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RESUMO 
 
 

Espécies do gênero Candida são os principais patógenos fúngicos envolvidos em 
infecções em humanos. Diante da emergência de espécies não-albicans e a 
ocorrência de resistência intrinseca e adquirida destas leveduras, têm se observado 
um aumento no interesse pela busca de novos antifúngicos. O objetivo do presente 
estudo foi avaliar a atividade antifúngica dos flavonóides crisina e baicaleína frente a 
Candida albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, pela determinação da Concentração 
Inibitória Mínima, bem como determinar a queda de Unidades Formadoras de 
Colônia (UFC.mL-1), analisar a influência destes flavonóides na curva de crescimento 
e tempos de geração, determinar o potencial sinérgico da baicaleína com o 
fluconazol e analisar as possíveis alterações morfológicas e ultraestruturais da 
baicaleína, do fluconazol e da combinação sinérgica entre eles, por microscopia 
eletrônica de varredura (MEV). Os dados mostraram que a baicaleína e a crisina 
apresentaram valores de IC50 entre 800 e 50 µmol.L-1, para as três espécies de 
Candida testadas. A análise da queda no número de UFC.mL-1 mostrou que, na 
máxima concentração testada, de 1000 µmol.L-1, houve queda de 2 log para uma 
das C. albicans testadas, e de 1 log para as demais cepas/isolados testados. A 
análise das curvas de crescimento mostrou que a baicaleína foi capaz de prolongar 
a fase lag das três espécies, atrasando entre 6 e 12 horas, quando comparados ao 
controle. Este prolongamento na fase lag não foi observado para o tratamento com 
crisina. Ainda, a baicaleína foi capaz de aumentar os tempos de geração das três 
espécies testadas, sendo diferentes entre isolados e cepas de cada espécie. Já a 
crisina foi capaz de aumentar os tempos de geração de C. albicans e C. parapsilosis, 
sem diferença significativa para C. tropicalis (p<0,001), quando comparados aos 
controles. A análise da MEV revelou que as três espécies responderam de maneira 
diferenciada aos tratamentos. O tratamento com o fluconazol manteve as células 
agrupadas, sem a presença de hifas, quando comparados aos controles. A 
baicaleína não mostrou diferença quanto a presença de hifas e blastoconídeos, mas 
o tratamento resultou em uma maior produção de material extracelular, quando 
comparados aos controles. Apenas para C. tropicalis, no tratamento com baicaleína 
as células mostraram-se mais alongadas do que no controle. Já na combinação 
sinérgica entre baicaleína e fluconazol, houve produção muito acentuada de material 
extracelular, quando comparada aos outros tratamentos. Em C. tropicalis, a 
presença do fluconazol, associado à baicaleína, foi capaz de inibir a diferenciação 
na forma filamentosa. Os dados obtidos mostram o potencial da baicaleína como 
agente antifúngico e sua eficiência como agente efetor de sinergismo com o 
fluconazol sobre cepas e isolados de diferentes espécies de Candida.  
 
 
Palavras-chave: Candida albicans. Candida tropicalis. Candida parapsilosis. 

Atividade antifúngica. Fluconazol. Flavonóides. Baicaleína. 
Crisina. 
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ABSTRACT 
 
 

Species from the genus Candida are the main fungal pathogens involved in human 
infections. Considering the emergency of non-albicans species and the occurrence of 
intrinsic and acquired resistance of these yeasts, it’s been observed a growing 
interest in the search for new antifungal agents. The objective of this study was to 
evaluate the antifungal activity of the flavonoids baicalein and chrysin against 
Candida albicans, C. tropicais and C. parapsilosis, by the determination of the 
Minimal Inhibitory Concentration, as well as to determine the decreasing of the 
Colony Forming Units (UFC.mL-1), analyze the influence of these flavonoids in the 
growth curves and generation times, evaluate the synergistic potential of baicalein 
with fluconazol and analize the possible morphological and ultra-structural alterations 
of the baicalein, fluconazol and of the synergic combination of them, through 
scanning electron microscopy (SEM). The data showed that the baicalein and the 
chrysin presented IC50 values between 800 and 50 µmol.L-1, for all three Candida 
species tested. The analysis of decrease in the number of CFU.mL-1 showed that, in 
the maximum concentration tested (1000 µmol.L-1), there was a decrease of 2 log for 
one of the tested C. albicans, and of 1 log for the other strain/isolate tested. The 
analysis of the growth curves showed that the baicalein was capable of slowing down 
the lag phase of the three species, retarding between 6 and 12 hours when 
compared to the control. This retard in the lag phase was not observed in the 
treatment with chrysin. Still, the baicalein was capable of increase the generation 
times of the three tested species, with differences between isolates and strain from 
each species. The chrysin was capable of increasing the generation times of C. 
albicans and C. parapsilosis, but not to C. tropicalis (p<0,001), when compared to the 
controls. The SEM analysis showed that the three species responded at different 
manners to the treatments. The treatment with fluconazol kept the cells clustered, 
without the presence of hyphae, when compared to the controls Baicalein did not 
show difference regarding to the presence of hyphae and blastoconidia, but the 
treatment presented a higher production of extra-cellular material when compared to 
the controls. Only for C. tropicalis, in the treatment with baicalein, the cells were more 
elongated than in the control. In the synergic combination between baicalein and 
Fluconazol, there was a high production of extra-cellular material when compared to 
the other treatments. In C. tropicalis the presence of fluconazol associated with 
baicalein was capable of inhibit the differentiation in the filamentous form. The 
obtained data showed the potential of the baicalein as antifungal agent and its 
efficiency as an agent of synergism with fluconazol on the strains and isolates of 
different species of Candida.  
 
 
Keywords: Candida albicans. Candida tropicalis. Candida parapsilosis. Antifungal 

activity. Fluconazole. Flavonoids. Baicalein. Chrysin. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Leveduras do gênero Candida são os principais patógenos fúngicos 

envolvidos em infecções em humanos. Candida spp são comensalistas, entretanto, 

são capazes de causar fungemias quando há alterações no estado fisiológico e no 

sistema imune do hospedeiro. 

Candida albicans é a espécie mais associada a infecções, 

entretanto, nos últimos anos têm se observado um aumento na ocorrência de 

espécies não-albicans, em casos de infecções fúngicas. Espécies não-albicans, 

entre elas Candida tropicalis e Candida parapsilosis, podem expressar de forma 

diferenciada diversos fatores de virulência, bem como apresentar uma tendência à 

resistência aos antifúngicos comumente utilizados na rotina clínica.  

Diante da emergência de espécies de Candida não-albicans como 

patógenos oportunistas, da resistência intrínseca de certas espécies e do 

desenvolvimento de resistência aos antifúngicos por espécies naturalmente 

sensíveis, estratégias relacionadas ao tratamento das infecções provocadas por 

esses micro-organismos tem se tornado um desafio. O emprego de extratos brutos 

de plantas e de outros compostos isolados, derivados do metabolismo secundário 

vegetal, tem merecido a atenção de pesquisadores, já que podem inibir o 

crescimento fúngico por diferentes mecanismos, quando comparados aos 

antifúngicos alopáticos. 

Uma das alternativas que vem sendo estudada com sucesso na 

inibição do crescimento destes patógenos é a combinação de compostos vegetais 

com os antifúngicos comumente utilizados, atuando em sinergismo.  

Os flavonóides, entre eles baicaleína e crisina, têm se apresentado 

como alternativas promissoras na inibição de diversos micro-organismos. Poucos 

trabalhos têm se dedicado a investigar o potencial antifúngico e sinérgico da 

baicaleína e da crisina, e os realizados concentram-se principalmente em C. 

albicans. 
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2  OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

Avaliar a atividade antifúngica dos flavonóides baicaleína e crisina 

frente a C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, sua interferência na cinética de 

crescimento, bem como o potencial sinérgico da baicaleína com o fluconazol.  

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

- Determinar o perfil de suscetibilidade de cepas e isolados clínicos 

de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, frente ao antifúngico 

fluconazol, pelo método de Microdiluição em Caldo; 

- Avaliar o potencial antifúngico dos flavonóides baicaleína e crisina 

sobre cepas e isolados clínicos de C. albicans, C. tropicalis e C. 

parapsilosis; 

- Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos flavonóides 

baicaleína e crisina sobre as cepas e isolados testados; 

- Avaliar a influência destes flavonóides nas etapas da curva de 

crescimento, nas taxas de inibição e tempo de geração de cepas e 

isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis; 

- Avaliar o potencial sinérgico do flavonóide baicaleína com o 

fluconazol, nas cepas e isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. 

parapsilosis; 

- Avaliar a ação da combinação sinérgica de baicaleína e fluconazol 

na morfologia e arranjo celular das cepas e isolados de C. albicans, 

C. tropicalis e C. parapsilosis, por Microscopia Eletrônica de 

Varredura.  
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3  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 GÊNERO CANDIDA 

 

O gênero Candida compreende em torno de 200 espécies, das quais 

cerca de 20 já foram associadas a processos infecciosos. Leveduras do gênero 

Candida encontram-se geralmente como comensais, sendo detectadas na 

microbiota humana (revisado por RIBEIRO et al., 2004).  

Entretanto, determinados fatores podem levar a alterações do 

estado fisiológico ou no sistema imune do hospedeiro, como comprometimento de 

barreiras anatômicas e alteração do sistema imune, e favorecer a mudança do 

estado comensal destas leveduras para um estado de patogenia, tornando-as 

capazes de causar um amplo espectro de infecções (revisado por COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003). Espécies do gênero Candida possuem uma ampla capacidade 

de responder a mudanças ambientais e no hospedeiro. Assim, vários processos 

patológicos, fisiológicos ou traumáticos podem facilitar a colonização e posterior 

infecção por estes micro-organismos (revisado por HAYNES, 2001).  

A complexidade das interações entre Candida e o hospedeiro sugere 

que estes fungos possuem ampla versatilidade genética, que permite sua adaptação 

a diferentes microambientes. Assim, estas leveduras podem colonizar e causar 

infecções em muitos sítios anatômicos distintos, os quais podem ser amplamente 

variados quanto ao meio fisiológico (revisado por HAYNES, 2001; CALDERONE; 

FONZI, 2001; ROMANI et al., 2003). Dentre os sítios anatômicos de infecção por 

Candida estão pele e unhas, mucosas, corrente sanguínea e sistema urinário 

(revisado por COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; SPOLIDORIO et al., 2003; CROCCO 

et al., 2004; GALLE; GIANINI, 2004; MUJICA et al., 2004; TUON; NICODEMO, 2006; 

COLOMBO; GUIMARÃES, 2007; HOLANDA et al, 2007; WINGETER et al., 2007; 

FRANÇA et al., 2008).  

Infecções sistêmicas por Candida spp. representam um problema de 

importância clínica crescente, gerando altos índices de morbidade, longos períodos 

de internação, alto custo de tratamento, assim como altas taxas de mortalidade  

(WEY et al., 1988; OLIVEIRA et al., 2001; revisado por COLOMBO; GUIMARÃES, 

2003; PFALLER; DIEKEMA, 2007).  
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Candida albicans é considerada a espécie mais patogênica para o 

ser humano, causando um grande número de infecções oportunistas que, em 

doentes imunocomprometidos, podem ser fatais. Embora infecções de mucosa 

sejam a forma de doença mais comum, as infecções sistêmicas provocadas por esta 

levedura aumentaram particularmente em doentes com o sistema imunológico 

comprometido, em particular, doentes infectados com o vírus HIV (ELLEPOLA et al., 

1998; CHANDRA et al., 2001).  

Candida tropicalis possui considerável potencial biológico como 

agente oportunista quando o hospedeiro encontra-se neutropênico, quando há 

supressão da microbiota bacteriana pelo uso de antimicrobianos e danos na mucosa 

gastrointestinal, e tem sido relatada como o segundo ou terceiro agente etiológico 

mais comum de candidemia em pacientes com neoplasias. Em países de América 

Latina, particularmente o Brasil, esta espécie é uma das mais freqüentes (revisado 

por COLOMBO; GUIMARÃES, 2003).  

Candida parapsilosis é considerado agente de infecções exógenas 

por ser capaz de colonizar a pele, principalmente as mãos de profissionais da saúde, 

assim como as soluções glicosadas de uso hospitalar e catéter venoso central. Sua 

detecção é particularmente associada à nutrição parenteral total. A ocorrência de C. 

parapsilosis é maior em crianças, principalmente em prematuros internados em 

unidades de terapia intensiva (revisado por DOUGLAS, 2002; SHIN et al., 2002; 

revisado por COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; FRANÇA; RIBEIRO; TELLES, 2008).  

 

3.2 EPIDEMIOLOGIA DO GÊNERO CANDIDA 

 

Espécies de leveduras do gênero Candida são responsáveis pela 

maior parte das infecções fúngicas nos seres humanos. Durante as últimas décadas, 

houve um aumento na incidência de infecções causadas por Candida spp. em 

humanos, especialmente em pacientes com o sistema imunológico comprometido (o 

caso de pacientes HIV positivos, com desenvolvimento de AIDS, ou pacientes 

transplantados) (SELITRENNIKOFF, 2001; CHANG et al., 2003; KUHN et al., 2003). 

Em hospitais terciários, leveduras do gênero Candida respondem por cerca de 80% 

das infecções fúngicas (revisado por COLOMBO; GUIMARÃES, 2003).  

