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RESUMO 
 
 
Candida parapsilosis é um dos principais agentes etiológicos fúngicos relacionados 
a infecções noscomiais. Diante da capacidade desta espécie em formar biofilme e a 
ocorrência de resistência adquirida ao fluconazol, o interesse por novos antifúngicos 
tem sido observada. Os objetivos do presente estudo foram avaliar a atividade 
antifúngica do flavonóide baicaleina e do fluconazol de forma isolada e combinada, 
frente a células planctônicas de isolados sanguíneos de C. parapsilosis stricto 
sensu, analisar as possíveis alterações morfológicas ao nível ultraestrutural 
resultantes do efeito da baicaleina, do fluconazol e da combinação sinérgica entre 
eles e avaliar a atividade do fluconazol e da baicaleína em células pré-aderidas e 
biofilme. Os valores de CIM50 de baicaleína foram de 8µg mL-1 para células 
planctônicas de isolados fluconazol-resistentes e de 4-8 µg mL-1 para isolados 
suscetíveis ao fluconazol. O uso combinado do fluconazol com a baicaleína resultou 
em sinergismo para o isolado fluconazol-resistente 357 e para o isolado fluconazol-
sensível 551 em termos de CIM50. Houve redução na concentração de CIM50 para 
pelo menos um dos compostos testados para a maioria dos isolados avaliados. A 
análise ultraestrutural revelou que para o isolado em que ocorreu singergismo entre 
fluconazol e baicaleína, a morfogênese foi afetada em todos os tratamentos, com 
presença de matriz extracelular. No tratamento combinado foi observada grande 
quantidade de matriz interligando as células. Para o isolado em que a ação 
combinada foi indiferente a morfogênese não foi afetada, sendo que no tratamento 
com baicaleína resultou em grande quantidade de matriz extracelular, além disso, no 
tratatamento combinado foi observada alterações celulares indicativas de danos na 
membrana celular. Para células pré-aderidas os resultados obtidos demontraram 
que a maioria dos isolados apresentaram menor suscetibilidade ao fluconazol, onde 
25% dos isolados fluconazol-sensível, e 83% dos isolados fluconazol-resistentes 
apresentram valores de CIMA50 >200 μg mL-1. Para biofilme os compostos não 
apresentaram ação inibitória para maioria dos isolados, ou seja, 75% e 86% dos 
isolados apresentaram concentrações de CIMB50 de >800 μg mL-1 para fluconazol e 
para baicaleína, respectivamente.Os dados obtidos demonstram o potencial da 
baicaleína como agente antifúngico em células planctônicas de isolados de C. 
parapsilosis, independentemente do perfil de suscetibilidade ao fluconazol. Este 
estudo mostrou que biofilmes em estágio inicial apresentam menor suscetibilidade 
aos compostos avaliados comparativamente a células planctônicas. 
 
Palavras-chave: candida parapsilosis; biofilme; atividade antifúngica; fluconazol; 
flavonóides; baicaleina. 
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ABSTRACT 
 
 
Candida parapsilosis is one of the main fungal agent responsable for nosocomial 
human infections. Considering the capability of this species to form biofilm and the 
occurrence of adquired resistance to fluconazole, the search for new antifungal 
therapies is in course. The aims of this study were to evaluate the antifungal activity 
of the flavonoid baicalein and fluconazole alone and combined against planctonic 
cells of blood isolates of C. parapsilosis stricto sensu, to analyse morphological 
alterations at ultrastructural level conferred by baicalein, fluconazole and the 
combined compounds and to evaluate the activity of fluconazole and baicalein 
against pre-adhered cells and biofilm. The CIM50 value for baicalein was 8µg mL-1 
against planctonic cells of fluconazole-resistant isolates and 4-8 µg mL-1 against 
fluconazole-susceptible isolates. The combined fluconazole and baicalein resulted in 
synergism for the fluconazole-resistant isolate 357 e for the fluconazole-susceptible 
isolate 551 considering CIM50. There was reduction in the concentration of CIM50 for 
at least one of the compounds for the majority of tested isolates. The ultrastructural 
analyses revealed that for the isolate where synergism between fluconazole and 
baicalein occurred the morphogenesis was affected with the presence of extracellular 
matrix, including matrix interconecting cells following exposure to combined 
compounds. For the isolate where the combined action of compounds was indifferent 
the morphogenesis was not affected, with presence of large amounts of matrix 
following treatment with baicalein, besides, the exposure to both compounds resulted 
in cellular alterations indicative of cell membrane damage. Considering pre-adhered 
cells the majority of the isolates exhibited lower susceptibility to fluconazole where 
25% of the fluconazole-susceptible isolates and 83% of fluconazole-resistant isolates 
showed CIMA50 >200 μg mL-1. The compounds did not showed inhibitory effect 
against biofilm of the majority of the isolates tested, e.g., 75% and 86% of the 
isolates showed CIMB50 de >800 μg mL-1 for fluconazole and baicalein, respectively. 
The data show the potential of baicalein as antifungal agent against planctonic cells 
of C. parapsilosis isolates, independent of their susceptibility to fluconazole. This 
study showed that early biofilm stage exhibited lower susceptibility to both 
fluconazole and baicalein compared to planctonic cells. 
 
Key words: candida parapsilosis; biofilm; antifungal activity; fluconazole; flavonoids; 
baicalein. 
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1. INTRODUÇÃO 

Leveduras do gênero Candida são os agentes etiológicos fúngicos 

mais frequentes em infecções nosocomiais. Espécies de Candida são comensais e 

oportunistas, que podem se tornar patogênicas quando há alterações fisiológicas ou 

na capacidade imunológica do hospedeiro. 

As infecções causadas por Candida spp abrangem um ampo 

espectro amplo de doenças superficiais à invasivas, destacando-se os casos de 

candidemia. Candidemias têm aumentado notadamente nas últimas décadas. 

Levantamentos epidemiológicos indicam que o padrão de ocorrência de infecções 

por espécies do gênero Candida vem se modificando, em contraponto a diminuição 

da frequência de Candida albicans, a ocorrência das espécies de não-Candida 

albicans vem aumentando.  Neste contexto, Candida parapsilosis tem sido a 

segunda ou terceira espécie mais comumente associada à candidemias em diversas 

partes do mundo.  

Dentre os grandes obstáculos apresentados pelas infecções 

causadas por C. parapsilosis, encontra-se o aumento da ocorrência de resistência 

desta espécie aos antifúngicos comumente utilizados, e a formação de biofilme que 

pode tornar esse microrganismo até mil vezes menos suscetível aos tratamentos 

quando comparados às células planctônicas. 

A busca por novos compostos com atividade antifúngica vem sendo 

avaliada criteriosamente. O uso de compostos naturais, fonte do metabolismo 

secundário de plantas, têm sido alvo da atenção dos pesquisadores, devido sua 

bioatividade capaz de inibir o crescimento fúngico por mecanismos diferentes dos 

utilizados pelas drogas convencionais. Estudos in vitro sugerem a baicaleína, um 
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flavonóide de origem natural, como uma opção promissora.  

Considerando que suscetibilidade a antifúngicos por células livres e 

biofilme tem características diferenciadas, estudos pormenorizados na busca de 

novos compostos são essenciais com vistas a um tratamento rápido e com efeitos 

colaterais mínimos. 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo do presente trabalho compreendeu a avaliação da 

atividade do flavonóide baicaleína e do antifúngico fluconazol sobre células 

planctônicas, células pré-aderidas e biofilme de isolados sanguíneos de Candida 

parapsilosis stricto sensu. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar da atividade do fluconazol e da baicaleína em células 

planctônicas de isolados sanguíneos de Candida parapsilosis stricto sensu; 

- Análisar da atividade do fluconazol e da baicaleína em 

combinação, em células planctônicas de Candida parapsilosis stricto sensu; 

- Avaliar da atividade do fluconazol e da baicaleína sobre células 

pré-aderidas e biofilme de isolados sanguíneos de Candida parapsilosis stricto 

sensu; 

- Análise ultraestrutural de células planctônicas em presença de 

fluconazol e baicaleína nas concentrações de CIM50.
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DE CANDIDA PARAPSILOSIS 

 

A espécie C. parapsilosis foi descrita pela primeira vez  como Monilia 

parapsilosis, devido semelhanças encontradas com Monilia psilosis, atualmente C. 

albicans. Sendo então relatada como agente etiológico de um distúrbio 

gastrointestinal, que poderia estar relacionada a diarréia tropical em Porto Rico. A 

expressão inglesa psilosis era um termo técnico para diarréia tropical (ASHFORD, 

1928). 

