOGHADAMTOUSI et al., 2014). Entretanto, apesar da estimativa de que mais de 

50% dos fármacos liberados para uso clínico tenham, de alguma forma, origem a partir 

de plantas, e do reconhecimento pela Organização Mundial da Saúde da importância da 

biodiversidade como uma fonte terapêutica econômica e acessível, recursos financeiros 

para este campo ainda são restritos, limitando a expansão de pesquisas e a descoberta de 

novos compostos (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015; SANGLARD; SANGLARD, 

2016; SEWELL; RAFIEIAN-KOPAEI, 2014).  

Extratos naturais são, em sua maioria, compostos de complexas 

misturas e interações intermoleculares resultantes de milhões de anos de evolução de 

organismos terrestres e marinhos para a adaptação a diferentes situações de estresse 

biótico e abiótico (FUENTEFRIA et al., 2018; LAMOTTKE; RIPOLL; WALCZAK, 

2011). Os metabólitos secundários farmacologicamente ativos produzidos por esses 

organismos podem ser divididos, de acordo com seus princípios biossintéticos, em 3 

grupos principais: (1) terpenos, tais como mono, di, tri, sesqui e tetraterpenos, 

saponinas, esteróides, glicosídeos cardíacos e esteróis; (2) compostos fenólicos como os 

ácidos fenólicos, cumarinas, lignanas, estilbenos, flavonóides, taninos e ligninas; (3) e 

moléculas contendo nitrogênio, como alcalóides e glucosinolatos (AGOSTINI-COSTA 

et al., 2012). As diferentes características químicas e físicas observadas para esses 

compostos, como estrutura, liberação de constituintes ativos, solubilidade, estabilidade e 

potencial de absorção e dissolução, são responsáveis pelas principais vantagens de 

extratos naturais sobre moléculas com alvos específicos, como variados mecanismos de 

ação e elevada atividade antimicrobiana contra fungos e outros micro-organismos 

(FREIESLEBEN; KJÄGER, 2014; NAZZARO et al., 2017; NEGRI et al., 2014; 

WANG et al., 2012). 

Quando comparada ao estudo de substâncias sintéticas, a 

determinação da atividade antifúngica de um produto natural através da “farmacologia 

tradicional” deve seguir diferentes parâmetros microbiológicos e químicos. Apesar das 

vantagens observadas para o uso desses compostos, variados estágios de crescimento e 

porções da planta, assim como mudanças ambientais na área geográfica de origem, 

podem resultar em atividades biológicas não reprodutíveis experimentalmente devido à 
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variação dos constituintes químicos obtidos. Além disso, a utilização de diferentes 

solventes e métodos de extração para a obtenção do extrato podem resultar na perda de 

moléculas ativas e na obtenção de resultados contrastantes, principalmente quando 

obtidos a partir de extratos não purificados (BINNS; ARNASON; BAUM, 2002; 

NAZZARO et al., 2017; ZHAO et al., 2013). Entretanto, o uso de técnicas corretas de 

processamento físicos e químicos podem reduzir esses efeitos, permitindo que pesquisas 

sobre extratos brutos possam oferecer o primeiro passo para a descoberta de um novo 

composto promissor, seguido da identificação dos compostos químicos responsáveis 

pela atividade antifúngica (NEGRI et al., 2014).  

Poincianella, também conhecido como Caesalpinia L., engloba 

leguminosas distribuídas mundialmente em zonas tropicais e subtropicais pertencentes à 

família Fabaceae. Esse gênero inclui cerca de 500 espécies que podem ser encontradas 

como árvores lenhosas de pequeno a grande porte, ou como arbustos, detentoras de 

folhas alternadas, flores em cachos terminais na coloração amarela ou alaranjada, frutos 

alongados e vagens achatadas (NC STATE UNIVERSITY, 2018), em sua grande 

maioria, ainda não investigadas em relação às suas composições químicas e 

propriedades biológicas (ZANIN et al., 2015).  

Poincianella pluviosa (DC.) L.P. Queiroz tem como sinônimo 

Caesalpinia pluviosa DC. e apresenta diferentes subespécies e variações, como 

Poincianella pluviosa var. peltophoroides (Benth.) G.P. Lewis, Poincianella pluviosa 

var. cabralina (Benth.) G.P. Lewis, Poincianella pluviosa var. intermedia (Benth.) G.P. 

Lewis, Poincianella pluviosa var. sanfranciscana (Benth.) G.P. Lewis e Poincianella 

pluviosa var. paraensis (Benth.) G.P. Lewis (TROPICOS). Essa espécie pode atingir até 

16 metros de altura e encontra-se distribuída de forma endêmica no Brasil (DE SOUZA 

et al., 2018; ZANIN et al., 2012), sendo encontrada principalmente na região da Mata 

Atlântica e Pantanal (PONTES et al., 2006). Devido ao seu rápido crescimento e alto 

número de sementes viáveis, é frequentemente utilizada no reflorestamento de áreas 

degradadas, bem como no paisagismo urbano (BUENO et al, 2014; DE SOUZA et al., 

2018). 

A ampla distribuição e grande variação entre espécies fazem com que 

essa planta consista em uma rica fonte de metabólitos bioativos há muito usados como 

formas alternativas no tratamento de inúmeras patologias, como asma, gastrite, febre, 

diarreia, dores de estômago e tosse (BUENO et al, 2014; SANTOS et al., 2014). Na 

medicina tradicional indígena, por exemplo, membros do gênero Poincianella são 
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usados no tratamento e cicatrização de feridas (BUENO et al, 2016), mais 

especificamente, índios da tribo Tacaná, que habitam a floresta amazônica boliviana, 

utilizam a casca do caule de P. pluviosa cozida no tratamento de diarreias e disenterias 

(DE SOUZA et al., 2018). Já a espécie C. pulcherrima, nativa da América Central, é 

popularmente conhecida devido à sua ação emenagoga e abortiva (ZANIN et al. 2012), 

enquanto P. microphylla, conhecida na região Nordeste do Brasil como catingueira, é 

usada como sedativo e digestivo (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).  

Múltiplos estudos têm indicado os efeitos farmacológicos de extratos 

obtidos a partir de diferentes partes de Poincianella. A espécie C. ferrea Martius, 

amplamente distribuída no norte e nordeste do Brasil e conhecida como “Jucá” ou “Pau-

Ferro”, exibe ação antiulcerogênica, anti-inflamatória, analgésica, antibacteriana, 

antioxidante, anti-hipertensiva, antidiabética e quimiopreventiva contra câncer 

(GALLÃO et al., 2013; HASSAN et al., 2015; LIMA et al., 2012; MENEZES et al., 

2007; SAMPAIO et al., 2009), com suas folhas, frutos e casca previamente embebidos 

em álcool podendo ser utilizados na forma de infusões, xaropes e bochechos (DI 

STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Além disso, o extrato aquoso obtido a partir de suas 

frutas desta espécie exibiu propriedade anti-inflamatória e ações antifúngica, 

antiúlceranogênica e anti-inflamatória (ZANIN et al. 2012). 