Até recentemente, C. albicans correspondia a espécie de maior 

interesse clínico, contudo, paralelamente ao aumento da incidência de candidemias, 
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observou-se aumento da freqüência dessas infecções por espécies de Candida não-

não-albicans como: C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. 

guilhermondii e C. lusitaniae (COLOMBO, 2003; revisado por COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003; HINRICHSEN et al., 2008), nos casos de candidúria (OLIVEIRA 

et al., 2001; COLOMBO; GUIMARÃES, 2007), bem como em infecções de mucosas 

e superficiais (ZAHRA et al., 2003; GALLE; GIANINI, 2004; FIGUEIREDO et al., 

2007; TAMURA et al., 2007; JAYATILAKE et al., 2009; ROTA, 2009).  

As razões para essa inversão no padrão de distribuição das 

espécies ainda não estão completamente elucidadas, podendo estar fortemente 

relacionadas ao uso de antibióticos de amplo espectro, agentes antineoplásicos, 

cateterismo endovenoso e o crescente número de pacientes com neutropenia e 

imunossupressão (NGUYEN et al., 1996; ABI-SAID et al., 1997; CHENG et al., 

2005). Tem sido proposto que o uso profilático de fluconazol seja responsável pela 

relativa redução de isolamento de C. albicans em hemoculturas, em comparação 

com espécies não-albicans (NGUYEN et al., 1996; ABI-SAID et al., 1997). Ainda, o 

aumento da ocorrência de espécies não-albicans pode estar relacionado com o 

potencial de virulência destes micro-organismos, de modo que estudos 

demonstraram que espécies não-albicans expressaram diferencialmente 

determinados fatores de virulência avaliados, quando comparadas a isolados de C. 

albicans (TAMURA et al., 2007; FURLANETO-MAIA et al., 2008). Ainda, a aplicação 

de metodologias mais aprimoradas de identificação molecular tornaram a 

identificação de espécies mais acurada (NHO et al., 1997; COIGNARD et al., 2004; 

PFALLER; DIEKEMA, 2007).  

O sítio de colonização pode também determinar a expressão de 

determinados fatores, favorecendo a colonização por outras espécies que não C. 

albicans (revisado por HAYNES, 2001; FELK et al., 2002; KOGA-ITO et al., 2006). 

Em estudo conduzido por Oliveira e colaboradores (2001), os dados mostraram que, 

de 166 isolados de amostras de urina, 53% corresponderam a C. tropicalis, e 

somente 36% de C. albicans.  

Em estudo conduzido pelo nosso grupo de pesquisa, os dados 

mostraram que, das amostras isoladas de sangue de pacientes internados no 

Hospital Universitário da Universidade Estadual de Londrina, 35% corresponderam a 

C. tropicalis, quando comparadas a 25% de C. albicans. Neste mesmo estudo, dos 
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isolados obtidos de micoses superficiais (pele e unha) a espécie prevalente foi C. 

parapsilosis (45%), seguida de C. tropicalis (35%) (ROTA, 2009).  

Dentre as condições associadas à ocorrência de infecções por 

espécies de Candida estão o uso de antibióticos, presença de cateter venoso 

central, internamento em unidade de terapia intensiva, uso de corticosteróide, 

quimioterapia, casos de neutropenia e uso de imunossupressores, dentre outros 

fatores (ABI-SAID et al., 1997; revisado por COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; 

CHENG et al., 2005; COLOMBO; GUIMARÃES, 2007; FRANÇA et al., 2008; 

HOLLEY et al., 2009).  

A epidemiologia das infecções por Candida spp. varia conforme a 

região demográfica (ABI-SAID et al., 1997; TRICK et al., 2002; PFALLER et al., 

2004). Estudos recentes demonstram um aumento notável na freqüência de 

isolamento de C. glabrata principalmente nos EUA (TRICK et al., 2002; revisado por 

COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; HAJJEN et al., 2004; PFALLER et al., 2006; 

HACHEM et al., 2008). Já no Brasil, C. parapsilosis e C. tropicalis têm sido as 

espécies não-albicans mais freqüentemente isoladas (revisado por COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003; COLOMBO et al., 2006; FRANÇA et al., 2008; HINRICHSEN et 

al., 2008; ROTA, 2009; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010).  

 

3.3 FATORES DE VIRULÊNCIA 

 

Os fatores de virulência constituem os mecanismos expressos pelas 

leveduras que contribuem, além do estado fisiológico do hospedeiro, para o 

desencadeamento da infecção por estes patógenos. A capacidade da levedura em 

aderir, infectar e causar doença, em conjunto, é definida como potencial de 

virulência ou patogenicidade. Os fatores de virulência são determinados 

geneticamente, porém expressos pelos micro-organismos quando submetidos a 

certas condições (STAIB et al., 2000; revisado por HAYNES, 2001; revisado por 

NAGLIK et al., 2003; SILVA et al., 2007).  

Dentre os principais fatores de virulência expressos por diferentes 

espécies de Candida estão a formação do tubo germinativo com conseqüente 

desenvolvimento de formas filamentosas (FELK et al., 2002), a variabilidade 

fenotípica (switching) (revisado por SOLL, 1992; JONES et al., 1994), a aderência à 

superfície celular (revisado por HAYNES, 2001; BARBIERI et al., 2007), a produção 
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de enzimas extracelulares, tais como proteases e fosfolipases (HUBE; NAGLIK; 

2001; DOSTAL et al., 2003; SILVA et al., 2007; TAMURA et al., 2007; BARROS et 

al., 2008; RORIG et al., 2009), capacidade de formação de biofilme (revisado por 

DOUGLAS, 2002; revisado por KUMAMOTO, 2002; GOKCE et al., 2007; HASAN et 

al., 2009), entre outros. A produção de fator hemolítico têm sido reconhecida como 

possível atributo de patogenicidade em Candida (MANNS et al., 1994; WATANABE 

et al., 1999; LUO et al., 2001).  

O switching fenotípico é um mecanismo que gera variantes 

fenotípicos em uma população clonal, os quais podem diferir quanto à expressão de 

determinantes de virulência (revisado por YANG, 2003), podendo proporcionar assim 

maior flexibilidade e melhor adaptação do organismo às condições hostis do 

hospedeiro (JONES et al., 1994; ANTONY et al., 2007).  

A adesão microbiana aos tecidos hospedeiros constitui o evento 

inicial na patogênese de doenças infecciosas, e é mediada por macromoléculas 

denominadas adesinas. Existem evidências de que C. albicans pode produzir mais 

de uma estrutura adesiva, sendo que uma manoproteína está primariamente 

atribuída a essa função (revisado por HAYNES, 2001; revisado por ALVARES et al., 

2007).  

Dentre as principais enzimas produzidas por espécies de Candida, 

proteinases e fosfolipases têm especial importância no potencial de virulência destes 

micro-organismos. As proteinases aspárticas secretadas (SAP) degradam diferentes 

proteínas humanas nos sítios onde ocorre a lesão, como albumina, hemoglobina e 

queratina, entre muitas outras, e auxiliam no processo de invasão aos tecidos do 

hospedeiro (revisado por YANG, 2003). São conhecidos hoje 10 diferentes genes 

SAP (SAP1-10) em C. albicans (revisado por NAGLIK et al., 2003). A produção de 

fosfolipases está associada a hidrólise de ligações entre os fosfolipídeos, principais 

componentes de membrana. Deste modo, a produção de fosfolipases também é 

considerada atributo essencial no processo de invasão do epitélio do hospedeiro 

(revisado por MOHAN; BALLAL, 2008). Isolados fortemente produtores de 

fosfolipases e proteinases são considerados como mais virulentos, quando 

comparados a isolados fracamente produtores (revisado por YANG, 2003).  

A produção de fator hemolítico ocorre pela necessidade de obtenção 

de íons ferro. Este fator hemolítico foi caracterizado como uma manoproteína, 

componente de parede celular, capaz de provocar lise nos eritrócitos, com liberação 
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de hemoglobina (MANNS et al., 1994; WATANABE et al., 1997; WATANABE et al., 

1999).  

Biofilmes são estruturas tridimensionais compostas de células 

circundadas por uma matriz extracelular, produzidos em resposta à adesão à 

diversas superfícies, e que exibem diversas características fenotípicas distintas, 

relacionadas à forma celular e características estruturais (revisado por KUMAMOTO, 

2002). A habilidade de formar biofilme tem papel importante na relação parasita-

hospedeiro, e no desenvolvimento do processo infeccioso (revisado por DOUGLAS, 

2002; GOKCE et al., 2007; HASAN et al., 2009).  

 

3.4 RESISTÊNCIA AOS ANTIFÚNGICOS 

 

Os agentes antifúngicos empregados no tratamento de infecções 

fúngicas são classificados de acordo com o mecanismo de ação que exercem sobre 

as células. Nas classes mais comumente utilizadas encontram-se os polienos (ex. 

anfotericina B, nistatina); nucleosídeos análogos (pirimidinas-fluorotinadas, ex. 5 -

fluorocitosina), azóis (ex. miconazol, cetoconazol, fluconazol (Figura 1), itraconazol, 

voriconazol), pneumocandinas-equinocandinas, pradimicinas-benanomicinas, 

nicomicinas, alilaminas e tiocarbamatos) (BARCHIESI et al., 1994; ANDRIOLE, 

1999; NCCLS, 2002; AHIDJO et al., 2008; revisado por RUIZ-CAMPS; CUENCA-

ESTRELLA, 2009).  

Os antifúngicos normalmente utilizados na terapia clínica de 

tratamento de infecções por Candida são os azóis e os polienos. Os azóis inibem a 

biossíntese do ergosterol, pela inibição da enzima 1,4 α-dimetilase, do citocromo P-

450, responsável pela dimetilação do lanosterol. Os polienos formam complexos 

com o ergosterol e geram canais na membrana plasmática, o que leva ao aumento 

da permeabilidade da membrana, libertando o conteúdo intracelular, resultando em 

morte da célula. Assim, os polienos são classificados como fungicidas e têm o 

espectro de ação mais amplo de todos os antifúngicos disponíveis (revisado por 

WHITE et al., 1998; ANDRIOLE, 1999; por FILLIPIN; SOUZA, 2006; e por RUIZ-

CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009).  

Dentre os principais mecanismos de resistência aos antifúngicos 

azólicos apresentados por Candida spp. estão alterações na rota de biossíntese dos 

esteróis e a expressão aumentada do gene ERG 11, envolvido na síntese da enzima 
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1,4 α-dimetilase. As mutações no gene ERG 11 resultam em uma afinidade 

diminuída da 1,4 α-dimetilase ao fluconazol, reduzindo o acúmulo intracelular da 

droga e a atividade da mesma. Rotas alternativas para a biossíntese e alteração na 

composição de parede e membrana também são importantes mecanismos. Também 

observou-se que a superexpressão de genes CDR 1, que codificam transportadores 

da família ABC-ATPase, e MDR1, que codificam transportadores facilitadores, 

contribui para o aumento da expulsão da droga pela célula fúngica. Estes 

mecanismos de resistência podem ocorrer concomitantemente, aumentando as 

chances de sobrevivência das células fúngicas quando expostas aos azóis 

(ALBERTSON et al., 1996; PEREA et al., 2001; revisado por LUPETTI et al., 2002; 

por MORSCHHAUSER, 2002; GOLDMAN et al., 2004; revisado por ESPINEL-

ESPINEL-INGROFF, 2008; MISHRA et al., 2008).  

 

Figura 1 – Fórmula estrutural do Fluconazol.  

 
Fonte: Chemical Book, (2011). 

 

Os principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento da 

resistência às drogas poliênicas compreendem em alteração na quantidade de 

esteróis de membrana celular ou na formação de ergosterol e o aumento da 

atividade da enzima catalase na célula fúngica, impedindo a formação de radicais 

livres responsáveis pela formação de poros na membrana fúngica (BRAJTBURG et 

al., 1990; e por FILIPPIN; SOUZA, 2006).  

A natureza da estrutura do biofilme e as características das células 

que o constituem conferem uma resistência aos agentes antimicrobianos e às 

defesas naturais do organismo. Os mecanismos responsáveis pela resistência a 

antifúngicos ainda não estão bem elucidados, mas podem estar inter-relacionados à 
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sua estrutura, composição da matriz, alterações fenotípicas das células, e ainda com 

o desenvolvimento de mecanismos de resistência por alteração do genótipo das 

células, como expressão diferenciada de genes da bomba de efluxo, quando 

comparados à células planctônicas (BAILLIE; DOUGLAS, 1998; revisado por 

KUMAMOTO, 2002; RAMAGE et al., 2002; DUNNE et al., 2003; AL-FATTANI; 

DOUGLAS, 2004; CAO et al., 2008; SENEVIRATNE et al., 2008; HASAN et al., 

2009).  

Estudos relacionados ao estabelecimento de técnicas de avaliação 

da suscetibilidade de diferentes isolados de espécies de Candida aos compostos 

comumente empregados na terapia antifúngica são de fundamental importância na 

determinação da ocorrência e nível de resistência de Candida (PFALLER; BARRY, 

1994; PFALLER et al., 1995; REX et al., 1995; SILVA et al., 2002; BI-FAI; GRANT, 

2009; LASS-FLÖRL et al., 2010). 

A ocorrência de resistência intrínseca, que ocorre quando todos os 

membros da espécie são resistentes a certos antifúngicos, é observada em C. krusei 

e C. glabrata (revisado por RIBEIRO et al., 2004). Isolados clínicos de C. glabrata 

apresentam menor suscetibilidade ao fluconazol, sendo que 10% dos isolados 

obtidos de episódios de candidemia apresentaram-se como resistentes a este 

antifúngico (revisado por COLOMBO; GUIMARÃES, 2003).  