C. parapsilosis stricto sensu é parte de um complexo de três 

espécies intimamente relacionadas, denominado complexo C. parapsilosis.  Lin e 

colaboradores (1995) dividiram inicialmente os isolados de C. parapsilosis em 

grupos I, II e III, com base em padrões de perfil eletroforético de isoenzimas e 

sequências de DNA ribossomal (rDNA). Posteriomente Tavanti e colaboradores 

(2005) reclassificaram os grupos I, II, e III, como Candida parapsilosis, Candida 

orthopsilosis e Candida metapsilosis, respectivamente, por considerarem as 

características genéticas apresentadas serem o suficiente para lhes conferirem o 

status de espécie. A análise da sequência polimórfica dos genes COX 3 (citocromo 

oxidase), SADH (secondary alcohol dehydrogenase) e SYA 1 (putative alanyl tRNA 

synthetase) determinou três grupos distintos entre os isolados clínicos avaliados. 

Com o propósito de manter as espécies do complexo relacionadas, devido a 

altíssima similaridade entre elas, os autores usaram conceitos da química orgânica 

para nomeclatura de compostos. Escolheram os prefixos “orto”, “meta” e “para”, por 

indicarem as posições do carbono em um anel benzênico, e mantiveram a 
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denominação psilosis (TAVANTI et al., 2005).  

Espécies do complexo C. parapsilosis, também denominadas C. 

parapsilosis lato sensu, formam colônias brancas e cremosas, podendo apresentar 

morfologia variável, apresentando-se brilhante, lisa ou rugosa. Estas espécies não 

formam hifas verdadeiras, mas são capazes de diferenciação em pseudohifas 

(revisado por NOSEK et al., 2009). A identificação das espécies do complexo C. 

parapsilosis é dependente do emprego de métodos moleculares, uma vez que os 

testes fenotípicos não são capazes de diferenciá-las (ABI-CHACRA et al., 2013). 

Dentre as três espécies, C. parasilosis stricto sensu é responsável 

pela maioria das infecções. Esta espécie apresenta distribuição geográfica mais 

ampla, além de ser mais facilmente transmitida comparativamente as outras duas 

espécies do complexo C. parapsilosis. C. orthopsilosis é menos frequente embora 

seja capaz de colonizar e causar infecções em diferentes sítios anatômicos, já à 

incidência de C. metapsilosis é rara entre isolados clínicos (THIERRY et al., 2011).  

Estudos relacionados às espécies do complexo C. parapsilosis 

demonstram que apesar do alto grau de similaridades entre elas, estas espécies 

apresentam diferenças nos perfis de virulência, bem como nas taxas de frequências 

em estudos epidemiológicos (revisado por CANTÓN et al, 2011). 

Segundo Németh e colaboradores (2013), diferenças significativas 

foram encontradas entre as espécies do complexo C. parapsilosis quanto a 

produção de protease, lipase e na habilidade de formar pseudohifas, importantes 

fatores de virulência durante a patogênese.  

Variações no potencial de virulência também têm sido observadas 

entre as espécies do complexo C. parapsilosis. Um estudo in vitro usando células 
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microgliais demonstrou que C. metapsilosis foi a menos virulenta comparativamente 

as outras duas espécies do complexo (ORSI et al., 2010). Gácser et al. (2007) 

também descreveram C. metapsilosis como menos patogênica empregando tecidos 

epiteliais reconstituídos. A caracterização de C. metapsilosis como menos 

patogênica foi confirmada empregando o modelo invertebrado de Galleria mellonella 

(GAGO et al., 2014). Segundo estes autores, não foi observada diferença na 

virulência entre C. parapsilosis e C. orthopsilosis neste modelo. 

De acordo com Cantón e colaboradores (2011) as diferenças na 

distribuição das espécies do complexo C. parapsilosis nos casos de candidemia  

confirmam a importância do complexo nas infecções sanguíneas. Enquanto  C. 

parapsilosis stricto sensu foi a espécie mais comumente isolada em todas as 

unidades médicas estudadas, não houve casos de candidemia em pacientes 

pediátricos ou na UTI (Unidade de terapia intensiva) neonatal associados a C. 

metapsilosis e C. orthopsilosis, apesar de terem sido mais frequentes em UTIs.   

 

3.2 EPIDEMIOLOGIA DE CANDIDEMIA 

 

A distribuição epidemiológica das candidemias geralmente está 

relacionada a localização geográfica, e características do hospital, assim como 

fatores intrínsecos a condição de cada paciente (PFALLER et al., 2011;  revisado por 

GUINEA, 2014). 

Infecções hematogênicas por C. parapsilosis stricto sensu vem se 

destacando por sua incidência principalmente em unidades de terapia intensiva 

(UTIs), sendo frequentemente associadas ao uso de dispositivos médicos, que são 

vitais para os cuidados com o paciente, porém ao romperem a barreira anatômica 



 

 

 
 

 

 

17 

atuam também como fator de risco para infecções (HOFFMAN-SANTOS et al., 

2013).  

As candidemias são frequentemente relacionadas com altas taxas de 

mortalidade, de 50 a 85% em pacientes de UTI (DOI et al., 2016; NUCCI et al., 

2013), com altos impactos para os sistemas de saúde em decorrência da dificuldade 

de identificação principalmente das espécies de não-Candida albicans, 

consequentemente tornando o tratamento dificultado dada a responsividade 

diferenciada de algumas espécies a determinados antifúngicos. 

C. albicans é a espécie mais prevalente em candidemias. No 

entanto, nas últimas décadas sua incidência vem diminuindo, em contraponto a 

emergência dentre as espécies de Candida não-albicans. A mudança neste padrão 

de distribuição das espécies pode estar relacionada com o uso indiscriminado de 

antibióticos de amplo espectro (AQUINO et al., 2005), o tratamento profilático com 

fluconazol (LEE et al., 2016), o aumento do número de pacientes com doenças 

hematogênicas e outras doenças imunossupressoras, bem como o avanço das 

técnicas de identificação destas espécies que acabam por evidenciar a frequência 

das mesmas (DIEKEMA et al., 2012; PFALLER, 2012).  

Segundo registros do estudo de vigilância antifúngica global 

(ARTEMIS DISK), abrangendo 127 centros médicos de 39 países, foram 

identificadas cinco espécies como responsáveis por 92% dos casos de candidemia. 

C. albicans correspondeu a 62% dos casos, sendo 30% distribuídos entre C. 

parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis, e Candida krusei (revisado por 

GUINEA, 2014). 
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Segundo revisado por Yapar (2014) a incidência de C. albicans nos 

Estados Unidos na década de 90 era de 48,9%. Esta proporção diminuiu para 38%, 

no período de 2008-2011, ocorrendo um aumento gradual da proporção de C. 

tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata.  Países da América Latina demonstram 

também a espécie C. albicans como a mais frequente nas candidíases invasivas, 

porém nota-se que a C. glabrata não é tão comum como na América do Norte, onde 

o tratamento profilático com fluconazol não é usual como na America Latina.                    

O maior levantamento de dados realizados a respeito de infecções 

fúngicas oportunistas na América Latina, revisado por Nucci e colaboradores (2010), 

evidenciou que dentre as espécies não-C. albicans, os agentes etiológicos mais 

frequentes são C. parapsilosis e C. tropicalis, em contraste a maior incidência de C. 

glabrata nos Estados Unidos. 

Estudo epidemiológico realizado no Brasil por Doi e colaboradores 

(2016) apontam espécies de Candida como sétima causa de infecções sanguíneas 

dentre todos patógenos avaliados, C. parapsilosis se destaca em primeiro lugar 

dentre as espécies não-C. albicans. 

Dados epidemiológicos de candidemia no Brasil, ranqueiam C. 

albicans com 40,9% dos casos, seguido pela C. tropicalis (20,9%) e C. parapsilsosis 

(20,4%), tendo C. glabrata em 4,9% dos casos (COLOMBO et al., 2006). Segundo 

revisado por Yapar (2014), esse padrão de distribuição das espécies parece se 

manter na América do Sul. 

Dentre as espécies do complexo C. parapsilosis, a espécie C. 

parapsilosis stricto sensu vem sendo descrita como a mais prevalente em 
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candidemias (LOCKHART et al., 2008; GONÇALVES et al., 2010; BONFIETTI, et al. 

2012; PINHATI et al., 2016). 

No Brasil em um estudo multicêntrico foi demonstrado que do total 

de 141 isolados sanguíneos do complexo C. parapsilosis reidentificados, 88% 

compreendeu C. parapsilosis stricto sensu, 9% C. orthopsilosis e 3% C. metapsilosis 

(GONÇALVES et al.,  2010). 

Em Pernambuco, nordeste brasileiro, Hinrichsen e colaboradores 

(2009) identificaram 1.279 isolados, no período de 2003 a 2006, originários de dois 

hospitais terciários. Houve o predomínio da espécie C. albicans, seguida pelas 

espécies C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e Candida guillermondii. 