Extratos brutos e semipurificados de diferentes porções dessa árvore 

foram avaliados quanto ao seu efeito antibacteriano A análise da atividade 

antibacteriana de múltiplas partes de C. pucherrima mostrou amplo espectro de ação por 

frações etanólicas dos frutos da planta contra Escherichia coli, Proteus vulgaris, 

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Streptococcus 

faecalis, além dos fungos C. albicans, Aspergillus niger e Rhizopus oligosporus 

(SUDHAKAR et al., 2006). A partir dessa mesma espécie, nove homoisoflavonóides 

isolados de partes aéreas da planta exibiram atividade antimicrobiana contra Klebsiella 

aerogenes e Chromobacterium violaceum e B. sphaericus, mas não P. aeruginosa (DAS 

et al., 2009). Já a espécie C. sappan, comumente encontrada no Sudeste da Ásia e 

popularmente utilizada no tratamento de diabetes, infecções na pele, anemias e artrite 

(BADAMI et al., 2003), exibiu atividade antibacteriana contra a espécie Clostridium 

perfringens (LIM et al., 2006), além de possuir ação anticonvulsivante (BAEK et al., 

2002), antioxidante (JAVANMARDI et al., 2003), anticarcinogênica (BENABADJI et 

al., 2004) e hepatoprotetora (SRILLAKSHMI et al., 2010). 
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Chaves e colaboradores (2016) analisaram o efeito do extrato da casca de 

P. pyramidalis contra diferentes cepas de E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae. Apesar 

de não exibir atividade antimicrobiana contra nenhum dos isolados (CIM>1000 μg/mL), a 

associação a uma concentração fixa do extrato (128 μg/mL) foi capaz de reduzir a 

concentração inibitória mínima de gentamicina, mas não de ampicilina, para todos os 

isolados. De acordo com os autores, um possível mecanismo para esse efeito sinérgico 

estaria relacionado à indução da internalização das substâncias na célula bacteriana pelos 

componentes do extrato, principalmente o ácido gálico. Esse composto fenólico levaria a 

alterações irreversíveis na permeabilidade extracelular através de mudanças na HSC e 

diminuição da carga negativa da superfície bacteriana, favorecendo, assim, a formação de 

poros com consequente perda de componentes intracelulares essenciais. Entretanto, 

curiosamente, quando purificado e adicionado ao antibacteriano na mesma concentração 

que o extrato, o ácido gálico exibiu resultados inferiores para a maioria das cepas testadas. 

O efeito antiviral do gênero foi descrito contra diferentes vírus. Os 

extratos aquosos obtidos a partir da casca, folhas, sementes e frutos de C. pulcherrima 

foram avaliados contra herpes-vírus e adeno-vírus, não exibindo, entretanto, forte atividade 

antimicrobiana (CHIANG et al., 2003). Diferentes diterpenóides isolados a partir da fração 

etanólica de sementes de C. minax mostraram baixa atividade antiproliferativa contra o 

vírus parainfluenza tipo 1 e 3 e o vírus sincicial respiratório (RSV) (JIANG et al., 2001; 

JIANG et al., 2002), enquanto seis compostos obtidos a partir do alburno do caule de C. 

sappan mostraram alto poder de inibição de neuroaminidase contra o vírus influenza H3N2 

quando comparados ao oseltamivir e ribavirina (LIU et al., 2009). 

A importância do biofilme na epidemiologia das doenças microbianas, a 

sua resistência aos antimicrobianos comerciais e a possibilidade do seu manejo através da 

utilização de compostos naturais leva cada vez mais autores a tornarem a o efeito de 

compostos naturais foco de seus trabalhos, sendo bactérias da microbiota bucal e causadores 

de biofilme periodontal a principal base dos estudos. Dentre as árvores analisadas, o extrato 

das folhas de P. pyramidalis exibiu forte ação antimicrobiana contra o biofilme misto 

formado por Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, 

S. mutans e Lactobacillus casei, reduzindo cerca de 72% do número de células viáveis 

(ALVIANO et al., 2008). Sampaio e colaboradores (2009) avaliaram o efeito de C. ferrea 

Martius sobre um modelo de biofilme polimicrobiano de C. albicans, S. mutans, S. 

salivarius, S. oralis e Lactobacillus casei cultivado na presença de saliva. O tratamento com 

o extrato metanólico das sementes da planta foi capaz de inibir o crescimento celular do 

biofilme, entretanto, o resultado foi inferior ao observado para o controle com clorexidina e 
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mostrou-se dependente do número de células presentes na cultura. Além disso, a casca 

dessa mesma espécie, utilizada popularmente na Indonésia no tratamento da malária, sífilis 

e tétano exibiu atividade antibiofilme contra P. aeruginosa e S. aureus, com IC50 de 0,125 

mg/mL para ambas as espécies (PRATIWI et al, 2015).  

A atividade contra leveduras e fungos filamentosos foi avaliada 

principalmente para a espécie P. pyramidalis, conhecida popularmente na caatinga como 

"pau-de-rato". O extrato bruto das folhas da árvore exibiu atividade antifúngica contra C. 

neoformans após ser submetido a um processo de autoclavagem durante 10 minutos, 

resultado não observado para o composto não autoclavado (JÚNIOR et al., 2015). Além 

disso, Cruz e colaboradores (2007), ao entrevistarem moradores da região de Canindé do 

São Francisco, no estado de Sergipe, sobre métodos terapêuticos caseiros, obtiveram como 

resultado o uso da infusão de folhas de P. pyramidalis no tratamento de candidíase bucal. A 

partir dessa informação, os autores avaliaram o efeito desse extrato sobre Candida, 

observando significativa atividade antifúngica contra C. guilliermondii (CIM = 25 μg/mL), 

C. albicans (CIM = 12.5 μg/mL) e também Trichophyton rubrum (CIM = 6.25 μg/mL) e 

Fonsecaea pedrosoi (CIM = 200 μg/mL), mostrando, assim, a importância do uso caseiro 

de plantas no tratamento de micoses, principalmente em regiões de difícil acesso à medicina 

moderna, e corroborando com a importância de levantamentos etnofarmacológicos na 

seleção de plantas para triagem de atividade biológica (CRUZ et al., 2007).  

O efeito antimicrobiano de Poincianella pode ser resultado de sua 

complexa composição fitoquímica. De fato, diferentes estudos levaram ao isolamento de 

vários compostos complexos, como os diterpenos (DAS et al., 2010, WU et al., 1999), 

flavonóides (RAO; FANG; TZENG, 2005) e glicosídeos (ANANDHI et al. al., 2014). Em 

relação à casca de P. pluviosa, a análise química revelou compostos fenólicos, como ácido 

gálico e pirogalol; bichalôconas; esteróis, como estigmasterol; triterpenóides, como o lupeol 

e o ácido betulínico; taninos como o ácido malotínico e a tellimagrandin; flavonóides e 

polifenóis, como a quercetina (BUENO et al., 2014; FLORES; VILA; ALMANZA, 2006; 

KAYANO et al., 2011; RODRIGO et al., 2010). Essas leguminosas, altamente ricas em 

compostos bioativos, têm se mostrado também fontes de moléculas previamente 

desconhecidas. Um novo biflavonóide, denominado caesalpinioflavona, foi recentemente 

isolado a partir da casca do caule de P. pluviosa. Esse composto reduziu a viabilidade 

celular das linhagens tumorais como consequência da parada do ciclo celular e atividade 

citotóxica, indicando promissora atividade antitumoral (ZANIN et al., 2015). Entretanto, 

diferenças de sazonalidade e também entre as partes da planta estudadas tendem a resultar 

em amplas variações na diversidade e quantidade desses fitoquímicos, uma vez que frutos e 
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folhas possuem maior teor de umidade e menos componentes fibrosos do que a casca 

(AGU; OKOLIE, 2017). 