Já casos de resistência secundária, ou adquirida, são observadas 

em resposta à exposição prévia aos antifúngicos, o que tem ocorrido em espécies de 

Candida não-albicans normalmente sensíveis (revisado por COLOMBO; 

GUIMARÃES, 2003), particularmente quanto aos azoles (BARCHIESI et al., 1994; 

PFALLER; BARRY, 1994; PFALLER et al., 2002; GALLE; GIANINNI, 2004; HAJJEN 

et al., 2004; YANG et al., 2008). Conforme estudo conduzido por França e 

colaboradores (2008), os valores de concentração Inibitória mínima (CIM) foram 

maiores para C. parapsilosis e C. tropicalis, quando comparados à C. albicans.  

É importante salientar que o antimicrobiano deve possuir toxicidade 

seletiva, ou seja, inibição do crescimento do micro-organismo sem danos ao 

hospedeiro. Assim, ele deve atuar com base nas diferenças entre o metabolismo e a 

estrutura dos micro-organismos e das características correspondentes das células 

humanas. Embora sejam disponíveis drogas potentes para o tratamento de 

infecções por leveduras do gênero Candida, problemas na toxicidade e 

desenvolvimento de resistência têm estimulado a pesquisa para a descoberta e 
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criação de novos fármacos, com alvos de atuação diferentes (BOUCHER et al., 

2004; PENDRAK et al., 2004). Uma via alternativa para o controle de candidíases 

seria a inibição de fatores especificamente relacionados à patogenicidade das 

leveduras, diminuindo sua virulência e, assim, facilitando o combate destes agentes 

patogênicos pelo sistema imune do hospedeiro (PERFECT, 1996; STAIB et al., 

2008). 

 

3.5 SINERGISMO 

 

Diante do desenvolvimento de resistência aos antifúngicos, há uma 

grande preocupação relacionada ao controle das infecções provocadas por esses 

micro-organismos. O emprego de extratos brutos e compostos isolados de plantas 

tem merecido a atenção de pesquisadores, já que podem inibir o crescimento 

fúngico por diferentes mecanismos quando comparados aos antimicrobianos 

alopáticos (TALEB-CONTINI et al., 2003; JUNG et al., 2007; SISTI et al., 2008; HAN 

et al., 2009; JUDD; MARTIN, 2009).  

O interesse no sinergismo surgiu pela busca por compostos capazes 

de atuarem concomitantemente com os antifúngicos já existentes, de modo que haja 

utilização de menores concentrações tanto dos antifúngicos quanto dos compostos, 

sem perda da eficácia do tratamento (SCOTT et al., 1995; MARCHETTI et al., 2000; 

MARCHETTI et al., 2003; QUAN et al., 2006; NISHI et al., 2009). O uso combinado 

de diferentes antifúngicos é uma alternativa já comumente utilizada (revisado por 

JOHNSON et al., 2004; revisado por RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELLA, 2009). 

Entretanto, estes trabalhos enfatizam possível ocorrência de antagonismo entre 

diferentes drogas combinadas, e ainda aumento dos efeitos colaterais, o que reduz e 

até desaconselha a aplicação combinada com certas drogas alopáticas.  

Alguns mecanismos propostos para o sinergismo antifúngico 

compreendem a inibição de diferentes etapas da mesma via biossintética; maior 

penetração de um dos antifúngicos devido à ação de outro agente na parede ou 

membrana, inibindo a expulsão de outro; ação simultânea em diferentes alvos na 

célula fúngica; e ainda diminuição populacional gerada por um, que beneficia a 

atividade do outro (revisado por JOHNSON et al., 2004).  

Conforme revisado por Lass-Florl e colaboradores (2010), as 

técnicas apropriadas para análises de sinergismo compreendem os métodos de 
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diluição e análise do tempo de morte. No método clássico de checagem por 

microdiluição, os parâmetros como meio de cultivo, inóculo e incubação 

compreendem os já padronizados. O resultado tem por base a utilização de 

concentrações abaixo das inibitórias e que, quando combinadas, possuem a mesma 

atividade inibitória quando testadas sozinhas, em concentrações maiores.  

Trabalhos reportam a ocorrência de sinergismo de extratos e 

compostos vegetais com antifúngicos, revelando uma alternativa potencial para 

controle destes micro-organismos (STEPANOVIC et al., 2003; QUAN et al., 2006; 

RUKAIADI et al., 2009; AMBER et al., 2010; ENDO et al., 2010; IWASAKI et al., 

2010). Por exemplo, alicina, um composto presente no óleo essencial de Allium 

sativum, apresentou atividade sinérgica com fluconazol e cetoconazol, sobre 

espécies de Candida (KHODAVANDI et al., 2010). A atividade sinérgica do alcalóide 

berberina com fluconazol contra C. albicans também tem sido demonstrada. Quan e 

colaboradores (2006) avaliaram o sinergismo empregando diversas metodologias, 

sendo estas, difusão em disco, por microdiluição e determinação do tempo de morte 

celular. Segundo os autores, atividade sinérgica foi observada nas três técnicas 

avaliadas. Já Iwazaki et al. (2010) demonstraram que além da atividade sinérgica 

com o fluconazol, a combinação da berberina com o fluconazol, nas concentrações 

sinérgicas, gerou alterações morfológicas nas células de C. albicans, deixando-as 

colapsadas, com dobras profundas na superfície, além de se apresentarem 

agrupadas.  

 

3.6 FLAVONÓIDES 

 

As plantas apresentam diversas vias metabólicas secundárias que 

levam a formação de compostos, categorizados em três grandes grupos: terpenos, 

compostos fenólicos e alcalóides. Esse conjunto de compostos é resultado do 

balanço entre a formação e a eliminação dos mesmos durante o desenvolvimento da 

planta, sendo este equilíbrio influenciado por fatores genéticos e ambientais, como a 

luz, temperatura, tipo de solo e disponibilidade hídrica (CARDOSO et al., 2000). A 

formação destes compostos ocorre como mecanismos de defesa das plantas em 

resposta a situações diferenciadas, como período prolongados de exposição ao sol, 

à chuva, ou ainda mecanismos de defesa contra a herbivoria e ataques de 

patógenos (HILI et al., 1997). De um modo geral, esses compostos, ao serem 
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incorporados em um organismo animal, podem produzir variados efeitos, alguns dos 

quais possam vir a ser benéficos (CARDOSO et al., 2000; SANTOS, 2003).  

Os terpenos são originados a partir do ácido mevalônico (no 

citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos 

fenólicos são derivados do ácido chiquímico ou ácido mevalônico. Por fim, os 

alcalóides são derivados de aminoácidos aromáticos (triptofano, tirosina), os quais 

são derivados do ácido chiquímico, e também de aminoácidos alifáticos (ornitina, 

lisina) (PERES, 2004).  

Compostos fenólicos são estruturas químicas que apresentam 

hidroxilas e anéis aromáticos nas formas simples ou de polímeros. A presença de 

um número maior de anéis aromáticos e outros radicais confere as características de 

cada composto fenólico. A ativação da via de produção dos compostos fenólicos 

está relacionada, entre outras, como parte da resposta em defesa a ataques de 

micro-organismos fitopatogênicos (NITA-LAZAR et al., 2004; revisado por ANGELO; 

JORGE, 2007).  

Dentre os compostos fenólicos, destaca-se o grupo dos flavonóides, 

estruturas compostas de 3 anéis aromáticos e diferentes radicais. Dentre os mais 

comuns destacam-se as classes das flavonas e os flavonóis. Entre outras classes, 

podem-se citar as isoflavonas, as chalconas e as auronas (revisado por CUSHNIE; 

LAMB, 2005; revisado por ANGELO; JORGE, 2007).  

Os flavonóides têm mostrado expressiva atividade biológica como 

antitrombocitose, antioxidantes, antimutagênicos e anticarcinogênicos (PETERSON 

et al., 1998; TURKOGLU et al., 2006; revisado por ANGELO; JORGE, 2007), bem 

como promissora atividade antimicrobiana (revisado por CUSHNIE; LAMB, 2005; 

ULANOWSKA et al., 2007). Muitos dos trabalhos na área avaliam o potencial 

antimicrobiano na forma de extratos de plantas (RAUHA et al, 2000; NAZARUK; 

JAKONIUK, 2005; KOSALEC et al., 2005; SANGHETHA et al., 2009), entretanto, 

poucos são os estudos acerca da atividade antifúngica de flavonóides na forma de 

compostos purificados (TALEB-CONTINI et al., 2003; MERAGELMAN et al., 2005), 

sendo em sua grande maioria em C. albicans (JUNG et al., 2007; CAO et al., 2008; 

MBAVENG et al., 2008; DAI et al., 2009; HAN, 2009; ORHAN et al., 2009; KANG et 

al., 2010)  

Muitos possíveis mecanismos de ação antimicrobiana são sugeridos 

para os compostos fenólicos e em especial aos flavonóides. Os efeitos podem 
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resultar em formação de complexos com proteínas solúveis e extracelulares e com a 

parede celular microbiana; prejuízos aos processos enzimáticos envolvidos na 

produção de energia e síntese de componentes estruturais, enfraquecendo ou 

destruindo a barreira permeável da membrana celular; alterando o estado fisiológico 

da célula e também afetando a síntese de ácidos nucléicos (TSUCHIYA et al., 1996; 

revisado por CUSHNIE; LAMB, 2005; JUNG et al., 2007).  

 

3.6.1 Baicaleína 

 

Baicaleína é uma flavona, composta de 3 anéis fenólicos, e um 

oxigênio na posição 4 do anel pirano, e três hidroxilas nas posições 5, 6 e 7, sem 

radicais no anel benzeno (Figura 2).  

 

Figura 2 – Fórmula estrutural da Baicaleína 
(5,6,7-trihidroxiflavona).  

 
Fonte: Chemical Book, (2011). 

 

A baicaleína possui atividade biológica expressiva, como 

antioxidante e antimicrobiana (SHIEH et al., 2000; YANG et al., 2000; KOO et al., 

2002; CUSHNIE; LAMB, 2005; CHANG et al., 2007). Segundo Chou et al. (2009) a 

baicaleína foi capaz de inibir a proliferação de células de melanoma de carcinoma 

hepático, sem efeito danoso às células não-tumorais de fígado (CHEN et al., 2009).  

Em estudo realizado por Yang e colaboradores (2000) foi avaliada a 

atividade da baicaleína contra fungos e bactérias, sendo obtido valores de CIM de 

70 a 100 µg.mL-1. Os autores sugerem que a atividade antimicrobiana da baicaleína 

pode ser atribuída à presença de uma hidroxila como radical na posição 7 da 

molécula. Este flavonóide mostrou-se também efetivo contra C. albicans ATCC 

90028 e C. parapsilosis ATCC 90018, apresentando CI50 (concentração inibitória 
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capaz de inviabilizar o crescimento de metade da população quando comparado ao 

controle) de 2 µg.mL-1 para ambas espécies (MCNULTY et al. 2009).  

Mais recentemente, foi demonstrada que baicaleína também 

apresenta atividade contra C. krusei (KANG et al., 2010). Segundo estes autores, 

este flavonóide foi responsável pela despolarização do potencial de membrana 

mitocondrial, gerando alteração na homeostase mitocondrial. Neste mesmo estudo, 

C. albicans também foi avaliada, com inibição na concentração de 5,4 µg.mL-1. 

Além disso, o tratamento com baicaleína a 10,8 µg.mL-1 gerou fragmentação do DNA 

e apoptose em 40% das células de C. albicans. Esta fragmentação não foi 

observada em C. krusei. Os autores sugerem a ocorrência de diferentes 

mecanismos de ação da baicaleína nestas espécies fúngicas.   

A baicaleína também foi capaz de inibir a formação de biofilme por 

C. albicans (CAO et al., 2008). Segundo estes autores, em presença deste 

flavonóide, ocorre diminuição na hidrofobicidade superficial celular de C. albicans e 

redução de mais de 70% na formação de biofilme.  

Ainda, ocorrência de sinergismo da baicaleína com fluconazol foi 

avaliada em cepas de C. albicans resistentes. Experimentos foram realizados com 

doses menores que as inibitórias mínimas de ambos baicaleína e fluconazol, e os 

resultados mostraram que, quando atuantes em conjunto, foram efetivos na inibição 

do crescimento de C. albicans. Os autores sugerem que a baicaleína pode inibir a 

bomba de efluxo, podendo então diminuir a expulsão da droga e assim, aumentar a 

suscetibilidade das células aos antifúngicos (HUANG et al., 2008).  

 

3.6.2 Crisina 

 

A crisina (Figura 3) também é uma flavona, composta de 3 anéis 

fenólicos, e um oxigênio na posição 4 do anel pirano, além de duas hidroxilas nas 

posições 5 e 7, sem radicais no anel benzeno (revisado por CUSHNIE; LAMB, 

2005). Dados da literatura revelam que este flavonóide possui atividade anti-viral 

(revisado por CUSHNIE; LAMB, 2005), antifúngica (PICMAN et al., 1995; SHIMURA 

et al., 2007) e antibacteriana (BABU et al., 2006).  
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Figura 3 – Fórmula estrutural da Crisina (5,7-
dihidroxiflavona).  

 
Fonte: NIST (2011). 

 

Crisina é um dos principais componentes da própolis, uma 

substância resinosa coletada por abelhas produtoras de mel. Muitos trabalhos 

reportam a atividade antifúngica da própolis, e em sua maioria atribuem sua 

atividade antimicrobiana à crisina (POPOVA et al., 2005; SILICI; KUTLUCA, 2005; 

UZEL et al., 2005; KATIRCIO; MERCAN, 2006; MERCAN et al., 2006; SILICI et al., 

2007; CHAILLOU; NAZARENO, 2009), entretanto, até o momento, não foi descrita a 

atividade antifúngica da substância isolada sobre Candida spp.  