Dentre as infecções sanguíneas, a espécie C. parapsilosis foi a mais frequente em 

um dos hospitais avaliados, e segunda mais frequente no outro.   

Em estudo realizado no Ceará, ainda na região nordeste, Medrano e 

colaboradores (2006) avaliaram 50 hemoculturas de um hospital terciário no período 

de 2000 a 2002. A espécie C. parapsilosis foi a mais frequente, e os fatores 

predisponentes apontados pelos autores foram: antibióticoterapia prévia, uso de 

cateter venoso central, nutrição parenteral, sonda gástrica ventilação mecânica e 

procedimento cirúrgico. Dentre os casos que cumpriram os pré-requisitos do estudo, 

a taxa de mortalidade chegou a 62%. 

Em levantamento epidemiológico de candidemias realizado por 

Chang e colaboradores (2008) em hospital universitário de cuidados terciários na 

região centro-oeste brasileiro foi identificado como espécies prevalentes, 

respectivamente, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. Os autores 

evidenciaram também, que os extremos de idade, o uso de antibacterianos, e 
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equipamentos médicos que rompem a barreira anatômica; foram os principais 

fatores de risco para candidemias.  

Aquino e colaboradores (2005) analisaram episódios de candidemia 

na região sul do Brasil, o padrão de distribuição das espécies se mantém, sendo C. 

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis como mais prevalentes. Os autores 

ressaltaram a alta proporção de candidemias em pacientes internados em unidades 

médicas (40%), possivelmente pela escassez de leitos de UTIs em hospitais de 

cuidados terciários brasileiras, ocorrendo então o redirecionamento para outros 

setores (não-UTIs) apesar das condições instáveis que esses pacientes se 

encontravam. 

Em estudo realizado no Hospital Universitário de Londrina, por Costa 

e colaboradores (2014), a espécie C. tropicalis (30,5%) prevaleceu como agente 

etiológico de candidemias, seguidas por C. albicans (28,7%) e C. parapsilosis stricto 

sensu (24,1%). Os autores relataram também um alto índice de isolados de C. 

parapsilosis stricto sensu resistentes ao fluconazol (27%), sendo que para as 

espécies C. albicans e C. tropicalis tiveram índices de resistência para o mesmo 

antifúngico de 3,7% e 3,2% respectivamente. Neste estudo realizado no HU de 

Londrina, 100% dos isolados do complexo C. parapsilosis compreendeu C. 

parapsilosis stricto sensu, baseado na avaliação de primer específico para espécie 

(COSTA et al., 2014). 

 

3.3 BIOFILME DE CANDIDA PARAPSILOSIS 

 

Para que a infecção por espécies do gênero Candida se estabeleça 

é necessário primeiramente que ocorra a adesão para a colonização inicial no 
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hospedeiro. Além da capacidade de adesão em superfícies bióticas no hospedeiro, 

algumas espécies de Candida são capazes de formar biofilmes em superfícies 

abióticas, como equipamentos médicos, sendo um grande obstáculo no tratamento 

de candidemias (LATIFF et al., 2009; revisado por SILVA et al., 2011; BRILHANTE 

et al., 2014). Desta forma, biofilmes são considerados um dos principais fatores de 

virulência em espécies patogênicas de Candida. 

Biofilmes fúngicos são comunidades celulares fortemente 

associadas entre si e à um substrato. São estruturalmente formadas por células 

leveduriformes e pseudohifas envoltas em matriz extracelular polimérica que permite 

a circulação de nutrientes, a troca de metabólitos, e a sinalização intercelular 

(quorum sensing) (TREVIÑO-RANGEL, 2015). A organização estrutural do biofilme 

confere resistência intrínseca aos agentes antifúngicos e à defesa imunológica do 

hospedeiro. Dentre os mecanismos responsáveis pela resistência do biofilme aos 

antifúngicos estão a densidade celular, superexpressão do alvo da droga, resistência 

mediada pelas bombas de efluxo, e a presença da matriz extracelular (revisado por 

RAMAGE et al., 2012). 

O desenvolvimento de biofilme por espécies de Candida consiste em 

diversas fases. A primeira fase compreende a adesão das células fúngicas ao 

substrato, seguido de uma fase de filamentação e proliferação das células que 

resultam em múltiplas camadas. Na próxima fase tem-se a maturação que 

compreende uma rede complexa de células incorporadas a matriz extracelular. Por 

fim, há a dispersão das células (SENEVIRATNE et al., 2008; TOURNU et al., 2012). 

Segundo a literatura, a capacidade de C. parapsilosis em produzir 

biofilme é linhagem-dependente (SILVA et al., 2009; PANNANUSORN et al., 2013); 
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além disso, C. parapsilosis apresenta prevalência de formação de biofilmes em 

dispositivos médicos e cateteres intravenosos, comparativamente a outras espécies 

fúngicas (TROFA et al., 2008). 

 Infecções por C. parapsilosis vem sendo associadas com sua 

capacidade de formar biofilme. Segundo Nosek e colaboradores (2009) a formação 

de biofilme por isolados de C. parapsilosis é favorecida pela presença de alta 

concentração de glicose e lipídeos, sendo associada a pacientes com infecções 

sanguíneas que recebem nutrição parenteral. Segundo revisão epidemiológica 

realizada por Dreesen e colaboradores (2012) dentre as infecções fúngicas 

relacionadas a pacientes que recebiam nutrição parenteral C. parapsilosis foi a mais 

prevalente, relacionado aos nutrientes que compõe essas fórmulas de nutrição 

parenteral e ao rompimento da barreira anatômica, pois são administradas via 

cateteres venosos centrais ou periféricos. 

Biofilme de C. parapsilosis apresenta-se delgado e pouco 

estruturado, sendo constituído por agregados de blastoconídeos e pseudohifas e 

presença de matriz extracelular contendo quantidades elevadas de carboidratos 

(SILVA et al., 2009).  

A adesão das células pode ser mediada por interações não 

específicas como a hidrofobicidade e forças eletrostáticas entre as células; e 

também por interações específicas mediadas por adesinas (RAMAGE et al., 2005; 

SENEVIRATNE et al., 2008). Segundo Panagoda et al. (2001), a adesão de C. 

parapsilosis à células epiteliais e superfície acrílica está associada com interação 

hidrofóbica célula-superfície. 
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A resistência intrínseca a antifúngicos é uma das principais 

preocupações de importância clínica que o biofilme representa. Diversos 

mecanismos, além da organização estrutural do biofilme, estão relacionados com a 

resistência das espécies de Candida ao tratamento e ao sistema imunológico do 

hospedeiro. Dentre os mecanismos relacionados à resistência do biofilme ao 

antifúngicos estão a alta densidade celular, a presença de matriz extracelular, 

superexpressão do alvo da droga e a presença de células persistentes (revisado por 

RAMAGE et al., 2012; SILVA et al., 2017) 

A alta densidade celular presente no biofilme é um fator diferencial 

na resistência a antifúngicos. Perumal et al. (2007) demonstraram que células 

ressuspendidas (em concentrações celulares 103 UFC mL-1) de biofilme de isolados 

sensíveis ao fluconazol apresentaram a mesma suscetibilidade de células 

planctônicas, já quando a densidade celular foi avaliada com a concentração celular 

108 UFC mL-1 as células ressuspendidas do biofilme apresentaram o mesmo perfil 

de suscetibilidade do biofilme (PERUMAL et al., 2007). 

A presença de matriz extracelular confere proteção contra o sistema 

imune do hospedeiro e também a agentes antifúngicos. Al-Fattani e colaboradores 

(2004) descreveram que a matriz extracelular do biofilme atua dificultando a 

penetração e difusão dos antifúngicos. Estudos recentes tem demonstrado a 

importância da composição química da matriz na resistência a antifúngicos (TAFF et 

al., 2012; MITCHELL et al., 2013). O principal carboidrato presente na matriz 

extracelular o beta-1,3 glucano tem sido relacionado com o sequestro do fluconazol. 

Nett e colaboradores (2007) demonstraram que células de biofilme apresentam de 4 

a 5 vezes mais azóis associados que as células planctônicas (NETT et al., 2007). 
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Células persistentes são variantes latentes das células regulares do 

biofilme que apresentam alta tolerância a antifúgicos. Quando há a morte das 

células regulares em resposta ao tratamento, as células persistentes sobrevivem se 

tornam ativas e são capazes de formar biofilme com uma nova subpopulação a partir 

dessas células (LAFLEUR et al., 2006; revisado por LEWIS, 2010). Al-Dhaheri e 

Douglas (2008) descreveram a presença desta subpopulação de células 

persistentes em biofilme de C. parapsilosis.  

 

3.4 RESISTÊNCIA DE CANDIDA PARAPSILOSIS A ANTIFÚNGICOS 

 

A resistência microbiana a antifúngicos é considerada quando há menor  

suscetibilidade  do patógeno a determinado antifúngico testado por método in vitro. 