Vários desses compostos tiveram sua ação anti-Candida analisada e 

exibiram mecanismos distintos. Os polifenóis, por exemplo, foram associados à inativação 

da produção de enzimas essenciais em células planctônicas e à alteração do metabolismo do 

ácido fólico e síntese de ergosterol em biofilmes de C. albicans (EVENSEN; BRAUN, 

2009; NAVARRO-MARTÍNEZ; GARCÍA-CÁNOVAS; RODRÍGUES-LÓPES, 2006; 

SHAHZAD et al., 2014). A quercetina mostrou-se capaz de induz fortemente a morte 

celular por apoptose mediada por fluconazol através da modulação da sinalização do 

quorum sensing, além de atuar sobre diferentes fatores de virulência, tais como formação de 

biofilme, desenvolvimento de hifas e produção de enzimas hidrolíticas (SINGH et al., 

2015).  

A espécie P. pluviosa, especificamente, está amplamente distribuída na 

América do Sul com distintas variedades sendo encontradas na Argentina, Bolívia, Paraguai 

e Brasil, onde é considerada endêmica na região central da Bahia e norte de Minas Gerais 

(LEWIS et al., 1999). Apesar de poucos estudos relatarem as propriedades terapêuticas e 

composição dessa planta, diferentes frações obtidas a partir do extrato da casca do caule 

mostram que os principais componentes fitoquímicos dessa região da planta são ácido 

gálico, éster etílico de ácido gálico, rhuschalcone VI, lupeol, ácido betulínico e 

estigmasterol, e que o uso dessa formulação é capaz de estimular a formação de fibras de 

colágeno e a reepitelização, resultando na aceleração da cicatrização de feridas (BUENO et 

al, 2016; FLORES; VILA; ALMANZA, 2006). Com relação ao seu efeito antimicrobiano, o 

extrato bruto da casca apresentou atividade in vitro e in vivo sobre cepas de Plasmodium 

falciparum e Plasmodium chabaudi resistentes à cloroquina, inibindo significativamente a 

parasitemia em camundongos (KAYANO et al., 2011). 

O desenvolvimento de um antifúngico ideal é ainda uma meta de difícil 

alcanço, já que, por definição, esse antimicrobiano deve possuir um amplo espectro de 

atividade, não ser susceptível ao desenvolvimento de resistência, ter perfis de 

farmacocinética e farmacodinâmico ideais e não causar toxicidade ou efeitos adversos 

(WONG; SAMARANAYAKE; SENEVIRATNE, 2014). Dessa forma, a descoberta de 

novos fármacos resulta de um longo processo, estimado em cerca de 14 anos, e que pode ter 

início a partir da triagem de composto bioativos de fácil acesso e amplamente distribuídos 

na natureza (PAYNE et al., 2007). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fração 

acetato de etila do extrato da casca de Poincianella pluviosa sozinha e em combinação 

com o fluconazol sobre Candida spp. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Determinar o perfil de sensibilidade das células planctônicas de 

Candida spp. ao extrato e ao fluconazol; 

- Determinar o efeito do extrato sobre a cinética de crescimento das 

leveduras; 

- Determinar o efeito da fração acetato sobre a capacidade de 

adesão de Candida spp.; 

- Avaliar o efeito do extrato sobre a fase inicial de formação e 

sobre o biofilme formado; 

- Determinar o efeito da associação entre o extrato e o fluconazol 

sobre células planctônicas; 

- Avaliar a atividade da combinação sobre a fase de formação e 

sobre o biofilme maduro; 
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4 DESENVOLVIMENTO 

 

4.1 ARTIGO: INIBIÇÃO SINÉRGICA DO CRESCIMENTO DE CÉLULAS 

PLANCTÔNICAS E SÉSSEIS DE CANDIDA SPP. PELA ASSOCIAÇÃO DA FRAÇÃO 
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RESUMO 

 

Infecções por Candida são consideradas de grande importância em pacientes 

imunossuprimidos. A presença de resistência primária e secundária aos azóis exige a 

busca por novas abordagens terapêuticas. Neste contexto, os extratos naturais podem 

fornecer uma fonte extensa, valiosa e facilmente acessível de moléculas. Aqui, 

avaliamos pela primeira vez o efeito de extratos de casca do caule de Poincianella 

pluviosa isoladamente ou em combinação com fluconazol (FCL) contra células 

planctônicas e sésseis de Candida spp. A fração acetato de etila (FAE) apresentou 

atividade fungistática contra todas as cepas testadas, incluindo aquelas resistentes aos 

FCL, com concentração inibitória mínima (CIM) variando de 31,2 a 500 µg/mL. A EAF 

inibiu também a adesão celular à superfície abiótica e apresentou atividade antifúngica 

contra a fase de crescimento e contra o biofilme maduro, alterando sua atividade 

metabólica. A combinação entre FAE e FCL resultou em efeito sinérgico contra as 

células planctônicas e sésseis da maioria das cepas testadas, reduzindo os valores de 

CIM de ambos os compostos. Nenhuma atividade hemolítica ou citotoxicidade foi 

detectada para a combinação da FAE e FLC. Estes resultados destacam a potencial 

atividade anticandida do extrato de casca de caule de P. pluviosa, isoladamente ou em 
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combinação com FLC, para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas alternativas 

para o controle de infecções fúngicas. 

 

Keywords: Poincianella pluviosa, fluconazol, efeito fungistático, sinergismo 

 

Introdução 

 

Recentemente, o número crescente de pacientes imunocomprometidos 

levou ao aumento de infecções por Candida em humanos (Rodrigues et al, 2014; 

Scorzoni et al, 2016). Candida albicans e outras espécies são fungos oportunistas que 

causam desde infecções orofaríngeas superficiais a quadros disseminados na corrente 

sanguínea e nos tecidos profundos (Whaley et al, 2017). 

Os azóis, como o fluconazol (FLC), são os agentes antifúngicos mais 

frequentes usados no tratamento de infecções por Candida. Como droga fungistática, a 

FLC inibe o crescimento celular e, associado ao uso difundido tanto na profilaxia como 

no tratamento, proporciona a oportunidade para a seleção de cepas resistentes 

(Kåhrström, 2015; Morschhäuser, 2016; Whaley et al, 2017). Além disso, como 

indicado por epidemiológicos recentes, a resistência intrínseca, como a reduzida 

suscetibilidade reduzida de espécies, como C. krusei e C. glabrata, tendem a limitar o 

uso desses antifúngicos, tornando-se cada vez mais um problema crítico na prática 

clínica (Allen et al, 2015; Castelli, Derita e Lopez, 2017; Whaley et al, 2017). 

Os metabólitos secundários naturais com alta importância 

farmacêutica são o principal objetivo dos pesquisadores (Ji, Li e Zhang, 2009). Extrato 

vegetal é um termo genérico para um produto natural sem componentes químicos 

completamente elucidados, mas essencial na triagem de novos agentes antimicrobianos 

(Negri et al, 2014). Neste contexto, a triagem de compostos naturais pode oferecer o 

primeiro passo para a descoberta de novos antifúngicos com o objetivo de ampliar o 

espectro de atividade e combater a resistência a Candida (Fuentefria et al, 2018; Oro et 

al, 2015). 

Poincianella pluviosa pertence ao gênero Caesalpinia e é comumente 

conhecida como sibipiruna, uma árvore nativa do Brasil (Tropicos). Este gênero 

compreende mais de 500 espécies espalhadas principalmente em zonas tropicais e 

subtropicais em todo o mundo, e tem sido frequentemente correlacionado a estudos 

etnofarmacológicos devido às suas atividades biológicas, entre elas suas propriedades 
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antimicrobianas, como os efeitos antimalárico (Kayano et al. 2011), antibacteriano 

(Kim, Shim e Kim, 2016; Mobin et al. 2017) e antifúngico (Kaur et al. 2016). Além 

disso, extratos dessas plantas foram capazes de interferir na etapa de formação de 

biofilmes bacterianos (Trentin et al. 2011) e em modelos multiespecies maduros 

(Sampaio et al. 2009). 