Moshi e colaboradores (2004) avaliaram a atividade antifúngica de 

crisina em associação a uma chalcona, e obtiveram valores de CIM de 31,25 µg.mL-

1 contra C. albicans, sendo este o primeiro relato para essa combinação.  
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PARTE I 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE BAICALEÍNA EM CANDIDA 

SPP. E SINERGISMO COM FLUCONAZOL 

 

1  INTRODUÇÃO 

 

Leveduras patogênicas do gênero Candida têm grande importância 

pela alta frequência com que colonizam e infectam o hospedeiro humano. Espécies 

de Candida são encontradas como comensais no trato gastrointestinal, mucosas e 

pele, e podem se tornar patogênicas caso ocorram alterações nos mecanismos de 

defesa ou comprometimento de barreiras anatômicas do hospedeiro (revisado por 

COLOMBO e GUIMARÃES, 2003).  

Até recentemente, Candida albicans correspondia à espécie de 

maior freqüência clínica, entretanto, têm se observado um aumento na emergência 

de espécies de Candida não-albicans, sendo Candida tropicalis e Candida 

parapsilosis as mais freqüentemente isoladas (COLOMBO e GUIMARÃES, 2003; 

HINRICHSEN et al., 2008; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010).   

Com o uso profilático de antifúngicos na terapêutica de pacientes 

internados, bem como com a alta capacidade adaptativa de leveduras do gênero 

Candida, muitos trabalhos têm mostrado um aumento na resistência aos 

antifúngicos, particularmente quanto aos azoles (revisado por REX et al., 1995, 

revisado por RUIZ-CAMPS e CUENCA-ESTRELLA, 2009). No Brasil, espécies de 

Candida comumente sensíveis ao fluconazol têm apresentado resistência adquirida, 

em resposta à prévia exposição aos antifúngicos na terapia clínica (COLOMBO et 

al., 2003; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; PEREIRA et al., 2010).   

Diante da resistência aos antifúngicos apresentada por espécies de 

Candida, há uma preocupação crescente relacionada ao controle das infecções 

causadas por estas leveduras. A busca de novos antifúngicos se faz necessária, e 

extratos e compostos vegetais com diferentes alvos de atuação antifúngica têm sido 

muito estudados (SISTI et al., 2008; HAN et al, 2009; JUDD e MARTIN, 2009).  

Nos últimos anos, tem-se observado o interesse em compostos 

capazes de promover o sinergismo, fenômeno em que um determinado composto 

pode potencializar a atividade de outro, resultando em redução das concentrações 
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inibitórias e aumento da efetividade de ambos (revisado por HEMAISWARYA et al., 

2008; ENDO et al., 2010; IWAZAKI et al., 2010).  

Flavonóides são compostos produzidos por plantas em resposta ao 

ataque de patógenos (revisado por ANGELO e JORGE, 2007). O flavonóide 

baicaleína apresenta potencial antifúngico (CAO et al., 2008; DAI et al., 2009; KANG 

et al.,  

2010) e de sinergismo com o fluconazol (HUANG et al., 2008), 

entretanto, não foram encontrados na literatura trabalhos relacionados ao potencial 

sinérgico contra C. tropicalis e C. parapsilosis. Desta forma, o objetivo do presente 

estudo foi avaliar o potencial antifúngico da baicaleína, bem como avaliar a 

ocorrência de sinergismo com fluconazol sobre estas espécies.  
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2  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 MANUTENÇÃO DAS CEPAS DE CANDIDA SPP 

 

As cepas utilizadas neste estudo pertencem ao Laboratório de 

Genética e Biologia Molecular de Fungos, do Departamento de Microbiologia, da 

Universidade Estadual de Londrina. As cepas C. albicans ATCC 64548, C. albicans 

ATCC 64550, C. tropicalis ATCC 200956 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram 

gentilmente cedidas pela Drª Marcia de Souza Carvalho Melhem, do Instituto Adolfo 

Lutz. Os isolados de C. tropicalis 186.06, C. tropicalis 170.06 e C. parapsilosis 

153.07 foram obtidos de secreção traqueal, urina e urina, respectivamente, de 

pacientes do Hospital Universitário da UEL (ROTA, 2009). Os isolados foram 

identificados utilizando-se a técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), 

com o uso de oligonucleotídeos iniciadores espécie-específicos (LI et al., 2003; 

TAVANTI et al., 2005).  

As cepas e isolados foram cultivados em Sabouraud dextrose caldo, 

a 37ºC por 48h. Após, foram esgotados em Sabouraud dextrose ágar, para obtenção 

de colônias isoladas. As amostras foram então repicadas para Sabouraud dextrose 

caldo e conservadas a 4ºC, como estoque inicial, que foi utilizado durante o 

experimento.  

 

2.2 AVALIAÇÃO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DOS ISOLADOS DE CANDIDA SPP. AO 

FLUCONAZOL 

 

A suscetibilidade foi avaliada segundo normativa do NCCLS, 

Normativa Aprovada M27-A2 (NCCLS, 2002). O meio utilizado foi o RPMI 1640 

(contendo glutamina, sem bicarbonato e sem a adição de Vermelho de Fenol), 

tamponado com MOPS [ácido 3-(N-morfolino) propanosulfônico] (concentração final 

de 0,165 mol.L-1) pH 7,0.  

As concentrações finais de fluconazol (CAS 86386-73-4, Sigma-

Sigma-Aldrich) testadas foram baseadas nas diluições propostas pela normativa do 

NCCLS, de 0,125 a 64 µg.mL-1. Alíquotas de 100 µL de cada concentração do 

antifúngico foram adicionadas à microplacas de 96 cavidades estéreis, respeitando 

ordens de concentração, e armazenadas a 4°C até o momento dos testes.  
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A partir das soluções-estoque, cada cepa e isolado a serem testados 

foram cultivados em Sabouraud dextrose caldo, por 24h a 37ºC. Após, células dos 

cultivos foram diluídas em solução salina a 0,85% (p/v), na concentração de 1 a 5 x 

106 células.mL-1, confirmada por contagem celular em Câmara de Neubauer. Após, 

os inóculos foram diluídos na proporção 1:50 (v/v) em RPMI 1640 estéril. Foi então 

feita uma nova diluição em RPMI 1640, na proporção 1:20 (v/v), resultando em um 

inóculo de concentração de 1 a 5 x 103 células.mL-1. Alíquotas de 100 µL de cada 

inóculo foram adicionadas às cavidades contendo as concentrações do antifúngico, 

já previamente preparadas. A concentração final do inóculo, exposta ao antifúngico, 

foi de aproximadamente 0,5 a 2,5 x 103 células.mL-1. Após, as placas foram 

incubadas a 37ºC por 24h. Os controles utilizados foram meio RPMI 1640 e meio 

RPMI 1640 inoculado com cada cepa testada. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (Asys HiTech UVM 340), a 590 nm. Todos os testes foram 

realizados em triplicata.  

A determinação da Concentração Inibitória 50 (CI50) foi então 

determinada como sendo a menor concentração capaz de inibir 50% do crescimento 

fúngico dado pela densidade ótica, quando comparado ao controle, sem o 

antifúngico.  

 

2.3 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DA BAICALEÍNA - CONCENTRAÇÃO 

INIBITÓRIA MÍNIMA 

 

A metodologia utilizada para determinação da Concentração Inibitória 

Mínima da baicaleína foi a de Microdiluição em Caldo, proposta pelo NCCLS, Normativa 

Aprovada M27-A2 (NCCLS, 2002), com adaptações. O meio utilizado foi o RPMI 1640 

(contendo glutamina, sem bicarbonato e sem a adição de Vermelho de Fenol), 

tamponado com MOPS [ácido 3-(N-morfolino) propanosulfônico] (concentração final de 

0,165 mol.L-1) pH 7,0, suplementado com 3% (v/v) de Tween 80 (VETEC®) e 1% (v/v) 

de Dimetilsulfóxido (DMSO - VETEC®).  

A baicaleína (CAS 491-67-8, Sigma-Aldrich, 98%) foi previamente 

diluída em DMSO puro, e então foi diluída em meio RPMI 1640 suplementado com 3% 

de Tween 80, com a concentração final de DMSO de 1%, nas concentrações de 2000, 

1600, 1200, 800, 400, 200, 100, 20, 2 e 1 µmol.L-1. Alíquotas de 100 µL de meio RPMI 

1640 com cada concentração da baicaleína foram adicionadas às microplacas de fundo 
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chato, estéreis, respeitando as ordens de concentração.  

A partir do estoque, cada cepa/isolado a ser testado foram cultivados 

em Sabouraud dextrose caldo, por 24h a 37ºC. Células deste cultivo foram ajustadas em 

solução salina a 0,85% (p/v), para a concentração de 1 a 5 x106
 células.mL-1, 

confirmada por contagem celular em Câmara de Neubauer. Foi feita uma diluição 1:50 

(v/v), e depois outra diluição 1:20 (v/v), ambas em RPMI 1640 acrescido de 3% de 

Tween (v/v) e 1% de DMSO (v/v). A partir dessa última diluição, imediatamente foram 

semeados 100 µL nas placas que já continham as concentrações dobradas do 

flavonóide. A concentração final dos inóculos foi de aproximadamente 0,5 a 2,5 x 103 

células.mL-1. As concentrações finais da baicaleína foram de 1000, 800, 600, 400, 200, 

100, 50, 10, 1 e 0,5 µmol.L-1. Após, as placas foram incubadas a 37ºC por 24h. Os 

controles utilizados foram meio RPMI 1640 acrescido de Tween 80 e DMSO e meio 

RPMI 1640 acrescido de Tween 80 e DMSO inoculado com cada cepa testada. 

Cavidades contendo o meio RPMI acrescido de Tween 80 e DMSO e as concentrações 

dos flavonóides, sem cultivo fúngico, foram realizadas para excluir a possibilidade de 

contaminação e como branco para a leitura. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro (Asys HiTech UVM 340), a 590nm. Todos os testes foram realizados 

em triplicata.  

A determinação da Concentração Inibitória 50 (CI50) foi então 

determinada como sendo a menor concentração capaz de inibir 50% do crescimento 

fúngico dado pela densidade ótica, quando comparado ao controle, sem o flavonóide.  

Ainda, alíquotas dos controles de crescimento sem o flavonóide, do 

crescimento em presença de baicaleína nas concentrações obtidas de IC50 e do 

crescimento em presença de baicaleína na máxima concentração testada (1000 µmol.L-

1) foram diluídos conforme a turbidez e 50µL foram semeados em placas de Sabouraud 

dextrose ágar para determinação da diminuição do número de UFC.mL-1, gerada pela 

baicaleína, nas 24 h de tratamento.  

 

2.4 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL INIBIDOR DA BAICALEÍNA NAS DIFERENTES ETAPAS DE 

CULTIVO 

 

A avaliação da atividade da baicaleína na cinética de crescimento 

populacional foi avaliada pela obtenção de curvas de crescimento microbiano. 

Alíquotas de 50 mL de meio RMPI 1640, acrescido de 3% (v/v) de Tween 80 e 1% 

(v/v) de DMSO, com ausência e presença de baicaleína a 1000 µmol.L-1, foram 
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inoculadas com 104 células.mL-1 de cada cepa e isolado testados, e incubados a 

37°C e 180 rpm. Alíquotas foram retiradas a cada duas horas até 24 h e em 48 h. 

Para a determinação do número de Unidades Formadoras de Colônia por mL 

(UFC.mL-1), foram feitas diluições conforme o tempo de cultivo, e 50 µL foram 

semeados em placas de Sabouraud dextrose ágar. As placas foram incubadas por 

48h a 37°C, e então foi realizada a contagem do número de UFC.mL-1. Ainda, a 

concentração celular foi determinada em espectrofotômetro, a 590 nm. Também 

foram realizadas análises dos tempos de geração nas diferentes curvas de 

crescimento.  

 

2.5 AVALIAÇÃO DA OCORRÊNCIA DE SINERGISMO ENTRE BAICALEÍNA E FLUCONAZOL 

 

A avaliação do potencial sinérgico entre a baicaleína e o fluconazol 

foi realizada em meio solidificado (ensaio em placa) e em meio líquido. Para a 

avaliação do sinergismo, foram utilizados C. albicans ATCC 64550, C. tropicalis 

170.06 e C. parapsilosis 153.07. A atividade em placa foi realizada segundo Quan e 

colaboradores (2006), com modificações. Placas contendo Sabouraud dextrose ágar 

foram semeadas com 106 células.mL-1 de cada cepa/isolado testados. Após, discos 

de papel filtro esterelizados foram colocados eqüidistantes sobre a superfície do 

ágar previamente semeado. Sobre os discos foram colocados 16 µg e 8 µg de 

fluconazol por disco. Para cada concentração do antifúngico, foram combinadas as 

concentrações de 10, 5 e 1 µmol.L-1 de baicaleína por disco, conforme ilustrado na 

Figura 1. Controles foram feitos com as concentrações de fluconazol adicionadas de 

DMSO, solvente utilizado na diluição da baicaleína, e da baicaleína acrescida de 

água ultra pura estéril, solvente do fluconazol. As placas foram então incubadas por 

48 h a 37°C, e os halos de inibição foram medidos em milímetros (mm).  
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Figura 1 – Representação esquemática do 
teste de sinergismo em meio 
solidificado. BE-baicaleína, FLU-
fluconazol.  