Um dos métodos para a determinação da suscetibilidade compreende a 

microdiluição em caldo, regulamentado pelo EUCAST - European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing, que determina as condições e as concentrações 

limítrofes para a definição de resistência microbiana para grande parte dos 

antifúngicos de uso clínico (EUCAST, 2008, 2017). 

A classificação dos medicamentos utilizados no tratamento de infecções 

fúngicas se dão conforme seu sítio de ação sobre as células. Dentre as classes 

utilizadas estão os polienos, azóis, equinocandinas, e os nucleosídeos análogos 

(CLSI, 2002;  revisado por ANDES, 2003).  

Para o tratamento de candidemias o fluconazol está entre os antifúngicos 

mais utilizados (revisado por ANDES et al., 2012). Os azóis impedem a demetilação 

do lanosterol pela inibição da enzima 1,4 α-demetilase, do citocromo P-450, 

interrompendo a via para biossíntese do ergosterol. O ergosterol é um componente 
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da estrutura da membrana fúngica, com função similar ao colesterol animal de 

manter a fluidez e a integridade da membrana. A interrupção da biossíntese leva ao 

esgotamento do ergosterol e o acúmulo de precursores tóxicos, o que resulta na 

formação de uma membrana com estrutura e funções alteradas. Sendo então 

classificados como fungistáticos para Candida spp. (revisado por GHANNOUM e 

RICE, 1999; revisado por RUIZ-CAMPS e CUENCA-ESTRELLA, 2009). 

A atividade fungistática do fluconazol para Candida predispõe à 

população sobrevivente a evolução para resistência a esse antifúgico (revisado por 

COWEN, 2008). Alterações no gene responsável pela biossíntese do ergosterol são 

observadas em espécies resistentes ao fluconazol ocorrendo a superexpressão do 

alvo da droga ou alteração no alvo da droga (ROSSIGNOL et al., 2009), bem como 

nos genes relacionados às bombas de efluxo (SILVA et al., 2011), sendo que a 

superexpressão desse gene diminui a concentração da droga dificultando assim sua 

ação. 

A ocorrência de resistência a antifúngicos tem se apresentado como um 

grande obstáculo no tratamento de candidemias. Alguns dos mecanismos 

apresentados por espécies de Candida envolvem alterações na via metabólica do 

ergosterol e a superexpressão do gene ERG (Ergosterol biosynthesis) 11 que está 

relacionado com a síntese da enzima 1,4 α-demetilase. Alterações no gene ERG 11 

podem resultar em menor afinidade da 1,4 α-demetilase ao fluconazol, diminuindo 

consequentemente sua atividade. Outro mecanismo também observado é a indução 

das bombas de efluxo pela superexpressão dos genes CDR (Candida drug 

resistance) 1 e MDR (Multidrug resistance) 1, que diminui a concentração da droga 

dentro da célula fúngica diminuindo assim sua ação ( revisado por PFALLER, 2012) 
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(SOUZA et al., 2015). 

Há também a ocorrência de resistência primária ou intrínseca, que é 

considerada quando toda a espécie é resistente a determinado antifúgico, que é 

observada no caso de C. krusei e C. glabrata (revisado por MAUBON et al., 2014). 

Em levantamento epidemiológico realizado por nosso grupo todos os isolados e C. 

krusei e C.glabrata  foram resistentes ao fluconazol (COSTA et al., 2014).  

Já os casos de resistência secundária ou adquirida, são 

considerados quando espécie anteriormente suscetível apresenta resistência após 

exposição a determinado antifúngico, como encontrado por Costa e colaboradores 

(2014) onde 26,9%  dos isolados de C. parapsilosis foram resistentes ao fluconazol. 

Diante deste preocupante cenário de resistência a antifúngicos a 

busca por novos compostos vem sendo avaliada criteriosamente. O flavonóide 

baicaleína é um composto natural que tem demonstrado atividade antifúngica 

promissora (CAO et al., 2008; DAI et al., 2009; SERPA et al., 2012). 

 

3.4.1 Baicaleína 

 

Baicaleína é um dos principais compostos existentes na raíz de 

Scutellaria baicalensis, uma planta utilizada há séculos na medicina tradicional 

chinesa (SHIMIZU, 2004). Trata-se de um flavonóide que vem sendo alvo de 

estudos por sua alta bioatividade, tais como, anticancerígeno (revisado por LIU et al., 

2016), antibacteriano (JANG, et al., 2014), antiviral (JOHARI et al., 2012) e 

antifúngico em espécies do gênero Candida (CAO et al., 2008; HUANG et al., 2008; 

DAI et al., 2009; KANG et al.,2010, FU et al., 2011; SERPA et al., 2012; 

KVASNICKOVA et al., 2015). 
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A atividade antifúngica da baicaleína foi relatada pela primeira vez 

no gênero Candida por Cao e colaboradores (2008) em biofilme formado por C. 

albicans. Os autores relataram inibições superiores a 70% quando comparado ao 

seu controle, e apontaram também a inibição da formação de hifas verdadeiras, 

demonstrando uma arquitetura pouco estruturada, com predominância de leveduras 

e pseudohifas.  

A atividade da baicaleína sobre células planctônicas de C. albicans 

foi relatada por Huang e colaboradores (2008).  Isolados fluconazol-resistente foram 

avaliados, apresentando resultados satisfatórios. Foi encontrada atividade sinérgica 

da baicaleína com fluconazol, sendo demonstrado pela diminuição dos valores de 

concentração inibitória mínima (CIM). Os autores descreveram também a ação 

fungistática do flavonóide baseado em curva de tempo de morte, e a redução da 

atividade das bombas de efluxo por substrato fluorescente da baicaleína isolada, e 

maior redução quando combinada com o fluconazol. 

Dai e colaboradores (2009) relataram a indução de apoptose em C. 

albicans, pela exposição à baicaleína. Posteriormente Fu e colaboradores (2011) 

demonstraram que a atividade sinérgica da anfotericina B com a baicaleína acelera a 

indução de apoptose em células de C. albicans.  Em contrapartida, Kang e 

colaboradores (2010) ao avaliar a ação da baicaleína em C. krusei, não detectaram 

a presença de mecanismos indicadores de apoptose, como a presença de espécies 

reativas de oxigênio e fragmentação de DNA, apesar do flavonóide ter apresentado 

melhor atividade antifúngica em C. krusei  em comparação a espécie de C. albicans.  

Serpa e colaboradores (2012) descreveram pela primeira vez a ação 

da baicaleína em células planctônicas de C. parapsilosis e C. tropicalis. O perfil de 
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suscetibilidade variou entre as espécies avaliadas, sendo que os isolados de C. 

tropicalis foram menos suscetíveis comparados a espécies de C. albicans e C. 

parapsilosis. Os autores também relataram atividade sinérgica do fluconazol com a 

baicaleína sobre C. parapsilosis, e reportaram também a diminuição da viabilidade 

celular das três espécies estudadas quando expostas à baicaleína.   

Kvasnickova e colaboradores (2015) descreveram pela primeira vez 

a ação da baicaleína em células sésseis de C. parapsilosis e C. krusei.  O flavonóide 

apresentou ação tanto em biofilme formado como na redução de sua adesão em 

superfície de poliestireno, relatando também que mesmo em concentrações baixas, 

o composto apresentou alguma atividade em biofilme formado por isolados de C. 

parapsilosis e C. krusei.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

 

Neste estudo foram avaliados 14 isolados sanguíneos (44, 65, 117, 

122, 185, 230, 262, 275, 288, 357, 390, 450, 471 e 551) de Candida parapsilosis 

stricto sensu (COSTA et al., 2014). A cepa padrão C. parapsilsosis (ATCC 22019) foi 

incluída em todos os ensaios de suscetibilidade. 

Os isolados estão armazenados a -20 °C em Sabouraud dextrose 

(extrato de levedura 0.25 %, peptona 1 %, dextrose 4 %) de glicerol 20 %, sendo 

estes integrantes da coleção de isolados de Candida spp. do Laboratório de 

Fisiologia e Biologia Molecular de Fungos da Universidade Estadual de Londrina. 

 

4.2 PREPARO DA SOLUÇÃO E MEIO DE CULTURA COM FLUCONAZOL E BAICALEÍNA 

 

Para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) do 

fluconazol (Sigma Aldrich) e da baicaleína (Sigma Aldrich) as soluções estoque 

foram preparadas em dimetilsulfóxido (DMSO), esterilizadas por filtragem. As 

concentrações dos respectivos compostos utilizados no presente estudo foram 200 

vezes superiores em relação à série de diluição utilizada no ensaio (Antifungal 

Susceptibility Testing Subcommittee of the European Committee on Antibiotic 

Susceptibility Testing - AFST - EUCAST, 2008). As soluções estoque foram 

mantidas a – 80 °C até o preparo das placas para microdiluição. 