 

A atividade antifúngica de Caesalpinia spp. pode ser resultado de sua 

complexa composição fitoquímica. De fato, estudos anteriores levaram ao isolamento de 

inúmeros compostos, como os diterpenos (Das et al., 2010, Wu et al., 2010), 

flavonóides (Hao, Fang e Tzeng, 2005) e glicosídeos (Anandhi et al. al., 2014). Em 

relação à casca do caule de P. pluviosa, a análise química exibiu compostos fenólicos, 

como o ácido gálico e pirogalol, bichalôolas, esteróis, como estigmasterol, 

triterpenóides, como o lupeol e o ácido betulínico, taninos como o ácido mallotínico e a 

tellimagrandin II. flavonóides e polifenóis, como a quercetina (Bueno et al., 2014; 

Flores, Vila e Almanza, 2006; Kayano et al., 2011; Rodrigo et al., 2010). Vários desses 

compostos possuem mecanismos anticandida distintos. Os polifenóis têm sido 

associados à inativação da produção de enzimas essenciais e ao efeito antibiofilme por 

perturbação do metabolismo do ácido fólico e síntese de ergosterol em C. albicans 

(Evensen e Braun, 2009; Navarro-Martínez, García-Cánovas e Rodrígues-Lópes, 2006; 

Shahrazad et al ., 2014). Além disso, a quercetina aumentou potencialmente a morte 

celular por apoptose mediada por FLC através da modulação da sinalização do quorum 

sensing, além de suprimir fatores de virulência, tais como formação de biofilme, 

desenvolvimento de hifas e produção de enzimas hidrolíticas. Aqui, o efeito 

antimicrobiano de extratos de casca do caule de P. pluviosa, isolado ou em combinação 

com fluconazol, foi analisado contra células planctônicas e sésseis de diferentes 

espécies de Candida. 

 

Materiais e Métodos 

 

Extratos naturais e fluconazol 

O extrato bruto de casca do caule de Poincianella pluviosa (EB) e 

fração acetato de etila (FAE) foram fornecidos pelo Dr. João C. P. de Mello da 

Universidade Estadual de Maringá, Paraná, Brasil (Bueno et al, 2014). Ambos os 

extratos foram solubilizados em DMSO 10% o e fluconazol (Sigma, EUA) (FCL) em 
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água ultrapura. Para todos os ensaios de susceptibilidade antifúngica, o meio de teste 

utilizado foi RPMI 1640 tamponado com 0,165 M de ácido 3- (N-morfolino) 

propanossulfónico (MOPS). 

 

 

Microrganismos e condições de cultivo 

As cepas de referência Candida albicans ATCC 26790, C. krusei 

ATCC MYA2876, C. tropicalis ATCC 28707, C. glabrata ATCC 2001 e C. 

parapsilosis ATCC 22019, e 16 isolados clínicos de diferentes espécies (C. 

orthopsilosis PT2259, C. metapsilosis PT2263, C guilliermondii PT822, C. lusitanae 

PT1007, C. bracarensis PT1217 e outros 11 isolados de C. albicans resistentes a FLC) 

foram subcultivados mensalmente em ágar Sabouraud dextrose (SD) (Himedia, Índia) e 

armazenados a -80 °C em caldo SD com 10% de glicerol. Para os experimentos, as 

leveduras foram cultivadas em ágar Sabouraud dextrose (SDA) por 16 horas a 37 ° C e 

150 rpm, centrifugadas e lavadas duas vezes em salina (0,85% NaCl). 

 

Teste de susceptibilidade antifúngica em células planctônicas 

As concentrações inibitórias mínimas (CIM) dos extratos de P. 

pluviosa e FLC foram determinadas pelo método de microdiluição em caldo de acordo 

com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), com 

pequenas modificações. Diluições seriadas (1:2) para os extratos de P. pluviosa 

variaram de 1,95 até 1000 µg/mL e de 0,25 a 128 µg/mL para o FCL. A CIM foi 

definida como a menor concentração capaz de inibir 100% do crescimento visual após 

24 h de incubação a 37 °C em comparação com células planctônicas não tratadas. Em 

seguida, 10 µl dos poços sem crescimento visível foram semeados em SDA para a 

determinação da concentração fungicida mínima (CFM). C. parapsilosis ATCC 22019 

tratado apenas com FLC foi também incluído como controle do experimento. Os 

ensaios foram realizados em duplicatas em duas ocasiões diferentes. A fração acetato de 

etila (FAE) da casca do caule de P. pluviosa apresentou as menores concentrações de 

CIM sendo, portanto, a selecionada para os ensaios seguintes. 

A curva de morte dos fungos na presença de FAE sozinha foi 

analisada através da cinética de crescimento em tempos específicos de acordo com Endo 

et al. (2010). Para isso, 2,5x10
3 

leveduras de todas as cepas de referência foram 

incubadas com a FAE nas concentrações de CIMe 2xCIMem RPMI-MOPS. Em pontos 
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de tempo específicos (0, 8, 12, 16 e 24 h), alíquotas de 10 µL foram removidas da 

cultura e diluídas dez vezes em solução salina (NaCl a 0,85%). Uma alíquota de 10 µl 

de cada diluição foi semeada em SDA e as unidades formadoras de colônia (UFC) 

determinadas após incubação a 37 °C por 24 h. Dados médios foram plotados como 

log10 UFC/mL versus tempo. Os ensaios foram realizados em duplicatas em duas 

ocasiões diferentes. 

 

 

Adesão à superfície abiótica e inibição de biofilme 

O efeito do extrato sobre a adesão a placas de 96 poços de fundo chato 

(Techno Plastic Products, Suíça) foi determinado de acordo com Bizerra et al. (2008), 

com pequenas modificações. Uma suspensão de 6x10
5
 células/mL em RPMI-MOPS foi 

adicionada a cada poço com a FAE nas concentrações de 1/2CIM, CIM e 2xCIM. Após 

2 h de incubação a 37 °C e 75 rpm, o meio foi aspirado e cada poço foi lavado três 

vezes com solução salina. A análise foi feita por quantificação de biomassa por cristal 

violeta a 595 nm como descrito por Jin et al. (2003). 

O efeito inibitório das substâncias durante a formação e sobre o 

biofilme maduro foi analisado em placas de poliestireno de 96 poços de fundo plano 

(Techno Plastic Products, Suíça) de acordo com Bizerra et al. (2008), com pequenas 

modificações. Adicionou-se uma alíquota de 200 ul de uma suspensão de 6x10
5
 

células/mL a cada poço e as placas foram incubadas a 37 °C durante 2 ou 24 h a 75 rpm. 

O meio foi então aspirado e cada poço lavado duas vezes com solução salina. Alíquota 

de 200 µL de RPMI-MOPS contendo diferentes concentrações de FAE (CIM, 2xCIM e 

4xCIM) foi adicionada e a cultura incubada por mais 24 h a 37 °C. A viabilidade celular 

foi avaliada pelo ensaio de redução de XTT de acordo com Melo, Colombo e 

Arthington-Skaggs (2007). Resumidamente, uma alíquota de 200 ul de XTT-menadiona 

(0,1 mg/mL de XTT e 1 uM de menadiona (Sigma Chemical Co, USA) em solução 

salina foi adicionada a cada poço e a placa incubada durante 1 h a 37 °C em câmara 

escura. A leitura foi realizada a 490 nm em leitor de placas Synergy ™ HT (Biotek®). 