 
 

A atividade sinérgica em meio líquido foi realizada conforme descrito 

no item 2.3. O meio utilizado foi o RPMI 1640, acrescido de 3% (v/v) de Tween 80 e 

1% (v/v) de DMSO. As concentrações testadas foram: fluconazol (16, 8, 4, 2,1, 05, 

0,25, 0,125, 0,062 e 0,031 µg.mL-1) e baicaleína (1000, 800, 600, 400, 200, 100, 50, 

10 e 1 e 0,5 µmol.L-1), combinadas entre si. As microplacas foram incubadas por 24h 

a 37°C e lidas a 590 nm.  

Os valores de IC50 para o fluconazol foram avaliados em ausência e 

presença de baicaleína, e a ocorrência de sinergismo foi avaliada pelo índice FIC 

(Fractional Inhibitory Concentration Index), de acordo com Odds (2003).  

 

2.6 ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DA MORFOLOGIA E ARRANJO CELULAR DE CANDIDA SPP 

TRATADAS COM BAICALEÍNA, FLUCONAZOL E BAICALEÍNA + FLUCONAZOL 

 

A avaliação da morfologia e arranjo celular de C. albicans ATCC 

64550, C. tropicalis 170.06 e C. parapsilosis 153.07 foi realizada por Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV). As concentrações dos compostos utilizados foram as 

correspondentes aos valores de IC50 para fluconazol e para baicaleína e as 

combinações sinérgicas entre estes dois compostos, conforme Tabela 4. Células 

obtidas do cultivo de 24 h, nas condições acima, foram aderidas em lamínula 
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revestida de Poli-L-lisina e fixadas com solução de glutaraldeído 4% (v/v) em tampão 

fosfato 0,1 mol.L-1, a 4ºC, por 18 h. Após a fixação, as células foram submetidas a 

lavagens em tampão fosfato 0,1 mol.L-1. Em seguida, as células foram pós-fixadas 

com tetróxido de ósmio 1% (p/v) em tampão fosfato 0,1 mol.L-1, por 1 h na ausência 

de luz. Após, as células foram lavadas novamente em tampão fosfato 0,1 mol.L-1, e 

submetidas a uma série de lavagens alcoólicas em concentrações crescentes de 

etanol 70%, 80%, 90% e 100%. Após a desidratação alcoólica, as células foram 

secas ao ponto crítico (Critical Point Dryer SDC 030 - BALTEC), recobertas com uma 

camada de ouro (Sputter Coater SDC 050 - BALTEC) e observadas em microscópio 

eletrônico de varredura (FEI Quanta 200).  

 

2.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados foram avaliados pelo Teste Tukey, com o auxílio do 

programa Sisvar (versão 5.3), e valores de P<0,01 foram considerados significativos.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÂO 

 

3.1 AVALIAÇÃO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DOS ISOLADOS DE CANDIDA SPP. AO 

FLUCONAZOL 

 

Para a avaliação do perfil de suscetibilidade de Candida spp ao 

fluconazol foi empregada a técnica de microdiluição em caldo, como descrito no item 

2.2.  

Como observado na Tabela 1 houve variação quanto à 

suscetibilidade das diferentes cepas/isolados testados. Os menores valores de CIM 

50 (variação de 0,25 a 1 µg.mL-1) foram observados para C. albicans ATCC 64548, 

C. tropicalis 186.06, C. tropicalis ATCC 200956 e C. parapsilosis ATCC 22019. Para 

C. albicans ATCC 64550 e C. parapsilosis 153.07, os valores de CIM 50 variaram de 

8 a 16 µg.mL-1.  

Com base nas diretrizes do NCCLS (2002) para interpretação de 

CIM 50 para o fluconazol (sensível, CIM 50 ≤8 µg.mL-1; sensível dose-dependente, 

CIM 50 de 16-32 µg.mL-1; resistente, CIM ≥64 µg.mL-1), somente C. albicans ATCC 

64550 e C. parapsilosis 153.07 foram sensíveis dose-dependentes, sendo os demais 

cepas/isolados testados considerados sensíveis.  

 

Tabela 1 – Valores de CIM 50 de fluconazol para Candida albicans, Candida 
tropicalis e Candida parapsilosis.  

 
 

A cepa de C. parapsilosis ATCC 22019 é utilizada pelo NCCLS 

(2002) como controle de qualidade para os testes de microdiluição em caldo, sendo 

a faixa estabelecida de concentração de fluconazol de 0,5 e 4 µg.mL-1. Neste 

experimento, os valores obtidos (0,5 a 1 µg.mL-1) estão dentro da faixa preconizada 
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pelo documento normativo. Além disso, os dados obtidos para as cepas C. albicans 

ATCC 64548 e C. albicans ATCC 64550 são concordantes com os previamente 

descritos por Uzun e colaboradores (2000).  

 

3.2 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DA BAICALEÍNA 

 

3.2.1 Concentração Inibitória Minima 

 

Para a determinação da concentração inibitória mínima de 

baicaleína contra cepas/isolados de Candida sp foi empregada a técnica de 

microdiluição em caldo como descrito no item 2.3.  

As concentrações de baicaleína utilizadas foram de 1000, 800, 600, 

400, 200, 100, 50, 10, 1 e 0,5 µmol.L-1, que correspondem a 260, 208, 156, 104, 52, 

26, 13, 2,6, 0,26 e 0,13 µg.mL-1, respectivamente. A determinação da CIM 50 foi 

considerada como sendo a menor concentração capaz de inibir 50% ou mais do 

crescimento fúngico quando comparado ao controle (ausência do flavonóide). Os 

valores de CIM 50 para as amostras testadas estão expressos na Tabela 2.  

 

Tabela 2 – Valores de CIM 50 de baicaleína para Candida albicans, Candida 
tropicalis e Candida parapsilosis.  

 
 

Os dados da Tabela 2 mostram que houve variação quanto aos 

valores de CIM 50 para as diferentes cepas/isolados testados. As cepas de C. 

tropicalis (isolado 186.06 e ATCC 200956) foram menos sensíveis à inibição pela 

baicaleína, apresentando valores de IC50 de 400 e 200 µmol.L-1, respectivamente. A 

baicaleína foi mais efetiva na inibição de ambas C. parapsilosis testadas (ATCC 
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22019 e isolado 153.07) e para C. albicans ATCC 64548, que foram inibidas à 50 

µmol.L-1.  

A cepa C. albicans ATCC 64550, sensível dose-dependente para o 

fluconazol, foi menos sensível à baicaleína, quando comparado à C. albicans ATCC 

64548, cepa sensível ao fluconazol. Estes dados podem sugerir que a baicaleina 

apresenta diferentes mecanismos de ação sobre as células de C. albicans, quando 

comparados ao mecanismo de ação do fluconazol. Não houve diferença entre as 

concentrações inibitórias de baicaleína para C. parapsilosis isolado 153.07 (sensível 

dose-dependente ao fluconazol) e C. parapsilosis ATCC 22019 (sensível ao 

fluconazol), sendo ambas inibidas a 50 µmol.L-1.  

Embora não hajam diferenças no perfil de suscetibilidade ao 

fluconazol entre as amostras de C. tropicalis testadas, foi possível observar que a 

amostra isolada de secreção traqueal foi mais resistente à baicaleína, quando 

comparada à cepa de coleção (ATCC 200956). Já entre o isolado de urina de C. 

parapsilosis (153.07) e a cepa C. parapsilosis ATCC 22019, não houveram 

diferenças na inibição.  

McNulty e colaboradores (2009) avaliaram a inibição de C. albicans 

ATCC 90028 e C. parapsilosis ATCC 90018 pela baicaleína, e encontraram valores 

de IC 50 de 2 µg.mL-1 para ambas espécies. No presente trabalho, as duas cepas de 

C. albicans testadas tiveram valores de CIM 50 entre 50 e 100 µmol.L-1 (13 e 26 

µg.mL-1, respectivamente). Já ambas C. parapsilosis apresentaram CIM 50 de 50 

µmol.L-1 (13 µg.mL-1). Estes dados demostram que diferentes isolados e cepas de 

uma mesma espécie apresentam diferenças na suscetibilidade à baicaleína. Este 

fato pode explicar a diferença encontrada entre este trabalho e o de McNulty e 

colaboradores (2009). Ainda, segundo estes autores, a baicaleína inibiu a atividade 

do citocromo P450. Os autores sugerem que este fato se mostra como evidência 

circunstancial que a atividade antifúngica deste composto pode estar associada à 

inibição deste citocromo, por exemplo, na via do ergosterol.  

A técnica de microdiluição em caldo, empregada neste trabalho, tem 

sido a mais utilizada nas determinações de atividade antifúngica de extratos e 

compostos vegetais, por ser rápida e de fácil execução (SCORZONI et al., 2007). A 

técnica prevê o emprego de corante vermelho de fenol adicionado ao meio RPMI, 

entretanto, no presente trabalho, optamos por não utilizá-lo pois o crescimento 

microbiano gera mudança de coloração ao meio, e ainda o flavonóide apresenta 
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uma coloração característica, com interfência na leitura espectrofotométrica. Cabe 

ressaltar que os solventes utilizados para a dissolução dos flavonóides, Tween 80 e 

DMSO, não interferiram no crescimento das cepas/isolados testados.  

Neste trabalho também foi avaliada a redução no número de 

UFC.mL-1 após crescimento em presença de baicaleína (concentrações de CIM 50 e 

1000 µmol.L-1), comparado ao do controle (ausência de baicaleína). Os valores de 

UFC.mL-1 para as concentrações testadas, bem como a queda em log de ambas as 

concentrações quando comparadas ao controle estão apresentados na Tabela 3 e 

Figura 2.  

Houve variação quanto a redução de UFC para as diferentes 

cepas/isolados testados. Nas concentrações de CIM 50 houve queda de 1 escala 

logarítimica (log10) para C. albicans ATCC 64548, C. tropicalis ATCC 200956 e para 

ambas C. parapsilosis testadas (153.07 e ATCC 22019). Para C. albicans ATCC 

64550 e C. tropicalis 186.06 não houve queda em escala log.  

Já na concentração máxima testada de baicaleína (1000 µmol.L-1), a 

maior queda na viabilidade celular foi observada em C. albicans ATCC 64548 (queda 

de 2 log). Todas as outras cepas/isolados testados tiveram queda de 1 log no 

número de UFC.mL-1.  

 

Tabela 3 – Unidades Formadoras de Colônia (UFC.mL-1) após incubação de 24 h 
na ausência e presença de baicaleína (concentrações obtidas para o IC 
50 e 1000 µmol.L-1) de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida 
parapsilosis.  

 
* µmol.L-1 
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Figura 2 – Redução de UFC (Unidades Formadoras de Colônia) após incubação 
na ausência e presença de baicaleína (concentrações obtidas para o 
IC 50 e 1000 µmol.L-1) de Candida albicans, Candida tropicalis e 
Candida parapsilosis.  

 
 

Neste trabalho foram observados diferentes níveis de inibição entre 

as espécies testadas, e entre cepas de uma mesma espécie, tanto ao nível do 

crescimento quanto da viabilidade celular após o tratamento com a baicaleína.  

A cepa C. albicans ATCC 64548 foi inibida em presença de 50 

µmol.L-1 (13 µg.mL-1) de baicaleína e teve a maior redução de viabilidade celular 

observada (2 log no número de UFC.mL-1), sendo a mais sensível dentre as 

testadas. Já o isolado C. tropicalis 186.06 foi inibido a 400 µmol.L-1, e teve a 

viabilidade celular reduzida em 1 log, sendo o isolado menos sensível, nas 

condições testadas.  

Com base nestes dados, é possível sugerir que a baicaleína atua de 

forma diferenciada nas diferentes espécies testadas e que essa diferença também 

ocorre entre diferentes cepas ou isolados de uma mesma espécie.  

Kang e colaboradores (2010) avaliaram o potencial antifúngico de 

baicaleína sobre C. albicans e C. krusei, e encontraram valores de CIM 80 de 5,4 e 

2,7 µg.mL-1, respectivamente. Segundo os autores, a baicaleína gerou uma 

despolarização do potencial de membrana mitocondrial em ambas espécies. Ainda, 

este flavonóide gerou aumento no nível de espécies reativas de oxigênio e também 

fragmentação do DNA em C. albicans, mas não em C. krusei. Os autores sugerem 

mecanismos diferentes de ação da baicaleína nas duas espécies.  

Dai e colaboradores (2009) demostraram que a baicaleína foi capaz 

de induzir a apoptose em C. albicans, com aumento da expressão de três genes 
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envolvidos no processo apoptótico, bem como alteração no potencial de membrana 

mitocondrial, reduzindo sua função. Ainda, neste trabalho foi observada expressiva 

condensação da cromatina dentro do envelope nuclear desta levedura.  

 

3.2.2 Avaliação da Ação da Baicaleína nas Diferentes Fases da Curva de 

Crescimento 

 

A ação da baicaleína nas diferentes fases do crescimento populacional 

foi avaliada pela obtenção de curvas de crescimento na ausência e presença do 

flavonóide (1000 µmol.L-1). Os dados estão apresentados nas Figuras 3, 4 e 5.  

Os dados revelam que em presença de baicaleína houve 

prolongamento da fase lag para as três espécies testadas. O início da fase log ocorreu 

posteriormente (entre 6 e 10 h) ao do cultivo controle (ausência de baicaleína). Em 

cultivo com baicaleína a fase estacionária não foi observada no período de incubação 

testado (48h) em nenhuma das cepas/isolados testados (Figuras 3, 4 e 5).  

 

Figura 3 – Curvas de crescimento (dados expressos em DO) de cepas de C. 
albicans na ausência (controle) e presença de baicaleína.  