Para a avaliação da atividade de baicaleína e fluconazol sobre 

células pré-aderidas e de biofilme, foram empregadas as concentrações de 4, 8, 16 

e 200 µg mL-1 e 4, 200, 400 e 800 µg mL-1, respectivamente. A baicaleína e o 
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fluconazol foram acrescentados em RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 

com L – glutamina, sem bicarbonato de sódio e sem adição de vermelho de fenol. A 

concentração original de 0,2 % de glicose foi alterada para 2 %. O meio foi 

tamponado com ácido 3-(N-morfolino) propanosulfônico (MOPS) em concentração 

final de 0,165 mol/L (EUCAST, 2008). O pH do meio foi ajustado para 7,0 com NaOH 

1 M e em seguida foi esterilizado por meio de filtração em membrana 0,2 µm e 

armazenados a 4 ºC.  A concentração final do diluente DMSO correspondeu a 

concentração < 1 % do total do volume testado. 

 

4.3 ANÁLISE DA ATIVIDADE ISOLADA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEÍNA EM CÉLULAS 

PLANCTÔNICAS  

 

Para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) do 

fluconazol e da baicaleína foi utilizada a técnica de microdiluição em caldo, proposta 

pelo AFST – EUCAST, 2008. 

As diluições seriadas dos compostos foram distribuídas em 

microplacas de 96 poços e armazenadas a –80 °C. As concentrações utilizadas 

foram de 0,125 - 64 µg mL-1 para o fluconazol e de 0,5 - 256 µg mL-1 para 

baicaleína. 

Os isolados foram cultivados a partir de soluções-estoque, em 

Sabouraud dextrose ágar por 24 h a 37 °C. A concentração celular  de  2,5 x 105 

UFC mL-1 foi obtida em solução salina a 0,85 % (p / v), foi adicionada a alíquota de 

200 μL por poço, as microplacas de 96 poços foram incubadas por 24 h a 37 °C, 

sem agitação. 
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Os ensaios foram realizados em triplicada e as médias da 

Concentração Inibitória mínima (CIM) foram calculadas, após a mensuração por 

espectrofotometria em densidade ótica de 450 nm. Para baicaleína foram 

considerados os valores de CIM50, ou seja, a menor concentração da droga capaz 

de inibir 50 % do crescimento fúngico quando comparado ao controle sem 

tratamento. 

Interpretações dos pontos de corte para o fluconazol foram 

realizadas segundo recomendações do EUCAST.  Resistência ao fluconazol foi 

considerada aos isolados de C. parapsilosis que apresentaram CIM50 ˃ 4 μg mL-1 

(RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2008).  

 

4.4 ANÁLISE DA ATIVIDADE COMBINADA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEÍNA SOBRE CÉLULAS 

PLANCTÔNICAS 

 

A avaliação da ação combinada do fluconazol com a baicaleína foi 

baseado no teste de checkerboard segundo o método de microdiluição em caldo, 

proposta pelo EUCAST (AFST - EUCAST, 2008). 

O fluconazol e a baicaleína foram adicionados em RPMI 1640, 

conforme descrito no item 4.2. Os compostos foram preparados em concentração 4 

vezes superior a concentração inicial e os ensaios foram realizados em placa de 

microtitulação. Um total de 50 μL de cada concentração de baicaleína  foi adicionado 

da linha A até H e as concentrações de fluconazol foram adicionadas da coluna 2 

até 11. Na coluna 1 referiu-se ao controle de esterilidade onde foram adicionados a 

cada poço 100 μL de água destilada e 100 μL do meio de cultivo. Na coluna 12 foi 
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realizado o controle de positivo, contendo apenas o meio de cultivo com o respectivo 

inóculo. 

Após a adição de 100 μL do inóculo padronizado conforme descrito 

no item 4.3 (2,5 x 105 UFC mL-1), as concentrações finais dos compostos foram de 

16 μg mL-1 – 0,031 μg mL-1 para o fluconazol, e de 16 μg mL-1 – 0,125 μg mL-1 para 

baicaleína. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e as leituras 

espectrofotométricas realizadas em 450nm. Os experimentos foram realizados em 

duplicata, com três repetições de testes independentes e as médias da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) foram calculadas. Foi considerado o CIM50 

como sendo a menor concentração da droga capaz de inibir em 50 % do 

crescimento fúngico detectável pela técnica de leitura de densidade ótica com 

relação ao controle positivo. 

A interação dos compostos foi interpretada com base no índice FIC 

(Fractional Inhibitory Concentration Index), que foi calculado segundo a fórmula FICI 

= (Ac / Ai) + (Bc / Bi), onde Ac e Bc correspondem aos CIMS das drogas A e B em 

combinação e Ai e Bi referem-se aos CIMs das drogas A e B testadas de forma 

isolada. A interação dos compostos foi definida como: sinergismo (FICI ≤ 0,5), 

indiferente (FICI > 0,5 ≤ 4) ou antagonista (FICI > 4) (ODDS, 2003). 

 

4.5 ANÁLISE DA ATIVIDADE DE FLUCONAZOL E BAICALEÍNA SOBRE CÉLULAS PRÉ-ADERIDAS E 

BIOFILME 

 

4.5.1 Formação de biofilme in vitro 
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A formação de biofilmes pelos isolados de C. parapsilosis stricto 

sensu foi realizada segundo Pierce e colaboradores (2008), com adaptações.  

Para o preparo do crescimento fúngico, uma alíquota 100 μL de 

cada isolado a partir de solução-estoque, foi inoculada em 5 mL de meio YPD (Yeast 

Peptone Dextrose – extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%) caldo, 

seguido de incubação por 24 h, em 180 rpm a 37 °C. Após este período, as células 

foram sedimentadas por centrifugação a 2000 rpm por 10 minutos e ressuspendidas 

com 3 mL de  RPMI 1640.  

 A contagem celular foi realizada em hemocitômetro e a suspensão 

padronizada em 1 x 107 céls mL-1 de RPMI. Para crescimento do biofilme foram 

cultivados  200 μL da suspensão padronizada em placa de microtitulação de 

poliestireno de 96 poços e fundo chato. As placas foram mantidas a 37°C, sem 

agitação.  

A atividade do fluconazol e da baicaleína foram avaliadas em duas 

etapas do desenvolvimento do biofilme, em células pré-aderidas (90 minutos de 

adesão) e no biofilme com 48 horas de crescimento, as células pré-aderidas e o 

biofilme foram expostos aos respectivos tratamentos por 24 horas. Os ensaios foram 

realizados em triplicata com três repetições independentes. 

 

4.5.2 Análise da atividade metabólica de células pré-aderidas e biofilme 

 

As células foram obtidas como descrito anteriormente. Para células 

pré-aderidas, após 90 minutos de incubação os poços foram lavados por duas vezes 

com PBS 1x (Tampão fosfato salino) para remoção de células não aderidas. A 

atividade metabólica foi avaliada pelo ensaio semi-quantitativo e colorimétrico da 
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redução do XTT  [2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-2-H-tetrazolium-5-

carboxanilide]. As reações são catalisadas por desidrogenases mitocondriais das 

células viáveis presentes (Pierce et al., 2008). Para tanto, o meio de cultivo foi 

retirado e uma alíquota de 100 μL de XTT / menadiona 1μM foi adicionado a cada 

poço. A placa foi mantida ao abrigo da luz por 3 h a 37 °C. Após incubação 80 μL do 

sobrenadante de reação foi transerido para nova placa e lido por espectrofotometria 

em densidade ótica a 490 nm. 

A atividade metabólica do biofilme foi avaliada após 72h, sob as 

mesmas condições descritas para as células pré-aderidas. 

A categorização da atividade metabólica em alta, intermediária ou 

baixa para células pré-aderidas e para os biofilmes foram dados por quartis segundo 

Sherry e colaboradores (2014), onde,  valores de absorbância acima do terceiro 

quartil foram considerados de alta atividade metabólica, entre o primeiro e o terceiro 

quartil foram os de atividade metabólica intermediária, e valores de absorbância 

menores que o primeiro quartil para baixa atividade metabólica. 

 

4.5.3 Análise da atividade do fluconazol e baicaleína em células pré-aderidas 

 

As células foram obtidas como descrito no item 4.5.1. Após 90 

minutos incubação, os poços passaram por duas lavagens com PBS para remoção 

das células não aderidas.  

As células aderidas foram tratadas com 200 μL das soluções da 

baicaleína e do fluconazol isoladamente, ambos nas concentrações 4, 8, 16 e 200 

μg mL-1,  a placa foi reincubada por 24 h a 37 °C .  