Os valores de absorbância para o controle positivo e tratamento foram subtraídos dos 

valores dos controles negativos para eliminar a interferência de fundo. Todos os ensaios 

foram realizados em duplicata em duas ocasiões diferentes. 
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Interação de EAF e fluconazol 

A avaliação da combinação entre FAE e FLC em células planctônicas 

foi realizada de acordo com Scott, Tariq e McCrory (1995) através do método 

checkerboard. Resumidamente, as leveduras foram estabelecidas de acordo com os 

protocolos padrão (CLSI, 2012), e a diluição de cada composto, EAF (500-0,061 

µg/mL) e FLC (128-0,25 µg/mL), colocada em poços de placa de microtitulação 

fornecendoo 140 combinações. Além disso, CIM dos compostos sozinhos foram 

também avaliadas. Os resultados foram determinados visualmente após 24 h de 

incubação e definidos como a concentração mais baixa capaz de resultar na diminuição 

visível da turbidez em comparação com o controle não tratado. Os resultados foram 

interpretados de acordo com o índice de concentração inibitória fracionada (FICI), 

através do cálculo: FICI = FICFAE + FICFLC = CIMFAE em combinação/CIMSIB sozinho + 

CIMFLC em combinação/CIMFLC sozinho. Os valores resultantes foram utilizados para 

classificar as combinações em: sinérgicas ≤ 0,5, antagônicas ≥ 4 ou indiferentes > 0,5 a 

4 (Odds, 2003). 

Para avaliar o efeito da combinação dos compostos durante a 

formação e sobre o biofilme maduro de Candida spp, o biofilme foi formado como 

descrito anteriormente, seguido por tratamento com diluição dupla da FAE (2000-0,24 

µg) isolada ou combinada ao FLC (256-0.007 µg/mL) em 224 concentrações diferentes 

para cada isolado. As placas foram incubadas por mais 24 h a 37 °C, e a viabilidade 

celular avaliada pelo ensaio de redução do XTT. A concentração inibitória mínima 

séssil (CIMS) foi definida como os menores valores da combinação capazes de inibir 

50% da atividade metabólica dos biofilmes (CIMS50), e o FICI calculado e analisado 

de forma semelhante às células planctônicas. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata em duas ocasiões diferentes. 

 

Ensaio de viabilidade celular 

A viabilidade de células planctônicas tratadas somente com FAE e 

FLC e também combinados foi analisada utilizando-se o kit de viabilidade de leveduras 

LIVE / DEAD (Molecular Probes, EUA), de acordo com a recomendação do fabricante, 

com pequenas modificações. Uma suspensão de 1x10
6
 leveduras/mL em RPMI-MOPS 

foi incubada com cada composto (CIM sozinho e CIM da combinação) durante 24 h, 

lavada com PBS e homogeneizada cuidadosamente em microtubo contendo 1 mL de 

tampão HEPES-Na (10 mM, pH 7,2 ) suplementado com glicose 2% e contendo 
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CALCOFLUOR M2R (10 µM) e corante FUN-1 (5 µM). Cada suspensão foi colocada 

em lâminas de vidro e examinada por microscopia de fluorescência (Leica, DM2000) 

utilizando os filtros DAPI e fluoresceína, com excitação de 480 nm e emissão ≥ 530 nm. 

Todos os ensaios foram realizados em duplicata em duas ocasiões diferentes. 

 

Ensaio de hemólise 

A toxicidade da FAE sozinha ou em combinação com o fluconazol foi 

analisada em eritrócitos humanos de acordo com Izumi et al. (2012). Sangue de doador 

saudável foi recolhido, desfibrinado e preparado em solução salina glicosilada a 5%. O 

sangue foi incubado com diferentes concentrações da FAE (1000-1,95 µg/mL) e FLC 

(256-0,5 µg/mL) isoladamente ou em combinação (EAF = 31,25-0,06; FLC = 128-0,25 

µg/mL) por 3 h a 37 °C. As placas foram centrifugadas a 1.000 xg por 10 min e os 

sobrenadantes transferidos para novas microplacas. Controles negativos e positivos sem 

compostos e contendo 1% de Triton X-100, respectivamente, foram incluídos. A leitura 

foi realizada a 550 nm e a porcentagem de hemólise nos poços testes calculada por 

comparação com o controlo positivo. 

 

Ensaio de citotoxicidade 

A citotoxicidade da FAE sozinha (500-0,09 µg/mL) ou em 

combinaçãoo com FLC (128-1 µg/mL), diluies duplas foi determinada como descrito 

por Longhi et al. (2015), exceto que a linhagem celular Vero foi utilizada. 

Resumidamente, as células foram cultivadas em placas de cultura de 96 poços (Techno 

Plastic Products, Suíça) durante 48 h a 37 ºC e 5% de CO2. Após, adicionou-se meio 

contendo FAE sozinha ou em combinação com FLC, e as células foram incubadas 

durante 24 h. A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT [dimetiltiazol 

difenil tetrazólio (Sigma Chemical Co., EUA)] de acordo com as recomendações do 

fabricante. A concentração dos compostos necessárias para inibir as células viáveis até 

50%, por análise de regressão, corresponderam à concentração citotóxica de 50%. 

 

Análise estatística 

Os resultados foram analisados por ANOVA unidirecional utilizando-

se o software Graphpad Prism versão 6.0 (Graphpad Software). A análise comparativa 

foi realizada usando-se o teste de comparação múltipla de Tukey. Valores de p <0,05 

foram considerados significativos. 
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Resultados 

 

Extratos da casca do caule de Poincianella pluviosa exibem atividade fungistática 

contra células planctônicas de Candida spp. 

Como triagem inicial, os valores da CIM e CFM foram determinados 

para o EB e para a FAE contra cepas de referência de Candida e outros 16 isolados 

clínicos (Tabela 1). Considerou-se que cada composto exibiu atividade antifúngica 

quando o valor da CIM mostrou-se inferior ou igual a 1000 µg/mL. Os valores de CIM 

variaram entre 1000 e 31,2 µg/mL. O EB apresentou atividade contra C. krusei (250 

µg/mL), C. glabrata (62,5 µg/mL) e C. parapsilosis (62,5 µg/mL), mas os valores de 

CIM foram superiores a 1000 µg/mL para C. tropicalis e C. albicans. A FAE exibiu 

atividade antifúngica contra todas as cepas testadas com CIM variando de 500 a 31,2 

µg/mL. C. krusei, uma espécie naturalmente resistente ao fluconazol (Fukuoka et al., 

2003), apresentou a menor CIM (31,2 µg/mL). Os valores da CFM para ambos os 

compostos foram > 1000 µg/mL, indicando que ambos apresentam uma atividade 

fungistática contra Candida (dados não mostrados). Para confirmar a atividade 

anticandida de ambos os compostos, seus perfis antimicrobianos foram avaliados em 16 

isolados clínicos. Os valores de CIM variaram de 500 a <1,9 µg/mL (Tabela 1) e, 

curiosamente, foram menores para os isolados clínicos de C. albicans que para a cepa 

de referência da mesma espécie. 

 

Tabela 1 - Efeito de distintas frações d extrato da casca de P. pluviosa sobre Candida spp. 