 
 

Figura 4 – Curvas de crescimento (dados expressos em DO) de cepas/isolados de 
C. tropicalis na ausência (controle) e presença de baicaleína.  
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Figura 5 – Curvas de crescimento (dados expressos em DO) de cepas/isolados de 
C. parapsilosis na ausência (controle) e presença de baicaleína.  

 
 

Durante as curvas de crescimento foram realizadas contagens de 

UFC.mL-1. Nas primeiras 4 h de cultivo foi observada redução no número de 

UFC.mL-1 apenas no cultivo de C. albicans ATCC 64550 em presença de baicaleína. 

Para as demais cepas/isolados testados os valores de UFC.mL-1 apresentaram 

crescimento estável (dados não mostrados).  

Estes dados reforçam a idéia de que é possível que haja mais de um 

mecanismo de ação da baicaleína sobre Candida spp nas condições testadas. Para 

C. albicans ATCC 64550 foi observada ocorrência de inviabilidade celular de uma 

parte da população nas primeiras horas do cultivo. Considerando a ocorrência de 

morte celular na fase inicial de crescimento, não necessariamente haveria atraso na 

fase log, pois as células sobreviventes cresceriam normalmente, aumentando em 

escala geométrica o número celular. O prolongamento da fase lag então, sugere a 

necessidade de um tempo maior de adaptação das leveduras ao meio contendo 

baicaleína. Já para C. albicans ATCC 64548 e para as outras espécies testadas, não 

houve morte celular nas primeiras 4h de cultivo.  

A Tabela 4 mostra os tempos de geração após cultivo em ausência 

(controle) e presença de baicaleína. Nos cultivos com baicaleína houve aumento nos 

tempos de geração para todas as três espécies testadas.  
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Tabela 4 – Tempos de geração de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida 
parapsilosis após cultivo em ausência (controle) e presença de 
baicaleína.  

 
*Letras diferentes indicam diferenças estatísticas quando comparados pelo teste Tukey (P<0,01).  
 

Os maiores aumentos nos tempos de geração, após cultivo em 

presença de baicaleína, foram observados para o isolado C. parapsilosis 153.07, 

seguido de C. albicans ATCC 64548, que apresentaram valores de CIM 50 de 50 

µmol.L-1. Estes dados mostram que as cepas mais sensíveis à baicaleína 

necessitaram de tempos maiores de geração para duplicação da população. Já C. 

albicans ATCC 64550 e C. tropicalis 186.06, inibidos sob concentrações de 100 e 

400 µmol.L-1, não apresentaram diferença significativa com os controles, mostrando 

que, além de serem mais resistentes, mantiveram as mesmas taxas de crescimento, 

quando comparados aos controles (ausência de baicaleína).  

Estes dados permitiram observar que houve diferenças significativas 

nos tempos de geração entre diferentes espécies, e diferentes isolados/cepas de 

cada espécie. No entanto, não é possível fazer comparações diretas entre estes 

dados e o da curva de crescimento, pois foram utilizados inóculos iniciais distintos 

nas duas análises. Ainda, foram utilizadas diferentes concentrações de Tween 80 e 

DMSO em ambos os experimentos.   

 

3.3 SINERGISMO COM FLUCONAZOL 

 

Para a avaliação do sinergismo da baicaleína com o fluconazol 

foram utilizadas C. albicans ATCC 64550, C. tropicalis 170.06 e C. parapsilosis 

153.07. Os ensaios foram realizados em meio solidificado (placa) e em meio líquido, 
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empregando-se diferentes concentrações de fluconazol e baicaleína conforme 

descrito no item 2.6. No ensaio em placa não foi observado sinergismo entre 

baicaleína e fluconazol, nas condições testadas (Figura 6), para nenhuma das 

espécies testadas.  

 

Figura 6 – Análise de sinergismo em meio 
solidificado, entre fluconazol e 
baicaleína, para C. parapsilosis 
153.07.  

 

 

Segundo Nascimento et al. (2007) os métodos de diluição em meio 

líquido e em meio sólidos são baseados na dispersão homogênea da amostra em 

meio de cultura seletivo ao agente testado. Estes métodos são mais indicados para 

amostras que são solúveis em água ou lipolíticas e para obtenção da CIM desses 

compostos. A diluição em meio líquido é considerada a técnica mais precisa, 

recomendada para a determinação da CIM de amostras puras. A diversidade de 

critérios e técnicas empregadas nos estudos de atividade antimicrobiana de 

compostos vegetais (plantas medicinais), bem como as características de algumas 

amostras apresentarem propriedades lipofílicas, tem suscitado outras considerações 

(RIOS et al., 1988). Os métodos empregados para a análise da atividade 

antimicrobiana são classificados em três grupos: difusão, diluição (em meio líquido 

ou em meio sólido) e o método bioautográfico. Dentre estes, a técnica de 

microdiluição em caldo possui a vantagem, sobre os demais métodos, de fornecer 

resultados quantitativos (LAMBERT et al., 2001).  
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Neste trabalho, o teste de sinergismo entre baicaleína e fluconazol 

foi também realizado pela técnica de microdiluição em caldo. A Tabela 5 mostra os 

dados de suscetibilidade das três espécies testadas. Os menores valores de CIM 

para o fluconazol e baicaleína foram observados para o isolado 170.06 de C. 

tropicalis (8 µg.mL-1 e 10 µmol.L-1, respectivamente). C. albicans ATCC 64550 e C. 

parapsilosis 153.07 apresentaram o mesmo valor de CIM para o fluconazol (16 

µg.mL-1), embora tenham diferido quanto a suscetibilidade à baicaleína.  

 

Tabela 5 – Valores de Concentração Inibitória Mínima (CIM) de fluconazol, 
baicaleína e fluconazol+baicaleína para Candida albicans, Candida 
tropicalis e Candida parapsilosis.  

 
*Letras diferentes indicam diferenças estatísticas quando comparados pelo teste Tukey (P<0,01).  
FLU – fluconazol 
BE – baicaleína 
FIC – (Fractional Inhibitory Concentration), segundo equação 1:  
 

 
 

O uso combinado de fluconazol e baicaleína resultou em redução 

nos valores de CIM para ambas substâncias (Tabela 4). Nota-se ainda que o nível 

de redução foi variável entre as espécies analisadas. Quanto ao fluconazol, a maior 

redução foi observada para C. parapsilosis 153.07, com redução de 128 vezes (16 

µg.mL-1 para 0,125 µg.mL-1), seguido de C. albicans ATCC 64550, com redução de 

16 µg.mL-1 para 0,5 µg.mL-1. Já quanto a baicaleína, a maior redução foi observada 

para C. tropicalis 170.06, com redução de 20 vezes (10 µmol.L-1 para 0,5 µmol.L-1).  

Segundo o cálculo para determinação do índice FIC, para a 

ocorrência de sinergismo é necessário que haja atividade inibitória em 

concentrações no mínimo quatro vezes inferiores de ambos compostos (BONAPACE 

et al., 2002). Segundo Odds (2003), valores de FIC <0,5 indicam ocorrência de 
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sinergismo entre os compostos analisados; FIC >0,5 e <4 são considerados como 

indiferença na atuação dos compostos, e FIC >4 é considerada a ocorrência de 

antagonismo entre os compostos analisados.  

Como observado na Tabela 4, a ocorrência de sinergismo entre 

fluconazol e baicaleína ocorreu somente para C. parapsilosis 153.07, que 

apresentou índice FIC de 0,207. Este trabalho relata a primeira ocorrência de 

sinergismo entre estes compostos na inibição de C. parapsilosis.  

Entretanto, C. albicans ATCC 64550 e C. tropicalis 170.06 

apresentaram índices FIC de 0,531 e 0,550 respectivamente. Apesar de estarem 

dentro da faixa caracterizada como indiferença segundo Odds (2003), houve uma 

queda bastante expressiva nos valores de CIM de fluconazol para C. albicans ATCC 

64550 e também houve queda expressiva na CIM de baicaleína para C. tropicalis 

170.06. Esses dados mostram que, mesmo não apresentando atividade sinérgica, a 

baicaleína é capaz de atuar potencializando a inibição do crescimento fúngico pelo 

fluconazol.  

Huang e colaboradores (2008) avaliaram o sinergismo entre 

baicaleína e fluconazol na inibição de isolados de C. albicans resistentes a este 

antifúngico. Os dados mostraram que, combinados, os valores de CIM 50 diminuiram 

em 64 vezes, para fluconazol e baicaleína. Os dados não corroboram com os 

encontrados neste experimento para C. albicans. Neste trabalho, a baicaleína 

apresentou CIM 50 de 100 µmol.L-1 (26 µg.mL-1), e queda para 50 µmol.L-1 (13 

µg.mL-1) para C. albicans ATCC 64550, não apresentando sinergismo. Esta 

diferença pode ser explicada pelo fato de que, no trabalho de Huang e 

colaboradores (2008), foram utilizados isolados clínicos, e neste, foi utilizada uma 

cepa de referência. Diferentes isolados respondem de maneira diferenciada à 

baicaleína, como nos dados já mostrados neste mesmo experimento. Segundo estes 

autores, a baicaleína foi capaz de inibir a bomba de efluxo, reduzindo a expulsão da 

droga e, por conseguinte, aumentando a suscetibilidade das células ao antifúngico. 

Os autores ainda sugerem que este não seja o único mecanismo de atuação da 

baicaleína no sinergismo com fluconazol sobre C. albicans, de modo que a 

baicaleína possa atuar em outros fatores relacionados à resistência.  

Endo e colaboradores (2010) avaliaram o sinergismo de compostos 

presentes na casca de romã com o fluconazol na inibição de C. albicans. Os autores 

sugerem que o tratamento com o fluconazol seja capaz de reduzir significativamente 
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os níveis de ergosterol dentro da célula, resultando em uma perturbação na 

membrana celular. Esta perturbação pode resultar em alterações na permeabilidade 

da membrana plasmática, facilitando a penetração da punicalangina no interior da 

célula.  

Diversos modos de ação são reportados para explicar o sinergismo 

entre diversos compostos vegetais e antimicrobianos, como a inibição de diferentes 

etapas da mesma via biossintética; maior penetração de um dos antifúngicos devido 

à ação de outro agente na parede ou membrana, inibindo a expulsão de outro; ação 

simultânea em diferentes alvos na célula fúngica; modificação de sítios ativos de 

atuação; modificação da droga; e ainda diminuição populacional gerada por um, que 

beneficia a atividade do outro (revisado por HEMAISWARYA et al., 2008).  

Até o momento, ainda são poucos os trabalhos que reportam o 

potencial antimicrobiano e sinérgico de baicaleína com agentes antibacterianos e 

antifúngicos (KOO et al., 2002; CHANG et al., 2007; CAO et al., 2008; HUANG et al., 

2008; DAI et al., 2009; MCNULTY et al., 2009; KANG et al., 2010).  

 

3.4 ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DA MORFOLOGIA E ARRANJO CELULAR DE CANDIDA SPP 

SUBMETIDAS À BAICALEÍNA, FLUCONAZOL E BAICALEÍNA + FLUCONAZOL 

 

No presente trabalho foi avaliado possíveis alterações morfológicas 

e no arranjo celular das três espécies de Candida quando submetidas ao fluconazol, 

baicaleína e fluconazol + baicaleína, usando Microscopia Eletrônica de Varredura, 

conforme item 2.6.  

A análise ultraestrutural revelou que as espécies testadas 

apresentaram diferenças na organização celular frente à presença de baicaleína, 

fluconazol e à combinação sinérgica entre estes compostos (Figuras 7, 8 e 9).  
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Figura 7 – Fotomicrografia eletrônica de varredura de 
células de C. albicans ATCC 64550, 
cultivadas em RPMI (A), em presença de 
fluconazol (B), em presença de baicaleína 
(C), e em presença de fluconazol + 
baicaleína (D). Aumento de 6000 vezes. 
Barra 10µm.  

 
 

Como observado na Figura 7, o cultivo de C. albicans, em RPMI, foi 

caracterizado pela presença de blastoconídeos e células diferenciadas em hifas, 

além da ocorrência de material extracelular. No cultivo em presença de fluconazol 

(16 µg.mL-1) as células mantiveram-se no formato de blastoconídeos, com arranjo 

agrupado, e presença de material extracelular. Já no tratamento com baicaleína (100 

µmol-1), as células apresentaram-se como hifas e blastoconídeos, semelhante ao 

observado no meio RPMI (controle). Nesta condição de cultivo, a quantidade de 

material extracelular foi visivelmente superior quando comparado ao crescimento em 

RPMI e em presença de fluconazol. No cultivo em presença de fluconazol e 

baicaleína (0,5 µg.mL-1 e 50 µmol-1, respectivamente) as células também 

apresentaram-se como hifas e blastoconídeos, e presença de material extracelular 

em quantidades superiores ao observado nas demais condições de cultivo. É 

importante destacar que a presença de material extracelular está preferencialmente 

associada às hifas.  
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Figura 8 – Fotomicrografia eletrônica de varredura de 
células de C. tropicalis 170.06, cultivadas em 
RPMI (A), em presença de fluconazol (B), 
em presença de baicaleína (C), e em 
presença de fluconazol + baicaleína (D). 
Aumento de 6000 vezes. Setas indicam 
células alongadas. Barra 10µm.  

 
 

Como observado na Figura 8, o cultivo de C. tropicalis, em RPMI, foi 

caracterizado pela presença de blastoconídeos e células diferenciadas em hifas, 

além da ocorrência de material extracelular preferencialmente associado às hifas. No 

cultivo em presença de fluconazol (8 µg.mL-1) as células mantiveram-se no formato 

de blastoconídeos, com arranjo agrupado, e presença de material extracelular.  