A atividade do fluconazol e da baicaleína em células pré-aderidas foi 
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determinada  pelo ensaio colorimétrico e semiquantitativo da redução de XTT.  

Após tratamento, as células pré-aderidas tratadas e não tratadas 

(controle) foram lavadas duas vezes com PBS para remoção de células não 

aderidas, e 100 μL de soluções de XTT foram adicionadas aos poços.  A placa foi 

mantida ao abrigo da luz, por 3 h a 37 °C. Uma alíquota de 80 μL do sobrenadante 

da reação foi transferida para nova placa e lida por espectrofotometria em 490 nm.  

 

4.5.4 Análise da atividade do fluconazol e baicaleína em biofilme 

 

Biofilmes foram obtidos como descrito no item 4.5.1. Após incubação 

por 24 h a 37 °C, 100 µL do meio de cultura de cada poço foram substituídos pelo 

mesmo volume do mesmo meio de cultura fresco, e reincubados sob mesmas 

condições por 24 h, totalizando 48 h de desenvolvimento. 

 As células não aderidas foram removidas com duas lavagens com 

PBS antes de serem tratados com 200 μL das soluções de baicaleína, e do 

fluconazol isoladamente nas concentrações 4, 200, 400 e 800 μg mL-1 sendo então 

incubados durante 24 h a 37 °C. 

A atividade biofilme foi determinada pelo ensaio semi-quantitativo 

colorimétrico de redução do XTT conforme descrito no item 4.2.3. 

A concentração inibitória mínima do biofilme (CIMB), e a 

concentração inibitória na adesão (CIMA) foram consideradas como a redução em 

50 % na absorbância quando comparados ao biofilme sem tratamento. A CIMB e o 

CIMA foram determinadas pelos valores de absorbância baseado na fórmula a 

seguir (RAJASEKHARAN, RAMESH e BAKKIYARAJ, 2014): 

Inibição do biofilme (%) = [(DO490nm Controle - DO490nm Tratamento)/ DO490nm 
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Controle)] x100. 

 

4.6 ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DE CÉLULAS PLANCTÔNICAS EM PRESENÇA DE FLUCONAZOL 

E BAICALEÍNA NAS CONCENTRAÇÕES DE CIM50 

 

A avaliação do efeito do fluconazol e da baicaleína  na estrutura e no 

arranjo celular dos isolados de C. parapsilosis stricto sensu 65 e 357 foi realizada 

por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV).  

As células foram obtidas do cultivo de 24 h.  A suspensão celular 

padronizada em 2,5 x 105 UFC mL-1, foram expostas aos compostos nas 

concentrações de CIM50 para os compostos isolados e em combinação, bem como o 

controle sem tratamento foram incubados durante 24 h a 37 °C.  

As células foram sedimentadas por centrifugação a 2000 rpm 

durante 5 minutos, sendo ressuspendidas em 50 μL da solução fixadora de 

glutaraldeído  2% (v / v) em tampão fosfato 0,1 mol L-1 , sendo aderidas em lamínula 

revestida com Poli-L-lisina 0,1 % por 1 h em temperatura ambiente, após período de 

adesão foi adicionado 450 μL da solução fixadora e mantidas em temperatura 

ambiente durante 18 h. Após fixação as células foram lavadas com tampão fosfato 

0,1 mol L-1 e pós fixadas com tetróxido de ósmio 1 % (p / v) em tampão fosfato  0,1 

mol L-1 por 1 h em temperatura ambiente ao abrigo da luz.  

As células foram lavadas novamente com tampão fosfato 0,1 mol L-1, 

e submetidas a uma série de lavagens em concentrações crescentes de etanol 30 

%, 50 %, 70 %, 90 % e 100 %. Após desidratação alcoólica, as células passaram por 

secagem química com hexamethyldisilazane (HMDS) durante 5 minutos em 

temperatura ambiente. Em seguida foram revestidas com ouro (SputterCoater SDC 
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050 – BALTEC) e observadas em microscópio eletrônico de varredura (FEI Quanta 

200). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 AÇÃO ANTIFÚNGICA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEÍNA EM CÉLULAS PLANCTÔNICAS 

 

A ação inibitória do fluconazol e da baicaleína sobre os isolados 

sanguíneos de C. parapsilosis stricto sensu e a cepa padrão ATCC 22019 está 

apresentada na Tabela 1.  

Dentre os isolados avaliados, um total de 8 isolados (44, 65, 122, 

230, 288, 450, 471 e 551) foram suscetíveis ao fluconazol e 6 isolados (117, 185, 

262, 275, 357, 390) foram resistentes ao fluconazol. Os isolados classificados como 

suscetíveis ao fluconazol apresentaram valores de concentação inibitória mínima 

(CIM50) de 0,5 a 2 μg mL-1. Já os isolados classificados como resistentes ao 

fluconazol apresentaram valores de CIM50 de 8 a 16 μg mL-1. A cepa ATCC 22019  

foi classificada como sensível, apresentando valor de MIC50 dentro da faixa 

esperada com base na normativa EUCAST.  

Estudos epidemiológicos têm revelado a ocorrência de C. 

parapsilosis resistente ao fluconazol, incluindo  estudos recentes conduzidos em 

hospitais brasileiros (CANTÓN et al., 2011; PEMÁN et al. 2012; COSTA et al., 2014; 

PINHATI et al., 2016). Estes dados demonstram uma problemática crescente no 

tratamento de candidemias associadas a C. parapsilosis. Desta forma, no presente 

estudo foi avaliada a ação do flavonóide baicaleína de forma isolada e combinada 

com o fluconazol sobre os isolados resistentes e suscetíveis a esta droga.  

Os valores de CIM50 também foram avaliados para baicaleína. Todos 

os isolados resistentes ao fluconazol apresentaram CIM50 de 8 μg mL-1 para a 

baicaleína. Já dentre os isolados sensíveis ao fluconazol, os valores de CIM50 para 
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baicaleína variaram entre 4 - 8 μg mL-1, sendo que a maioria (66,67 %) apresentou 

CIM50 de 4 μg mL-1. 

Os resultados demonstram atividade antifúngica da baicaleína contra 

isolados de C. parapsilosis stricto sensu testados, tanto os suscetíveis quanto os 

resistentes ao fluconazol. Serpa e colaboradores (2012) foram os primeiros a avaliar 

a ação inibitória da baicaleína sobre C. parapsilsosis e descreveram valor de CIM50 

de 13 μg mL-1. Segundo estes autores, a exposição de C. parapsilosis a baicaleína 

resultou em perda de viabilidade, indicando sua atividade candidacida determinada 

pela curva de crescimento (Serpa et al., 2012). No presente estudo, o número de 

isolados avaliados foi ampliado e os dados revelaram suscetibilidade de células 

planctônicas de C. parapsilsosis a este flavonóide.   

O efeito inibitório de baicaleína também foi relatado para outras 

espécies de Candida. Huang e colaboradores (2008) relataram a atividade 

antifúngica da baicaleína, quando isolados de C. albicans foram expostos à 

baicaleína com associação de concentações sub-inibitórias do fluconazol, além da  

ação fungistática do fluconazol  ter aumentado consideravelmente com a adição da 

baicaleína (HUANG et al., 2008). 

Segundo Kang e colaboradores (2010) isolados de C. krusei, 

espécie intrinsecamente resistente ao fluconazol, apresentaram maior 

suscetibilidade á baicaleína, comparativamente a C. albicans fluconazol-suscetível. 

Os autores sugerem que a baicaleína apresenta mecanismo de ação diferenciado 

entre as espécies do gênero Candida (KANG et al., 2010). O efeito inibitório de 

baicaleína contra C. albicans e C. tropicalis também foi observado por Serpa e 

colaboradores (2012), e observado em C. glabrata por Tsang e colaboradores 
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(2015). 

 

5.2 AÇÃO ANTIFÚNGICA COMBINADA DE BAICALEÍNA COM FLUCONAZOL EM CÉLULAS 

PLANCTÔNICAS 

 

Neste estudo foi também avaliada a atividade antifúngica dos 

compostos combinados (fluconazol e baicaleína), como descrito no item 4.4. 

Como pode ser observado na Tabela 1, quando testados de forma 

combinada a maioria dos isolados de C. parapsilsosis stricto sensu apresentou 

redução do valor de CIM50 de 2 a 16 vezes, para pelo menos um dos compostos 

testados. No entanto, a avaliação da interação destes compostos, segundo o índice 

FIC (ODDS, 2003), demonstrou que para a maioria dos isolados (86%), a interação 

do fluconazol com baicaleína na atividade antifúngica foi indiferente (FICI ˃ 0,5 - ≤ 

4.0). Já o sinergismo ocorreu em dois isolados clínicos (14%). Interação de 

antagonismo não foi observada para os isolados avaliados (Tabela 1).   