Micro-organismos 
Concentração inibitória mínima (µg/mL) 

EB
1
 FAE

2
 

C. albicans ATCC 26790 >1000 500 

C. tropicalis ATCC 28707 >1000 125 

C. krusei ATCC 34135 250,0 31,2 

C. glabrata ATCC 2001 62,5 125 

C. parapsilosis ATCC 22019 62,5 62,5 

C. orthopsilosis PT2259 31,2 250 

C. metapsilosis PT2263 7,8 125 

C. guilliermondii PT822 7,8 125 

C. lusitanae PT1007 31,2 62,5 

C. bracarensis PT1217 <1,9 62,5 

C. albicans E 62,5 125 

C. albicans O 15,6 15,6 

C. albicans 12 31,2 31,2 

C. albicans 18 3,9 <1,9 

C. albicans 27 62,5 62,5 

C. albicans 29 62,5 62,5 

C. albicans 82 125 500 
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C. albicans 122 250 250 

C. albicans 134 62,5 15,6 

C. albicans 179 62,5 125 

C. albicans 191 31,2 15,6 
1
Extrato bruto,

2
Fração acetate de etila  

 

Para avaliar a cinética da FAE, células planctônicas de cepas de 

referência de Candida foram cultivadas na presença da CIM e concentrações de 2xCIM. 

CFUs foram determinadas em diferentes intervalos de tempo por 24 h (Fig. 1). Todas as 

cepas apresentaram diferença estatisticamente significante (p <0,05) nas contagens de 

UFC/mL em relação às leveduras não tratadas. Às 12 h de tratamento, C. glabrata 

apresentou três log10 menor que o controle positivo nem ambos os tratamentos, (p 

<0,05), e após 24 h a diferença aumentou para quatro log10 (p <0,05). C. albicans e C. 

krusei, após 16 h e 24 h, apresentaram redução de dois log10 para a CIM e 2xCIM. C. 

tropicalis e C. parapsilosis apresentaram resultados significativos apenas após 24 h de 

tratamento. Nenhuma morte celular foi observada em nenhum dos grupos tratados, 

confirmando a atividade fungistática da FAE. 

 

Fig. 1 - Efeito de diferentes concentrações da fração acetato de etila de Poincianella 

pluviosa contra Candida spp. 2x10
3
 leveduras de todas as cepas de Candida foram 

incubadas a 37 ºC com FAE nas concentrações de CIM e 2xCIM, e nos tempos 0, 8, 12, 

16, 24 h, alíquotas foram semeadas em SDA. Valores são resultados da média ± DP 

representativa de dois experimentos independentes. * p <0,05 
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Efeito antiadesão da fração acetato de etila de P. pluviosa contra Candida spp. 

Para avaliar a atividade da FAE, a biomassa celular foi avaliada após 

2 horas de adesão ao poliestireno na presença de concentrações de ½CIM, CIM e 

2xCIM. O tratamento reduziu a biomassa celular de todos os isolados quando 

comparado ao controle não tratado, com valores variando de 14 a 64,7%. No entanto, 

resultados estatisticamente significativos foram observados apenas para C. albicans e C. 

parapsilosis em todas as concentrações testadas, e para C. krusei tratados apenas com 

2xCIM (p <0,05) (Fig. 2). O maior percentual de redução foi verificado para o 

tratamento com ½CIM em C. parapsilosis (redução de 64,7% em comparação ao 

controle), seguido por 2xCIM para C. krusei (50,8%) 

 

Fig. 2 - Efeito antiadesão da fração acetato de etila de Poincianella pluviosa contra 

Candida spp. A adesão da levedura ao poliestireno após 2 h de incubação a 37 °C com a 

FAe (1/2CIM, CIM e 2xCIM) foi quantificada utilizando-se o ensaio baseado em cristal 

violeta. Valores são média ± DP de dois experimentos. Os asteriscos indicam uma 

redução significativa da biomassa das células quando tratadas com o extrato em 

comparação com as células não tratadas (* p <0,05). 

 

O efeito da FAE foi avaliado durante as primeiras 24 h de formação 

de biofilme e os resultados expressos como a redução percentual da atividade 

metabólica em comparação com as células não tratadas. Para a maioria das amostras, foi 

observada redução significativa (p <0,05) já para as menores concentrações do extrato 
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(Fig. 3), com C. parapsilosis exibindo 74,4% de inibição da formação de biofilme 

quando tratadas com o valor da CIM. A maior porcentagem de redução foi detectada 

para C. krusei na concentração de 4xCIM (84,7%) e a menor para C. albicans na CIM 

(33,7%). Apesar do menor valor de todos os grupos testados, C. albicans foi o único a 

demonstrar um padrão dose-dependente, com os valores aumentando juntamente com a 

contração do extrato, 33,7% de inibição na CIM, 50,6% na 2xCIM e 63,7% na 4xCIM. 

 

Fig. 3 - Efeito da fração acetato de etila de Poincianella pluviosa sobre biofilmes 

maduros e em crescimento de Candida spp. A atividade celular do biofilme foi avaliada 

pela redução do XTT após 24 h de incubação a 37 °C com diferentes concentrações da 

FAE (CIM, 2xCIM e 4xCIM). Valores são média ± DP de dois experimentos. Os 

asteriscos indicam uma redução significativa de células sésseis metabolicamente ativas 

tratadas com o extrato em comparação com células não tratadas (* p <0,05). 

 

A taxa de inibição do biofilme maduro variou de 2,1 a 79% (Fig.3). A 

maioria das cepas mostrou uma diminuição significativa (p <0,05) em seu metabolismo 

quando comparadas aos grupos controle não tratados, e, de maneira oposta à adesão e ao 

estágio de formação, os resultados aqui exibiram um padrão dose-dependente. C. 

albicans, apesar de apresentar a maior CIM para células planctônicas (500 µg/mL), 

apresentou a melhor redução percentual de biofilme (p <0,05) entre todas as cepas (50,1 

na CIM, 79,0 na 2xCIM e 73,4% na 4xCIM). Curiosamente, o resultado oposto foi 
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observado para C. glabrata e C. krusei, onde as células planctônicas foram mais 

sensíveis à FAE, no entanto, o tratamento mostrou reduções modestas dos biofilmes 

maduros. 

 

Atividade sinérgica da FAE e FLC contra Candida spp. 

Inicialmente, os valores da CIM para o FLC sozinho contra células 

planctônicas foram determinados para todas as cepas de referência (Tabela 2). Os 

valores da CIM concordaram com os encontrados na literatura, onde cepas referência de 

C. albicans e C. tropicalis são consideradas resistentes (> 128 µg/mL) (Cruciani e 

Serpelloni, 2008) e, além disso, a CIM para C. parapsilosis (2 µg/mL) está de acordo 

com as diretrizes do CLSI (CLSI, 2012), validando o teste. Posteriormente, o efeito da 

interação entre a FAE e FCL foi avaliado pelo método checkerboard e os valores de 

FICI usados para determinar a natureza da associação. O tratamento com ambos os 

compostos resultou em interações positivas para a maioria das cepas. O melhor 

resultado foi observado para C. albicans, cuja associação resultou em uma interação 

sinérgica com valor de FICI de 0,07, reduzindo as concentrações inibitórias em 128 

vezes para FLC e 263 vezes para FAE. Infelizmente, C. tropicalis mostrou uma 

interação indiferente (FICI = 1,5) devido à redução apenas da CIM da FAE (redução de 

2 vezes), permanecendo a concentração de FCL inalterada e, assim, excluindo esta cepa 

dos ensaios subsequentes. C. krusei e C. parapsilosis exibiram taxas de decréscimo 

iguais para ambas as substâncias, uma redução de 156,25 vezes para FAE e duas vezes 

para FCL, classificando ambas as interações como sinérgicas. 