Já no tratamento com baicaleína (10 µmol-1), as células 

apresentaram-se como hifas e blastoconídeos, semelhante ao observado no meio 

RPMI (controle), no entanto, alguns blastoconídeos mostraram-se mais alongados, 

em relação aos demais tratamentos. Nesta condição de cultivo, a quantidade de 

material extracelular associado às hifas foi visivelmente superior quando comparado 

ao crescimento em RPMI. No cultivo em presença de fluconazol e baicaleína (4 

µg.mL-1 e 0,5 µmol-1, respectivamente) as células também apresentaram-se como 

blastoconídeos, com ausência de diferenciação em formas filamentosas, e presença 
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de material extracelular em quantidades superiores ao observado nas demais 

condições de cultivo.  

 

Figura 9 – Fotomicrografia eletrônica de varredura de 
células de C. parapsilosis 153.07, 
cultivadas RPMI (A), em presença de 
fluconazol (B), em presença de baicaleína 
(C), e em presença de fluconazol + 
baicaleína (D). Aumento de 6000 vezes. 
Barra 10µm.  

 
 

Já para C. parapsilosis (Figura 9), o cultivo em RPMI foi 

caracterizado pela presença de células exclusivamente no formato leveduriforme, 

com a presença de pouca quantidade de material extracelular. No cultivo em 

presença de fluconazol (16 µg.mL-1) as células mantiveram-se no formato de 

blastoconídeos, com arranjo agrupado, e presença de material extracelular. Já no 

tratamento com baicaleína (50 µmol-1), as células apresentaram-se como 

blastoconídeos, semelhante ao observado no meio RPMI (controle), no entanto, 

houve um discreto alongamento na morfologia das células, e observou-se uma 

quantidade maior de material extracelular, quando comparado ao controle. No cultivo 

em presença de fluconazol e baicaleína (0,125 µg.mL-1 e 10 µmol-1, 

respectivamente) as células também apresentaram-se como blastoconídeos, e 
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presença de material extracelular em quantidades superiores ao observado nas 

demais condições de cultivo.  

Candida possui a habilidade de diferenciação celular, da forma 

leveduriforme para a forma de pseudo-hifa e hifa. Neste trabalho, a presença de 

hifas foi observada em C. albicans em todos os tratamentos, exceto na presença de 

fluconazol. Na combinação sinérgica, o fluconazol não foi capaz de inibir a 

diferenciação celular em hifa. Entretanto, para C. tropicalis, a presença de hifas foi 

observada no controle e no tratamento com baicaleína, mas não foi observada no 

tratamento com fluconazol e na combinação sinérgica entre baicaleína e fluconazol, 

o que sugere que o fluconazol possa ter inibido a diferenciação celular na forma 

filamentosa, para C. tropicalis, nas condições testadas.  

Já para C. parapsilosis, não foi observada a diferenciação celular na 

forma filamentosa em nenhuma das concentrações testadas. Conforme revisado por 

Endo e colaboradores (2010), espécies de Candida podem crescer em diferentes 

morfologias celulares, como blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas. Esta habilidade de 

mudar a morfologia de blastoconídeo a hifa em resposta a diversos sinais ambientais 

não é somente inerente à sua patogenicidade, mas também oferece um excelente 

paradigma para compreender as vias de sinalização que coordenam o crescimento e 

desenvolvimento celular.  

Khodavandi e colaboradores (2011) mostraram o efeito do fluconazol 

sobre a morfologia e arranjo celular de C. albicans. Segundo os autores células 

tratadas com concentrações de fluconazol correspondentes a 10 vezes o valor de 

CIM sofreram destruição da superfície celular. No nosso experimento, o valor de CIM 

de fluconazol (16 µg.mL-1) foi testado, e não mostrou alteração na morfologia celular 

de Candida, apenas no arranjo celular, mostrando um agrupamento celular não 

observado no controle. Endo e colaboradores (2010) mostraram este mesmo 

comportamento, em células de C. albicans. Quando tratadas com fluconazol (15,6 

µg.mL-1), as células mostraram-se agrupadas, na forma de blastoconídeos, sem a 

presença de hifas e pseudo-hifas.  

Em nossos experimentos, foi observada a produção aumentada de 

material extracelular pelas três espécies de Candida quando submetidas a 

tratamento com baicaleína sozinha ou em associação com fluconazol. O material 

extracelular apresenta-se no formato floculento, disposto em cadeias e 

homogeneamente distribuído. Nos cultivos em RPMI houve produção deste material, 
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em quantidades reduzidas, quando comparados aos outros tratamentos. Para C. 

albicans, não foi possível observar diferença na quantidade de material extracelular 

no tratamento com baicaleína e na combinação sinérgica entre baicaleína e 

fluconazol (Figura 8). Além disso, foi possível observar a ocorrência deste material 

extracelular intimamente relacionado com as estruturas filamentosas, sem 

ocorrência deste material associado aos blastoconídeos, a não ser no tratamento 

com fluconazol, em quantidades muito inferiores.  

Para C. tropicalis, houve presença de material extracelular 

associado tanto a blastoconídeos e formas filamentosas. Cabe aqui ressaltar que a 

produção de material extracelular foi mais expressiva no tratamento sinérgico entre 

baicaleína e fluconazol, quando comparado aos outros tratamentos.  

Em C. parapsilosis, não houve formação de formas filamentosas em 

nenhum dos tratamentos, e foi observada uma expressiva produção de material 

extracelular quando as células foram submetidas ao tratamento com baicaleína, e 

essa produção foi ainda mais expressiva no tratamento sinérgico. Apesar da 

ocorrência de material extracelular estar intimamente associado às formas 

filamentosas em C. albicans, a presença de material extracelular, não têm correlação 

com a presença das mesmas, de modo que ocorreu sem a presença de hifas, no 

sinergismo, em C. tropicalis e C. parapsilosis. Conforme revisado por Baillie e 

Douglas (2000), este material extracelular é composto primariamente de 

exopolissacarídeos, além de proteínas, ácidos nucléicos e outros componentes.  

A produção de material extracelular pode esta intimamente 

associada à resistência de Candida em biofilmes, mas não é causa principal da 

resistência aos antifúngicos nesta estrutura. Conforme revisado por Kumamoto 

(2002), a expressão aumentada de determinados genes na estrutura do biofilme é 

também um dos responsáveis pela resistência às drogas antifúngicas. Com base 

nos nossos dados, é possível sugerir que as células tenham respondido aos 

compostos formando uma estrutura ―tipo-biofilmeǁ, com produção de material 

extracelular, em resposta ao contato com os compostos baicaleína e fluconazol.  

É importante reiterar que essa resposta, de produção acentuada de 

material extracelular, por células de Candida ocorreu quando as células foram 

submetidas à concentrações sinérgicas significativamente inferiores às usadas nos 

tratamentos com os compostos isolados, mostrando, mais uma vez, a efetividade 

sinérgica entre baicaleína e fluconazol, nas condições testadas neste experimento. 
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Esses dados confirmam o potencial sinérgico dos compostos fluconazol e baicaleína, 

pois mesmo usados em concentrações menores, quando combinados, tiveram maior 

efetividade tanto na inibição, quanto na resposta, mostrada com a produção de 

material extracelular pelas células de Candida.  

Não foram encontrados na literatura trabalhos relacionados à 

atividade antifúngica de baicaleína contra C. tropicalis e de sinergismo com 

fluconazol sobre C. tropicalis e C. parapsilosis, sendo esta a primeira ocorrência 

relatada. Este trabalho reporta pela primeira vez a atividade antifúngica da 

baicaleína sobre C. tropicalis, a influência deste flavonóide nos tempos de geração 

das cepas/isolados testados, o sinergismo de baicaleína com fluconazol sobre C. 

tropicalis e C. parapsilosis, bem como as análises ultraestruturais de células em 

cultivo com baicaleína e a combinação sinérgica com o fluconazol. Os dados 

mostraram que baicaleína, além de atuar significativamente na inibição do 

crescimento, teve potencial sinérgico na aplicação com  fluconazol, mostrando-se 

promissor na atuação conjunta na inibição de isolados resistentes de Candida spp.  
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PARTE II 

ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE CRISINA EM CANDIDA SPP. 

 

1  INTRODUÇÃO 

 

Espécies do gênero Candida estão amplamente distribuídas na 

natureza, sendo encontradas na forma comensal em hospedeiros humanos, 

compondo a microbiota normal de pele e mucosas. Devido à complexidade genética 

apresentada pelas espécies do gênero, estas leveduras podem colonizar e causar 

infecções em vários sítios anatômicos distintos. Desta forma, leveduras do gênero 

Candida são os principais patógenos relacionados a infecções fúngicas em 

humanos, provocando altos índices de morbidade e mortalidade (revisado por 

MAVOR et al., 2005).  

Candida albicans foi, até recentemente, a espécie de maior 

freqüência clínica em casos de infecções por Candida. Contudo, nos últimos anos 

houve um aumento na freqüência de espécies de Candida não-albicans, 

principalmente Candida tropicalis e Candida parapsilosis, associados a estas 

infecções (HINRICHSEN et al., 2008; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; revisado 

por NUCCI et al., 2010).  

No Brasil, além da resistência intrínseca associada à Candida krusei 

e Candida glabrata, outras espécies de Candida comumente sensíveis ao fluconazol 

têm apresentado resistência adquirida nos últimos anos, e essa resistência pode 

estar associada à prévia exposição aos antifúngicos na terapia clínica (COLOMBO et 

al., 2003; revisado por RIBEIRO et al., 2004; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; 

revisado por NUCCI et al., 2010; PEREIRA et al., 2010).  

Nos últimos anos, têm se observado um aumento no interesse pela 

busca de compostos vegetais que possam atuar como antimicrobianos (HAN et al, 

2009; JUDD; MARTIN, 2009). Dentre estes compostos, estão os flavonóides, 

compostos produzidos por plantas em resposta ao ataque de patógenos (revisado 

por ANGELO; JORGE, 2007). A crisina é uma flavona com duas hidroxilas nas 

posições 5 e 7, e possui atividade anti-viral, antifúngica e antibacteriana (revisado 

por CUSHNIE; LAMB, 2005; BABU et al., 2006; SHIMURA et al., 2007).  

Alguns trabalhos associam a atividade antifúngica da própolis à 

crisina (UZEL et al., 2005; MERCAN et al., 2006) entretanto, até o momento, não 
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foram encontrados dados na literatura acerca da atividade antifúngica da substância 

isolada.  

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antifúngica da 

crisina sobre C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, bem como avaliar a 

atividade deste flavonóide nas diferentes fases da curva de crescimento e tempos de 

geração nestas espécies.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



75 
 

2  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 MANUTENÇÃO DAS CEPAS DE CANDIDA SPP 

 

As cepas utilizadas neste experimento pertencem ao Laboratório de 

Genética e Biologia Molecular de Fungos, do Departamento de Microbiologia, da 

Universidade Estadual de Londrina. As cepas C. albicans ATCC 64548, C. albicans 

ATCC 64550, C. tropicalis ATCC 200956 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram 

gentilmente cedidas pela Drª Marcia de Souza Carvalho Melhem, do Instituto Adolfo 

Lutz. Os isolados de C. tropicalis 186.06 e C. parapsilosis 153.07, também utilizados 

neste estudo, foram previamente isolados de secreção traqueal e urina, 

respectivamente, de pacientes do Hospital Universitário da UEL (ROTA, 2009).  

Os isolados foram identificados utilizando-se a técnica de PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase), com o uso de oligonucleotídeos iniciadores 

espécie-específicos (LI et al., 2003; TAVANTI et al., 2005).  

As cepas e isolados foram cultivados em Sabouraud dextrose caldo, 

a 37ºC por 48 h. Após, foram esgotados em Sabouraud dextrose ágar, para 

obtenção de colônias isoladas. As amostras foram então repicadas para Sabouraud 

dextrose caldo esterilizado e conservadas a 4ºC, como estoque inicial, que foi 

utilizado durante o experimento.  

 

2.2 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DA CRISINA 

 

A técnica utilizada para determinação da Concentração Inibitória 

Mínima da crisina foi a de Microdiluição em Caldo, proposta pelo NCCLS, Normativa 

Aprovada M27-A2 (NCCLS, 2002), com adaptações. O meio utilizado foi o RPMI 

1640, com glutamina, sem bicarbonato e sem a adição de Vermelho de Fenol, 

tamponado com MOPS [ácido 3-(N-morfolino) propanosulfônico], concentração final 

de 0,165 mol.L-1, pH 7,0, acrescido de 3% (v/v) de Tween 80 (VETEC®) e 1% (v/v) 

de Dimetilsulfóxido (DMSO - VETEC®).  

A crisina (CAS 480-40-0, Sigma-Aldrich, 97%) foi previamente 

diluída em DMSO puro, e então adicionada ao meio RPMI 1640 acrescido de 3% de 

Tween 80, nas concentrações de 100, 200, 400, 800, 1200, 1600 e 2000 µmol.L-1. 

Alíquotas de 100 µL de meio RPMI 1640 com cada concentração da crisina foram 
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adicionadas à microplacas de fundo chato, estéreis, respeitando as ordens de 

concentração.  