A interação sinérgica de baicaleína com o fluconazol foi observada 

para o isolado 551 (fluconazol – sensível), sendo que houve redução do valor de 

CIM50 para fluconazol de 0,5 µg mL-1 para 0,25 µg mL-1; e para baicaleína houve 

redução do valor de 8 μg mL-1 para 0,25 μg mL-1. Dentre os isolados resistentes ao 

fluconazol ocorreu sinergismo para o isolado 357, sendo que houve redução do valor 

de CIM50 para fluconazol de 8 µg mL-1 (resistente) para 1 µg mL-1 (sensível); e para 

baicaleína houve redução do valor de 8 µg mL-1 para 0,5 µg mL-1. Estes dados 

sugerem que as interações são isolados-dependentes. 
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Atividade sinérgica do flavonóide baicaleína e do antifúngico 

fluconazol foram observados também por Huang e colaboradores (2008) em C. 

albicans. Segundo estes autores, sinergismo empregando valores de CIM50 de cada 

composto foi observado em 27 dos 30 isolados testados (Huang et al., 2008). Em 

trabalho prévio realizado por nosso grupo, também foi verificada a ocorrência de 

sinergismo com os mesmos compostos, em isolados de espécies de Candida não-C. 

albicans, dentre estes um isolado clínico de C. parapsilosis (SERPA et al., 2012). 

Os valores baixos de CIMs para baicaleína demonstram o potencial 

deste flavonóide como agente antifúngico. Estudos complementares são 

 
 
 
Tabela 1. Valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) de células 
planctônicas para fluconazol e baicaleína (isolados e em combinação) sobre 
isolados clínicos de Candida parapsilosis e a cepa padrão ATCC 22019. 
 

 
CIM 50 

 
Compostos Isolados Compostos combinados   

Isolados a FLC µg ml-1 BE µg ml-1 FLC µg ml-1 BE µg ml-1 FICIb 

Isolados clínicos FLC-S 

44 1 4 0,5 2 1d 

65 0,5 4 0,5 2 1,25d 

122 2 8 2 8 2d 

230 0,5 4 0,5 2 1,5d 

288 1 8 2 4 2,5d 

450 1 4 1 0,5 1,125d 

471 0,5 4 0,5 2 1,5d 

551 0,5 8 0,25 0,25 0,53c 

Isolados clínicos FLC-R 

117 8 8 4 4 1d 

185 16 8 4 8 1,25d 

262 16 8 4 8 1,25d 

275 8 8 4 2 0,75d 

357 8 8 1 0,5 0,187c 

390 8 8 8 8 2d 

ATCC 22019 1 8 1 2 1,25d 
 

a
 FLC-S - Isolados sensíveis ao fluconazol (CIM ≤ 2 µg ml

-1
); FLC-R - Isolados resistentes ao 

fluconazol (CIM ˃ 4 µg ml
-1

). Os valores de resistência são baseados no CIM50. 
b
FICI-(Fractional Inhibitory Concentration Index) 

c
Sinergismo (FICI ≤ 0,5), 

d
Indiferente (FICI ˃ 

0,5 - ≤ 4.0). 
FLC- fluconazol. BE- baicaleína. CIM- Concentração mínima inibitória. 
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necessários para determinar o mecanismo de ação da baicaleína de forma isolada e 

combinada.  

 

5.3 ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DE CÉLULAS PLANCTÔNICAS EM PRESENÇA DE FLUCONAZOL 

E BAICALEÍNA NAS CONCENTRAÇÕES DE CIM50 

 

No presente estudo foi realizada a avaliação do efeito do fluconazol 

e baicaleína, separadamente e em combinação, em nível celular empregando 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) (Fig. 1). 

A Figura 4 mostra que tanto o fluconazol quanto a baicaleína 

afetaram estruturalmente as células dos isolados avaliados. Células sem tratamento 

(controle) de ambos isolados compreenderam células em divisão, sendo a grande 

maioria diferenciada em pseudohifas (Fig. 1a,e). Para o isolado em que foi 

observado sinergismo (isolado 357) a morfogênese foi afetada em todos os 

tratamentos,  o controle sem tratamento apresentou majoritariamente pseudohifas 

em todos os tratamentos não houve diferenciação das células (Fig. 1 b,c,d), com 

presença de matriz extracelular associada às células (Fig. 1 b,c). Cabe destacar que 

na presença de ambos compostos foi observada matriz em grande quantidade 

interligando células (Fig. 1d). 

Já para o isolado em que a interação da ação combinada foi 

indiferente (isolado 65) não foi observada inibição de diferenciação em pseudohifas 

(morfogênese) (Fig. 1f,g,h), sendo que a exposição à baicaleina resultou em grande 

quantidade de matriz (Fig. 1g). Já na presença das drogas combinadas não foi 

observada a produção de material extracelular. No entanto apresentou alteração 
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morfológica indicativa de dano na parede celular (Fig. 1h). Serpa e colaboradores 

(2012) relataram a ocorrência de grande quantidade de material extracelular 

conectando células, quando expostas a fluconazol  em combinação com baicaleína 

de forma similar ao observado para o isolado 357. Estes dados sugerem que as 

alterações estruturais promovidas pelo fluconazol e baicaleína em C. parapsilosis 

stricto sensu ocorram de forma isolado-dependente.  

 

 

Figura 1. Microscopia eletrônica de varredura de isolados representativos de células 

planctônicas expostas ao fluconazol e à baicaleína isoladamente e em combinação, bem 

como o controle sem tratamento. Isolado 357 (a – d) , isolado 65 (e – h). As imagens (a) e 

(e) representam células sem tratamento (controle), (b) e (f) células expostas ao fluconazol, 

(c) e (g) células expostas à baicaleína, (d) e (h) células expostas à baicaleína e ao 

fluconazol. As setas na imagem (h) indicam danos na membrana, na imagem (b),(c), (d) e 

(g) as setas apontam a presença de matriz extracelular. Escala da barra: 5 μm. 
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5.4 ATIVIDADE METABÓLICA DE CÉLULAS PRÉ-ADERIDAS E DE BIOFILME 

 

Previamente a análise de atividade antifúngica de fluconazol e 

baicaleína sobre células pré-aderidas e biofilme de C. parapsilosis stricto sensu foi 

avaliada a capacidade de adesão e formação de biofilme em superfície de 

poliestireno pelos isolados testados. A adesão e biofilme foram determinados com 

base na atividade metabólica de células pré-aderidas e de biofilme, respectivamente, 

empregando o ensaio semi - quantitativo colorimétrico da redução do XTT/ 

menadiona (PIERCE et al, 2008). 

A capacidade de adesão pelos isolados foi avaliada após 90 minutos 

de cultivo como descrito no item 4.5.2. A Figura 2 mostra os dados de densidade 

ótica relativa a atividade metabólica de células pré-aderidas. Já a Fig. 3 mostra os 

dados relativos a células de biofilmes, formados após 72 h. de cultivo. Os dados 

foram também avaliados com base em ranqueamento por quartis como descrito por 

SHERRY e colaboradores (2014) (Tabela 2). A maioria dos isolados apresentaram 

capacidade mediana de adesão e de formação de biofilme; respectivamente  21% 

dos isolados foram classificados com alta capacidade de adesão e 

aproximadamente 29% como altos formadores de biofilme (Tabela 2). Na Figura 4 

pode-se observar os três níveis de adesão em superfície de poliestireno em 

microscopia invertida. Nossos dados diferem dos resultados relatados por Marcos-

Zambrano e colaboradores (2014), onde,   verificaram que  a maioria dos biofilmes 

formados por C. parapsilosis testados apresentaram baixa atividade metabólica 

(aproximadamente 48%), sendo que 23%, e 30% foram classificados com 

intermediária e alta atividade metabólica, respectivamente. Até o momento não 

foram encontrados na literatura dados relacionados a atividade metabólica de 
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células pré-aderidas de C. parapsilosis stricto sensu em poliestireno.  

 

Figura 2. Atividade metabólica de células de isolados de C. parapsilsosis stricto 

sensu após 90 minutos de adesão. (Média de três experimentos independentes) 

 

 

Figura 3. Atividade metabólica de biofilme (72h) por isolados de C. parapsilosis 

stricto sensu (Média de três experimentos independentes) 
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Tabela 2. Classificação dos isolados de C. parapsilosis stricto sensu quanto a 

atividade metabólica de células pré-aderidas e de biofilme. 

 

            Pré-aderidas 
  

         Biofilme 
 N° de 

isolados 
Células  
Viáveis %  

 

N° de 
isolados 

Células  
Viáveis %  

4 Baixa  29 
 

4 Baixa 28.6 

7 Intermediária 50 
 

6 Intermediária 42.9 

3 Alta  21 
 

4 Alta 28.6 

  

 

 

Figura 4. Níveis de adesão de células de C. parapsilosis stricto sensu por 

microscopia invertida. Imagem representativa de isolado classificado com (a) alta 

(isolado 44), (b) intermediária (isolado 230) e (c) baixa (isolado 85) atividade 

metabólica após 90 minutos de adesão em superfície de poliestireno. 