 

Tabela 2 - Efeito da combinação entre a fração acetate de etila de Poincianella pluviosa 

e fluconazol sobre Candida spp. 

Micro-organismos FAE
a 

FLC
a 

FAE/FLC
b 

FICI
c
 Interação 

Planktonic      

C. albicans ATCC 26790 500,0 128,0 1,9/1,0 0,01 Sinergismo 

C. tropicalis ATCC 28707 125,0 128,0 62,5/128 1,5 Indiferente 

C. krusei ATCC 34135 31,25 64,0 0,2/32,0 0,5 Sinergismo 

C. glabrata ATCC 2001 125,0 32,0 0,4/8,0 0,2 Sinergismo 

C. parapsilosis ATCC 22019 62,5 2,0 0,4/1,0 0,5 Sinergismo 

      

Growing biofilm      

C. albicans ATCC 26790 >500,0 256,0 7,8/16,0 0,08 Sinergismo 

C. tropicalis ATCC 28707 - - - - - 

C. krusei ATCC 34135 >31,2 32,0 3,9/8,0 0,37 Sinergismo 

C. glabrata ATCC 2001 >125,0 >256,0 0,4/2,0 0,01 Sinergismo 

C. parapsilosis ATCC 22019 250,0 0,5 15,6/0,25 0,56 Indiferente 
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Mature biofilm      

C. albicans ATCC 26790 500,0 128,0 250,0/256,0 2,5 Indiferente 

C. tropicalis ATCC 28707 - - - - - 

C. krusei ATCC 34135 >125,0 >256,0 15,6/256,0 1,1 Indiferente 

C. glabrata ATCC 2001 >125,0 >256,0 31,25/8,0 0,3 Sinergismo 

C. parapsilosis ATCC 22019 62,0 16,0 0,9/8,0 0,5 Indiferente 

Valores da concentração inibitória mínima dos compostos, expressos em µg/mL, foram 

analisados visualmente após 24 horas de incubação. aCIM da fração acetato de etila de 

Poncianella pluviosa e fluconazol testados isoladamente. bFração de acetato de etilo de 

Poncianella pluviosa e fluconazol testados em combinação. Índice da concentração inibitória 

fracionária (FICI) interpretado de acordo com: sinergismo FICI ≤ 0,5; 0,5 indiferente <FICI 

<4,0; antagonismo FICI> 4.0 (Odds, 2003). 

 

 

A fim de verificar se os efeitos inibitórios observados para as células 

planctônicas extrapolariam para as células sésseis, a fase de formação e o biofilme 

maduro também foram submetidos ao tratamento com a combinação entre a FAE e 

FCL. A combinação dos dois compostos foi capaz de reduzir o biofilme em pelo menos 

50% para todas as quatro cepas de referência testadas. Para C. albicans, C. glabrata e 

C. krusei, a combinação resultou em uma interação sinérgica, com valores de FICI de 

0,08 (Tabela 2), com a concentração da FAE necessária para inibir a formação de 

biofilme de C. glabrata reduzindo em 312,5 vezes. C. parapsilosis foi o único isolado a 

exibir uma interação indiferente (ICF = 0,56). No entanto, é possível observar que a 

concentração da FAE capaz de inibir pelo menos 50% da atividade metabólica foi 16 

vezes menor quando combinada com FCL, sugerindo que o efeito resultante foi apenas 

um resultado da redução menor, apenas 2 vezes, nos valores da CIM do FCL. 

Em relação ao tratamento sobre o biofilme maduro, a única interação 

sinérgica entre os compostos foi detectada em C. glabrata, onde a combinação resultou 

em valores de FICI de 0,3 (Tabela 2). CIMS50 da FAE foi menor no tratamento 

combinado contra C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis, entretanto, devido a 

concentrações inalteradas de FCL, nenhuma interação positiva foi observada. 

O efeito da FAE e/ou FCL na integridade da membrana celular de 

leveduras foi avaliado por microscopia após marcação diferencial de células por 

corantes fluorescentes. Imagens mostraram que leveduras não tratadas exibiram 

estruturas fluorescentes vermelhas cilíndricas em seus vacúolos, indicando células 

metabolicamente ativas com membrana celular intacta (Fig. 5). Entretanto, as células 

tratadas com o EAF e/ou FCL durante 24 h exibiram coloração verde-fluorescente, 

sugerindo células com pouca ou nenhuma atividade metabólica. 
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Fig. 5 Efeito da fração acetato de etila de Poincianella pluviosa e fluconazol contra Candida 

albicans. Análise de viabilidade por ensaio de microscopia de fluorescência através da 

coloração de Candida com FUN-1. As leveduras de C. albicans ATCC 26790 foram incubadas 

com ou sem os dois compostos, isolados ou em combinação, em valores da CIM durante 24 h, e 

visualizados por microscopia de fluorescência. Células sombreadas caracterizam células mortas 

com fluorescência amarelo-verde difusa e células não sombreadas representam leveduras 

metabolicamente ativas com estruturas fluorescentes vermelhas em seus vacúolos. (A) Células 

viáveis não tratadas; (B) leveduras tratadas com 128 µg/mL de FCL; (D) tratamento com FAE a 

500 µg/mL e (D) grupo tratado com EAF/FCL (1,9/1,0 µg/mL, respectivamente). 
 

A segurança da FAE foi avaliada pelo seu efeito na integridade de 

eritrócitos humanos, e após 3 h de incubação, exibiu porcentagens de hemólise variando 

de 6,5 a 0,48% (dados não mostrados). A citotoxicidade de todas as combinações de 

EAF e FLC em células Vero não mostrou efeito citotóxico, conforme determinado pela 

viabilidade celular que permaneceu acima de 50% após 24 h (dados não mostrados). 

Além disso, valores de CIM para células planctônicas das cepas padrão foram menores 

que as concentrações citotóxicas em células MCF-7 estabelecidas por Kayano et al. 

(2011). 
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Discussão 

 

A resistência antimicrobiana é um dos principais desafios da prática 

clínica, levando a uma terapia profilática inadequada, resultando no uso de 

medicamentos mais tóxicos e caros e no aumento do tempo de internação (Otaguiri et 

al., 2017). Atualmente, a falta de novas drogas antifúngicas e as opções terapêuticas 

limitadas exigem novas estratégias e, portanto, derivados de produtos naturais podem 

surgir como alternativas para tratamentos complementares ou terapias combinadas 

(Negri et al, 2014; Ozcelic et al., 2005). Nosso estudo revelou que a fração da casca do 

caule de Poincianella pluviosa (FAE) sozinha apresenta atividade fungistática e 

antibiofilme contra todas a cepas de Candida testadas. Além disso, quando associada ao 

FLC, gera interações sinérgicas, com valores de CIM reduzidos para ambos os 

compostos, sobre células planctônicas e sobre o biofilme em formação. Em relação ao 

tratamento com biofilme maduro de Candida, apenas para a espécies C. glabrata, a 

combinação foi capaz de resultar em associação positiva, sendo observada interação 

indiferente para outras espécies. 