A partir do estoque, cada cepa/isolado foi cultivado em Sabouraud 

dextrose caldo, por 24 h a 37ºC. Células deste cultivo foram ajustadas em solução 

salina 0,85% (p/v) para a concentração de 2 x 106 células.mL-1, confirmada por 

contagem celular em Câmara de Neubauer, e imediatamente foram semeadas 

alíquotas de 100 µL nas placas que já continham as concentrações do flavonóide. A 

concentração final dos inóculos foi de aproximadamente 106 células.mL-1. As 

concentrações finais da crisina foram de 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 µmol.L-

1. Após, as placas foram incubadas a 37ºC por 24 h. Os controles utilizados foram 

cavidades contendo meio RPMI 1640 acrescido de Tween 80 e DMSO e meio RPMI 

1640 acrescido de Tween 80 e DMSO inoculado com cada cepa/isolado testados. O 

meio RPMI acrescido de Tween 80 e DMSO e com as concentrações da crisina, sem 

cultivo fúngico, foram utilizados para excluir a possibilidade de contaminação e como 

branco para a leitura. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro (Asys 

HiTech UVM 340), a 590 nm. Todos os testes foram realizados em triplicata.  

A determinação da Concentração Inibitória 50 (CI 50) foi então 

determinada como sendo a menor concentração capaz de inibir 50% do crescimento 

fúngico dado pela densidade ótica, quando comparado ao controle (sem o 

flavonóide).  

 

2.3 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL INIBIDOR DA BAICALEÍNA NAS DIFERENTES ETAPAS DE 

CULTIVO 

 

A avaliação da atividade da crisina na cinética de crescimento 

populacional foi avaliada pela obtenção de curvas de crescimento microbiano. 

Alíquotas de 50 mL de meio RMPI 1640, acrescido de 3% (v/v) de Tween 80 e 1% 

(v/v) de DMSO, com presença e ausência de crisina a 1000 µmol.L-1, foram 

inoculadas com 104 células.mL-1 de cada cepa/isolado testados, e incubados a 37°C 

e 180 rpm. Alíquotas foram retiradas a cada duas horas até 24 h e após, em 48 h. 

Para a determinação do número de Unidades Formadoras de Colônia por mL 

(UFC.mL-1), foram feitas diluições conforme o tempo de cultivo, e 50 µL foram 

semeados em placas de Sabouraud dextrose ágar. As placas foram incubadas por 
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48 h a 37°C, e então foi realizada a contagem do número de UFC.mL-1. Ainda, a 

concentração celular foi determinada em espectrofotômetro, a 590 nm. Também 

foram realizadas análises dos tempos de geração nas diferentes curvas de 

crescimento.  
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3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 ATIVIDADE INIBITÓRIA 

 

Para a determinação da concentração inibitória mínima de crisina 

para cepas/isolados de Candida spp foi empregada a técnica de microdiluição em 

caldo, baseada no NCCLS (2002).  

As concentrações de crisina utilizadas foram de 50, 100, 200, 400, 

600, 800 e 1000 µmol.L-1, conforme descrito no item 2.3. A determinação da 

Concentração Inibitória 50 (CIM 50) foi considerada como sendo a menor 

concentração capaz de inibir 50% do crescimento fúngico quando comparado ao 

controle (ausência do flavonóide).  

Os dados da Tabela 1 mostram que houve variação quanto aos 

valores de CIM 50 para as diferentes cepas/isolados testados. Os menores valores 

foram obtidos para C. albicans ATCC 64550, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. 

parapsilosis 153.07, com CIM 50 de 600 µmol.L-1. Entre as C. tropicalis testadas não 

houve diferença nos valores de CIM 50, ambas C. tropicalis ATCC 200956 e 186.06 

foram inibidas a 800 µmol.L-1.  

 

Tabela 1 – Valores de CIM 50 de crisina para Candida albicans, Candida tropicalis e 
Candida parapsilosis.  

 
 

Conforme os itens 2.2 e 3.1, na primeira parte deste trabalho, foram 

realizadas as avaliações de suscetibilidade destas cepas/isolados de Candida frente 

ao fluconazol. Os menores valores de CIM 50 para o fluconazol foram obtidos para 

C. albicans ATCC 64548, C. tropicalis 186.06, C. tropicalis ATCC 200956 e C. 

parapsilosis ATCC 22019, com as CIM 50 variando entre 0,25 e 1 µg.mL-1. Para C. 
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albicans ATCC 64550 e C. parapsilosis 153.07, os valores de CIM 50 variaram de 8 

a 16 µg.mL-1. Baseado nas diretrizes propostas pelo NCCLS (2002), apenas C. 

albicans ATCC 64550 e C. parapsilosis 153.07 foram considerados sensíveis dose-

dose-dependentes, sendo todos as outras cepas/isolados testados considerados 

como sensíveis.  

C. albicans ATCC 64548 é sensível ao fluconazol, e foi inibida pela 

crisina em uma concentração maior (800 µmol.L-1) que C. albicans ATCC 64550 

(600 µmol.L-1), que apresenta suscetibilidade dose-dependente para o fluconazol. 

Estes dados mostram que a crisina foi mais efetiva na inibição de uma cepa sensível 

dose-dependente ao fluconazol, quando comparada a uma cepa sensível.  

Esta diferença não foi encontrada para C. parapsilosis ATCC 22019, 

sensível ao fluconazol, e C. parapsilosis 153.07, sensível dose-dependente, de 

modo que ambas apresentaram CIM 50 de 800 µmol.L-1.  

Não foram encontrados na literatura, dados de inibição de espécies 

de Candida pela crisina. Moshi e colaboradores (2004) testaram a mistura da crisina 

com outro composto, uma chalcona, e obtiveram valores de CIM de 31,25 µg.mL-1 

contra C. albicans, sendo este o primeiro relato para essa combinação. Neste 

experimento, mostramos inibição de duas cepas de C. albicans com valores de CIM 

50 de 800 µmol.L-1 (192 µg.mL-1) e 600 µmol.L-1 (144 µg.mL-1). Não há correlação 

entre os dados, pois diferentes técnicas foram utilizadas. Ainda, neste experimento, 

a crisina foi testada pura, sem a presença de outros compostos.  

Entretanto, outros trabalhos reportam a atividade antimicrobiana da 

crisina. Shimura e colaboradores (2007) reportaram atividade antifúngica da crisina 

sobre fungos simbióticos, inibindo o crescimento micelial a 30 µmol.L-1. Babu e 

colaboradores (2006) testaram a atividade antibacteriana da crisina e encontraram 

inibição do crescimento de duas espécies de Bacillus, de Staphylococcus aureus, 

Klebsiela aerogenes e Chromobacterium violaceum em concentrações entre 25 e 50 

µg.mL-1.  

Diversos trabalhos reportam que a crisina, por ser um dos 

componentes majoritários da própolis, pode ser a responsável pela atividade 

antimicrobiana deste produto vegetal, entretanto, até o momento não foram 

encontrados dados na literatura relativos à sua atividade antifúngica sobre diferentes 

espécies de Candida (POPOVA et al., 2005; SILICI; KUTLUCA, 2005; UZEL et al., 

2005; KATIRCIO; MERCAN, 2006; MERCAN et al., 2006; SILICI et al., 2007; 
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CHAILLOU; NAZARENO, 2009). Este trabalho, portanto, é o primeiro a relatar a 

atividade antimicrobiana da crisina sobre espécies de Candida.  

 

3.2 AVALIAÇÃO DA AÇÃO DE CRISINA NAS DIFERENTES ETAPAS DE CULTIVO 

 

A ação da crisina nas diferentes fases do crescimento populacional 

foi avaliada pela obtenção de curvas de crescimento na ausência e presença do 

flavonóide (1000 µmol.L-1). Os dados estão apresentados nas Figuras 1, 2 e 3.  

A partir dos dados obtidos, é possível afirmar que houve uma 

discreta queda nos valores de DO nos cultivos em presença de crisina, quando 

comparados ao controle (ausência de crisina). As maiores diferenças entre controle 

e tratamento com crisina foram observados para ambas cepas de C. albicans e 

cepa/isolado de C. tropicalis, e a menor diferença foi observada para cepa/isolado 

de C. parapsilosis.  

 

Figura 1 – Curvas de crescimento (dados expressos em DO) de cepas de C. 
albicans na ausência (controle) e presença de crisina.  
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Figura 2 – Curvas de crescimento (dados expressos em DO) de cepas/isolados de 
C. tropicalis na ausência (controle) e presença de crisina.  

 
 

Figura 3 – Curvas de crescimento (dados expressos em DO) de cepas/isolados de 
C. parapsilosis na ausência (controle) e presença de crisina.  

 
 

Há duas diferenças entre os testes de atividade antifúngica da 

crisina e as curvas de crescimento. A atividade antifúngica foi avaliada sobre um 

inóculo de 106 células.mL-1, e sem agitação. As curvas foram feitas com inóculo 

inicial 104 células.mL-1, com agitação de 180 rpm.  

Conforme revisado por Ostrosky e colaboradores (2008), o inóculo e 

as condições de incubação são importantes fatores a serem considerados na 

atividade antimicrobiana de materiais vegetais.  

Jung e colaboradores (2007) reportaram em seu estudo que a 

entrada de um flavonóide, de nome amentoflavona, na célula de C. albicans não tem 

relação direta com a produção de ATP, ou seja, a entrada da amentoflavona na 
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célula fúngica não está mediada por funções celulares que necessitem de consumo 

energético celular, como transportadores dependentes de ATP. Os dados 

relacionados a este experimento mostram que o cultivo em agitação, associado ou 

não a um menor inóculo, favoreceu a resistência das espécies de Candida testadas 

à crisina, e esta relação pode estar associada à maior aeração, por conseguinte 

maior disponibilidade de oxigênio no meio de crescimento.  

Muitos micro-organismos são capazes de metabolizar compostos 

fenólicos, dentre eles, espécies de Candida, por diversos mecanismos (AGARRY et 

al., 2008; VARMA e GAIKWAD, 2008; COIMBRA et al., 2009). Para a degradação do 

fenol, os fungos são capazes de adicionar e remover hidroxilas de compostos 

aromáticos e grande número de arranjos pode ser formado. Geralmente, a 

degradação do fenol é realizada via catecol, chave da metabolização de vários 

compostos aromáticos pelos micro-organismos, pois a partir dele ocorre a quebra do 

anel aromático para futura assimilação (MELO et al., 2005). Estes dados sugerem 

que Candida possa ter, nestas 4 a 6 horas de cultivo inicial, produzido compostos 

capazes de degradar ou metabolizar este composto fenólico, permitindo seu 

crescimento.  

Conforme dados da Tabela 2, os maiores aumentos nos tempos de 

geração, após o cultivo em presença de crisina, foram observados para a cepa de C. 

albicans ATCC 64548 (aumento de 2,1 vezes), seguida de C. albicans ATCC 64550 

e C. parapsilosis 153.07 (aumento de 1,8 vezes) e C. parapsilosis ATCC 22019 

(aumento de 1,6 vezes), não havendo diferença entre as duas amostras testadas de 

cada espécie entre sí. Porém, houveram diferenças estatísticas entre C. parapsilosis 

ATCC 22019 e C. albicans ATCC 64548.  
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Tabela 2 – Tempos de geração de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida 
parapsilosis após cultivo em ausência (controle) e presença de crisina. 

 
*Em minutos;  
**Letras diferentes indicam diferenças estatísticas quando comparados pelo teste Tukey (P<0,01).  
 

Para C. tropicalis ATCC 200956 e C. tropicalis 186.06, não houve 

diferença entre os tempos de geração, nem quando comparados aos controles, nem 

entre si.  

Yang e colaboradores (2000) sugerem, em seu estudo, que a 

atividade do composto baicaleína, também mostrado na primeira parte deste 

trabalho, pode ser atribuída à presença de uma hidroxila como radical na posição 7 

da molécula. Entretanto, como mostrado na Figura 3 da revisão bibliográfica, a 

crisina também possui uma hidroxila como radical na posição 7 do anel, e mostrou 

atividade antifúngica em uma das condições testadas, mas esta atividade não foi 

mostrada no crescimento obtido pelas curvas de crescimento, o que não ocorreu 

com a baicaleína, que mostrou atividade em ambas as condições testadas.  

Este trabalho reporta, pela primeira vez, a atividade antifúngica do 

composto crisina em C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, como composto 

isolado, bem como sua influência nas diferentes etapas de cultivo e tempos de 

geração das três espécies de Candida testadas. Neste trabalho, foi mostrado que a 

crisina foi capaz de inibir o crescimento fúngico das três espécies de Candida, porém 

este mesmo nível de inibição não foi obtido em um inóculo menor, associado a um 

cultivo em agitação.  
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4  CONCLUSÕES 

 

- Os compostos baicaleína e crisina foram efetivos na inibição de C. 

albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis; 

- As três espécies responderam de maneira diferenciada aos 

compostos, sendo observadas também diferenças nas respostas 

de diferentes isolados de cada espécie; 

- A baicaleína foi capaz de alterar as etapas de cultivo das diferentes 

espécies de Candida testadas, com alterações nos tempos de 

geração das células; 

- A crisina não alterou as etapas de cultivo de Candida, mas alterou 

os tempos de geração das células; 

- A baicaleína apresentou efeito sinérgico com o fluconazol, sobre 

espécies sensíveis e sensíveis dose-dependentes de Candida; 

- A baicaleína gerou alterações ultraestruturais ao nível morfológico 

e no arranjo celular das três espécies de Candida testadas; 

- O fluconazol gerou alterações no arranjo celular das três espécies 

de Candida testadas; 

- O fluconazol inibiu a diferenciação de C. tropicalis na forma 

filamentosa, quando associado com baicaleína; 

- A combinação sinérgica entre fluconazol e baicaleína gerou 

alterações morfológicas e de arranjo celular, e gerou aumento na 

produção de material extracelular por parte das células de Candida.  

 