 

5.5 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEÍNA SOBRE CÉLULAS PRÉ-

ADERIDAS 

 

Para determinar a atividade antifúngica do fluconazol e da baicaleína 

sobre células pré-aderidas de isolados sanguíneos de C. parapsilosis stricto sensu, 
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foi utilizada a técnica de microdiluição em caldo conforme EUCAST-AFST (2008). As 

concentrações de baicaleína e fluconazol utilizadas foram 4, 8, 16 e 200 μg mL-1. A 

determinação de CIMA50 foi considerada como sendo a menor concentração capaz 

de inibir 50 % de células pré-aderidas comparado ao controle sem tratamento 

(Tabela 3). 

A cepa padrão ATCC 22019 foi incluída nos ensaios. Para o 

antifúngico fluconazol, do total de isolados avaliados, a maioria (57%) apresentou 

CIMA50 > 200 μg mL-1, os demais isolados apresentaram valores de CIMA50 > 16 e < 

4 μg mL-1 . Os resultados demonstram diferenças na atividade antifúngica em células 

pré-aderidas, entre isolados sensíveis e resistentes ao fluconazol, onde,  25 % dos 

isolados sensíveis, e 83 % dos isolados resistentes apresentaram valor de CIMA50 > 

200 μg mL-1 (maior concentração testada). Os resultados obtidos sugerem que 

células de C. parapsilosis com apenas 90 minutos de adesão em superfície de 

poliestireno já  apresentam um perfil de menor suscetibilidade ao fluconazol quando 

comparado às células planctônicas. 

Quanto ao CIMA50 para o flavonóide baicaleína, os resultados 

obtidos indicam que o composto tem ação em células pré-aderidas, porém a máxima 

concentração testada não foi capaz de inibir 50 % das células dos isolados 

avaliados. 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a maioria 

dos isolados apresentaram perfil de menor suscetibilidade comparativamente ao 

observado para células planctônicas.  

Cocuaud e colaboradores (2005) sugeriram que a atividade 

antifúgica da caspofungina sobre biofilme de C. parapsilosis é dependente do tempo 
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de formação do cultivo. Os autores relataram que valores de concentração inibitória 

mínima para células planctônicas foram capazes de inibir 50 % das células de 

biofilme formado por 2 h, e 25 % das células de biofilme formado por 48 h. Contudo, 

os estudos relacionados a suscetibilidade de células pré-aderidas aos antifúngicos 

ainda são escassos. 
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5.6 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DO FLUCONAZOL E DA BAICALEÍNA EM BIOFILME 

 

Para determinar a atividade antifúngica do fluconazol e da baicaleína 

em biofilme foi utilizada a técnica de microdiluição em caldo conforme EUCAST-

AFST (2008), com modificações. As concentrações de baicaleína e fluconazol 

utilizadas foram 4, 200, 400 e 800 μg mL-1. A determinação de CIMB50 foi 

 

Tabela 3. Valores de Concentração Inibitória Mínima de células pré-aderidas (CIMA)  

e de biofilme (CIMB) para fluconazol e baicaleína para isolados clínicos de Candida 

parapsilosis e a cepa padrão 22019. 

 

 

         Pré-aderidas Biofilme 

 
FLC µg mL-1 BE µg mL-1 FLC µg mL -1 BE µg mL-1 

Isolados a CIMA50 CIMA50 CIMB50 CIMB50 

Isolados clínicos FLC-S 

44 <4 >200 800           >800 

65 <4 >200 >800   800 

122 >16 >200 >800 >800 

230 <4 >200 4 >800 

288 200 >200 >800 >800 

450 <4 >200 >800 >800 

471 <4 >200 4    800 

551 >200 >200 >800 >800 
Isolados clínicos FLC-R 

117 >200 >200 >800 >800 

185 >200 >200 >800 >800 

262 >200 >200 >800 >800 

275 >200 >200 >800 >800 

357 ≥16 >200 >800 >800 

390 >200 >200 >800 >800 

ATCC 22019 <4 >200 4 >800 
a
 FLC-S - Isolados sensíveis ao fluconazol (CIM ≤ 2); FLC-R - Isolados resistentes ao fluconazol 

(CIM ˃ 4). Os valores de resistência são baseados no CIM50. 

FLC – fluconazol, BE – baicaleína, CIMA – Concentração inibitória mínima da adesão, CIMB – 
Concentração inibitória mínima no biofilme 
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considerada como sendo a menor concentração capaz de inibir 50 % da formação 

do biofilme comparado ao controle sem tratamento (Tabela 3). 

Para o flavonóide baicaleína não foi observada ação inibitória em 

biofilme de C. parapsilosis, sendo que a maioria apresentou valores de  CIMB50  > 

800. Da mesma forma, os valores de CIM50 para fluconazol foram ≥ 800 μg mL-1 

para biofilme da maioria dos  isolados avaliados (86%). Interessante destacar que 

dois isolados suscetíveis ao fluconazol (isolados 230 e 471) apresentaram CIMB50 

de 4 μg mL-1, caracterizando suscetibilidade ao fluconazol; estes mesmos isolados 

tambem apresentaram valores de CIMA50 de <4 μg mL-1. 

Kvasnickova e colaboradores (2015) relataram a atividade 

antifúngica da baicaleína sobre biofilmes de C. parapsilosis mesmo nas menores 

concentrações avaliadas (20 μg mL-1). Os autores observaram que a baicaleína 

também teve ação na capacidade de adesão em superfície de poliestireno.  

Segundo os autores, mais que 30% de inibição ocorreu em concentrações de 

baicaleína menores que a do CIM (50 μg mL-1) para C. parapsilosis (Kvasnickova et 

al., 2015).  

Os resultados obtidos revelaram que a capacidade de adesão e de 

formação de biofilme, determinada pela atividade metabólica, não estão associadas 

a resposta dos isolados ao fluconazol e à baicaleína nas condições testadas, ou 

seja, mesmo isolados que apresentaram baixa capacidade de adesão e de formação 

de biofilme apresentaram altos valores de CIMA50 e CIMB50. Embora para outras 

drogas altos valores de concentração inibitória mínima para isolados previamente 

classificados como fracamente formadores de biofilme também já tenham sido 

descritas por Marcos-Zambrano e colaboradores (2015) onde descreveram resposta 
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semelhante em isolados sanguíneos de C. albicans onde isolados classificados com 

baixa atividade metabólica, apresentaram valor de concentração inibitória do biofilme  

para anidulafungina e caspofungina, superior aos isolados classificados com média 

e alta atividade metabólica. Aqui apresentamos o primeiro relato de valores 

concentrações inibitória mínima para fluconazol e baicaleína em células pré-aderidas 

de isolados sanguíneos de C. parapsilosis stricto sensu. 

Segundo a literatura, biofilmes de isolados sanguíneos de C. 

parapsilosis stricto sensu apresentaram alta resistência ao fluconazol (Melo et al., 

2011), corroborando com os dados obtidos no presente trabalho.  

No geral, a resistência à antifúngicos é uma das principais 

características de biofilme formados por leveduras do gênero Candida, devido sua 

organização estrutural, com alta densidade de células envolvidas em matriz 

extracelular (revisado por Pierce et al., 2015), reforçando a necessidade de busca de 

novas alternativas terapêuticas.   
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6 CONCLUSÕES 

 

 Os dados de suscetibilidade de células planctônicas mostram potencial 

promissor da baicaleína como agente antifúngico, independente dos isolados 

apresentarem resistência ao fluconazol; 

 O sinergismo do fluconazol e baicaleína combinados sobre células 

planctônicas ocorreu em isolado suscetível e resistente ao fluconazol, sugerindo que 

o mecanismo de ação da baicaleína difere do fluconazol; 

 Os dados da atividade do fluconazol e da baicaleína em células pré-aderidas 

demonstram que biofilmes em estágio inicial de formação já apresentam menor 

suscetibilidade aos compostos testados; 

 Os dados da atividade do fluconazol demonstram diferenças no perfil de 

suscetibilidade entre biofilmes de isolados classificados como resistentes ou 

suscetíveis a essa droga. Alguns isolados fluconazol-suscetíveis apresentaram alta 

suscetibilidade, enquanto nenhum isolado fluconazol-resistente apresentou este 

perfil; 

 Baicaleína não teve ação sobre biofilme de isolados sanguíneos de C. 

parapsilosis nas concentrações avaliadas;  

 A avaliação ultraestrutural das células planctônicas expostas ao fluconazol e à 

baicaleína permitiu observar que a ação dos compostos foram isolado-dependentes. 
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