Bioativos de Caesalpinia spp. bioativos demostraram efeitos 

antimicrobianos sobre várias espécies. A 5-hidroxi-1,4-naftoquinona derivada do cerne 

de C. sapapan mostrou efeitos inibitórios in vitro contra Clostridium perfringens (Lim 

et al., 2007), enquanto o extrato bruto da casca de P. pluviosa apresentou atividade in 

vitro e in vivo contra cepas resistentes e sensíveis à cloroquina de Plasmodium 

falciparum e Plasmodium chabaudi (Kayano et al., 2011). Atividades antifúngicas 

também foram demonstradas pelas espécies C. pyramidalis contra Trichophyton 

rubrum, Cryptococcus neoformans, Fonsecaea pedrosoi e C. guilliermondii, e por C. 

ferrea contra C. albicans (Cruz et al., 2007, Sampaio et al., 2009). No entanto, a 

atividade anticandida de P. pluviosa isolada ou em associação com FLC permaneceu 

obscura. 

Mostramos que o extrato bruto apresentou menor atividade 

anticandida que a FAE, que foi capaz de inibir o crescimento planctônico de todas as 

cepas testadas. Essa triagem inicial revelou que, embora valores mais altos de CIM 

sejam observados para FAE, ela ainda é considerada válida, uma vez que vários estudos 

mostram que extratos não purificados podem apresentar atividade antifúngica com 

valores de CIM de até 1000 µg/mL (Nakamura et al., 2004; Mendes de Toledo et al., 

2015). Curiosamente, os isolados de C. albicans mostraram-se mais suscetíveis ao 
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tratamento com extratos de P. pluviosa do que a cepa de referência. Assim, 

concordamos com a afirmação de Kean et al (2018) de que devemos trabalhar com 

isolados clínicos devido à heterogeneidade desses isolados (Kean et al., 2018). Valores 

inibitórios mais baixos contra C. albicans foram obtidos para o extrato rico em 

polifenóis de C. ferrea Martius e extrato de infusão de folhas de C. pyramidalis, 25,0 

µg/mL e 12,5 µg/mL, respectivamente (Cruz et al., 2007; Sampaio et al., 2009). Esses 

achados podem ser resultado da presença de fitoquímicos específicos da espécie, 

diferenças de sazonalidade ou partes de plantas e suas composições particulares, uma 

vez que frutos e folhas possuem maior teor de umidade e menos componentes fibrosos 

do que a casca (Agu e Okolie, 2017). 

Outras atividades da FAE de P. pluviosa observadas foram a 

capacidade de reduzir a adesão à superfície abiótica e afetar tanto os biofilmes em 

crescimento quanto os maduros de Candida spp., embora, em geral, o tratamento tenha 

apresentado melhor resposta durante a fase de crescimento. A capacidade de Candida 

spp. para formar biofilmes resistentes aos azóis (Ramage et al., 2001), juntamente com a 

produção de enzimas hidrolíticas, filamentação e adesão, são reconhecidas como os 

principais fatores de virulência que contribuem para a patogênese da candidíase 

(Calderone e Fonzi, 2001; Cui et al., 2015). Essas características fazem com que os 

biofilmes representem um dos mais desafiadores problemas da prática clínica e, 

portanto, uma fonte constante de pesquisa (Colombo e Guimarães, 2003). 

Para melhorar o efeito antimicrobiano da FAE, foi testada também a 

sua associação ao FLC, em que se observou um efeito sinérgico contra as células 

planctônicas e sésseis. Os resultados mostraram que a quantidade de FAE necessária 

para inibir a atividade metabólica das células sésseis foi menor durante o tratamento 

combinado. Mais importante ainda, a CIM do FCL contra as células planctônicas de C. 

albicans, uma cepa resistente, reduziu 128 vezes quando combinada com a FAE. Além 

disso, C. glabrata e C. krusei, cepas intrinsecamente resistentes ao FLC (Vazquez et al., 

2001), também necessitaram de menores concentrações de FLC para terem suas 

atividades metabólicas reduzidas durante o tratamento combinado. O efeito da 

combinação entre Caesalpinia spp. e drogas antimicrobianas contra bactérias resistentes 

foi estudada por Shibata et al. (2005), que mostraram que o galato de etila purificado a 

partir de vagens secas de C. spinosa foi capaz de intensificar a susceptibilidade a β-

lactâmicos em cepas de Staphylococcus aureus resistentes ou sensíveis à meticilina. 
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A terapia combinada para gerenciar infecções causadas por 

microrganismos resistentes a múltiplas drogas tornou-se uma estratégia potencial para 

combater isolados fúngicos resistentes (Ghannoum e Elewski, 1999), além disso, a falta 

de novas classes ou diferentes alvos moleculares fazem combinações de drogas uma 

estratégia interessante para terapia. Os efeitos sinérgicos entre as drogas podem ser 

atingidos alcançando diferentes alvos ou interagindo uns com os outros para melhorar 

suas atividades biológicas (Bollenbach, 2015). As consequências dessas interações 

podem ser a redução das doses dos medicamentos com o aumento da eficácia do 

fármaco e, posteriormente, diminuição da sua toxicidade. Além disso, o 

desenvolvimento de resistência a medicamentos pode ser retardado pela estratégia 

multi-alvo (Cui et al., 2015). 

 Por fim, a casca do caule de C. pluviosa contém ácido gálico, éster 

etílico de ácido gálico, rhuschalcone VI, lupeol, ácido betulínico e estigmasterol (Flores; 

Almanza, 2006). Aqui, mostramos que algumas frações contendo esses bioativos, 

isoladas ou em combinação, podem exibir potente atividade antifúngica com menos 

toxicidade, principal razão para a investigação de suas propriedades antimicrobianas. 

Assim, extratos brutos de plantas, assim como suas frações, podem ser o primeiro passo 

para a descoberta um novo composto promissor (NEGRI et al, 2014; Ravichandran e 

Muthuraman, 2016). Em geral, os resultados mostraram que a combinação entre o 

extrato da casca da sibipiruna com o fluconazol reduziu a atividade metabólica das 

células planctônicas e sésseis de Candida spp. No entanto, a natureza desse efeito 

variou de acordo com a espécie, padrão de crescimento e estágio de desenvolvimento do 

biofilme estudado. 

 

Conclusões 

 

No presente estudo, demonstramos que o extrato da casca do caule de 

Poincianella pluviosa é um agente antimicrobiano eficaz, exibindo potente atividade 

antifúngica contra várias espécies de Candida. Além disso, a combinação com o 

fluconazol mostrou grande atividade, necessitando de menores concentrações para 

alcançar a inibição das células planctônicas e sésseis e, consequentemente, 

demonstrando um alto efeito sinérgico. Ao nosso conhecimento, este é o primeiro 

estudo a descrever essa interação, e apesar de exibir resultados promissores, vários 
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estudos devem ainda ser realizados para elucidar o mecanismo de inibição de levedura e 

a utilidade deste composto natural na medicina. 
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5 CONCLUSÕES 

 

No presente estudo, demonstrou-se que a fração acetato do extrato da 

casca de Poincianella pluviosa é um antimicrobiano eficaz, exibindo potente atividade 

antifúngica in vitro contra diferentes espécies de Candida, tais como C. albicans, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata. O composto interferiu em fatores de 

virulência desta espécie, reduzindo a sua capacidade de adesão a superfícies abióticas e 

a formação de biofilme. O extrato foi capaz ainda de reduzir o número de células 

metabolicamente ativas no biofilme maduro de Candida spp., quando comparados ao 

controle não-tratado. Além disso, quando administrado em combinação com o 

fluconazol, exibiu maior eficácia sobre células planctônicas e sésseis, sendo necessária 

uma menor concentração para alcançar a inibição de crescimento celular e 

demonstrando, assim, elevado efeito sinérgico. 
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