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RESUMO 

A resistência antifúngica em Candida spp. constitui um grave problema de saúde 

pública. Assim, uma abordagem para potencializar a eficácia terapêutica dos 

antifúngicos é testá-los em combinações com outros compostos a fim de obter 

interações sinérgicas. O diclofenaco de sódio (DIC) é um anti-inflamatório com 

potencial antifúngico contra Candida albicans. Neste contexto, este estudo objetivou 

avaliar os efeitos da combinação do DIC com os antifúngicos fluconazol (FLC), 

voriconazol (VRC) e anfotericina B (AMB) frente a células planctônicas e biofilmes em 

formação das cepas clínicas de Candida tropicalis. As Concentrações Inibitórias 

Mínimas das drogas frente às formas planctônicas (CIM) e biofilme (CIMB) foram 

determinadas através dos testes de microdiluição em caldo. Já o potencial sinérgico 

entre o DIC e os antifúngicos foi avaliado pelo método do checkerboard. A interação 

entre as drogas foi definida pelo cálculo do Índice de Concentração Inibitória 

Fracionária (ICIF). Ademais, a ultraestrutura e viabilidade dos biofilmes foram 

analisadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e microscopia confocal. O 

DIC apresentou CIM de 1024 µg/mL em todos os isolados testados. Os antifúngicos 

FLC, VRC e AMB exibiram CIM de 0,25 a 128 μg/mL; 0,0625 a 64 μg/mL e 0,125 a 1 

μg/mL, respectivamente. A combinação do DIC com FLC ou VRC contra células 

planctônicas resistentes aos azólicos reduziu a CIM do FLC de 8 a 32 vezes, e do VRC 

de 16 a 32 vezes (p<0,05), apresentando, portanto, sinergismo. Nas cepas sensíveis ao 

VRC essa combinação de drogas apresentou redução da CIM de 0,5 a 2 vezes para o 

azólico, exibindo indiferença. A associação entre DIC e AMB em células planctônicas 

sensíveis demonstrou sinergismo em 2/10 cepas com redução da CIM em 4 vezes e 

interações indiferentes em 8/10 cepas. Em relação aos biofilmes em formação observou-

se sinergismo com redução da CIMB em 8 vezes para as combinações de DIC com FLC 

ou VRC, e indiferença entre DIC e AMB. As imagens microscópicas dos biofilmes em 

formação expostos a combinação do DIC com FLC demonstraram redução no número 

de células e alteração na morfologia das células de leveduras. Em conclusão, o 

diclofenaco de sódio reduziu a CIM dos azólicos frente a células planctônicas e biofilme 

de C. tropicalis resistentes, sendo observado sinergismo destas combinações, e 

indiferença na combinação com AMB. Além disso, o DIC combinado com FLC reduziu 

a viabilidade e formação do biofilme em cepa resistente.  

Palavras-chave: Candida tropicalis. Antifúngicos. Resistência. Diclofenaco. 

Sinergismo.  



 
 

ABSTRACT  

Antifungal resistance in Candida spp. constitutes a serious public health problem. Thus, 

an approach to enhance the therapeutic effectiveness of antifungals is to test them in 

compounds with other compounds in order to obtain synergistic interactions. Diclofenac 

sodium (DIC) is an anti-inflammatory with potential antifungal against Candida 

albicans. In this context, this study aimed to evaluate the effects of the combination of 

DIC with the antifungals fluconazole (FLC), voriconazole (VRC) and amphotericin B 

(AMB) against planktonic cells and biofilms forming the clinical strains of C.tropicalis. 

The Minimum Inhibitory Concentrations of the drugs against planktonic forms (CIM) 

and biofilm (CIMB) were determined from the microdilution testicles in broth. The 

synergistic potential between DIC and antifungals was assessed using the checkerboard 

method. The interaction between drugs was defined by calculating the Fractional 

Inhibitory Concentration Index (ICIF). Furthermore, the ultrastructure and viability of 

biofilms were analyzed by scanning electron microscopy (SEM) and confocal 

microscopy. The DIC presented MIC of 1024 µg / mL in all tested grants. The 

antifungals FLC, VRC and AMB exhibited MIC from 0.25 to 128 μg / mL; 0.0625 to 64 

μg / mL and 0.125 to 1 μg / mL, respectively. The combination of DIC with FLC or 

VRC against azole-resistant planktonic cells reduced the MIC of the FLC by 8 to 32 

times, and of the VRC by 16 to 32 times (p <0.05), therefore amusing synergism. In 

strains sensitive to VRC, this drug combination presents a MIC reduction of 0.5 to 2 

times for azole, showing indifference. The association between DIC and AMB in 

planktonic cells altered as necessary synergism in 2/10 strains with reduction of MIC in 

4 times and indifferent interactions in 8/10 strains. Regarding biofilms in formation, 

synergism was observed with a 8-fold reduction in CIMB to associate DIC with FLC or 

VRC, and indifference between DIC and AMB. The microscopic images of the biofilms 

in formation exposed to the combination of DIC and FLC demonstrated a reduction in 

the number of cells and changes in the morphology of yeast cells. In conclusion, sodium 

diclofenac reduced the MIC of azoles against planktonic cells and resistant C. tropicalis 

biofilm, with consolidated synergism and indifference in the combination with AMB. In 

addition, DIC combined with FLC reduces the viability and formation of biofilm in a 

resistant strain. 

Keywords: Candida tropicalis. Antifungals. Resistance. Diclofenac. Synergism. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Candida tropicalis, dentre as espécies de Candida não-albicans, é a causa mais 

frequente de candidemia e candidíase invasiva, sobretudo, em países da América Latina 

e Ásia, causando altas taxas de mortalidade principalmente entre idosos e pacientes com 

malignidades, como leucemia mieloide aguda (XIAO et al., 2019). 

Essa levedura tem apresentado resistência aos azólicos (CHOI et al., 2016; FAN 

et al., 2017). A resistência a essa classe de antifúngicos deve-se principalmente à 

superexpressão de bombas de efluxo de drogas, ao aumento da expressão e / ou à 

mutação no gene ERG11, e às alterações no gene ERG3 (JIN et al., 2018; FAN et al., 

2019; TEO et al., 2019), bem como a fatores de virulência como formação de biofilme 

(INÁCIO et al., 2019; NETT; ANDES, 2020). 

Biofilmes têm sido considerados uma das principais causas de estabelecimento 

bem-sucedido da candidíase (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). Além disso, os 

biofilmes mostram diminuição da sensibilidade a drogas antifúngicas, o que dificulta o 

tratamento das infecções fúngicas (NETT; ANDES, 2020). Neste contexto, a busca por 

novas estratégicas com potencial antifúngico, assim como as combinações entre 

fármacos com propósito de obter interações sinérgicas são necessárias. 

O diclofenaco (Ácido 2- [2- (2,6-dicloroanilino) fenil] acético) tem sido relatado 

pelo seu potencial antifúngico frente a Candida albicans (ASHRAF et al., 2015). Esse 

medicamento é um anti-inflamatório não-esteroide (AINE) que atua inibindo as enzimas 

ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) bloqueando a conversão do ácido araquidônico em 

prostaglandinas  (GAN, 2010). 

Desse modo, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do diclofenaco 

combinado com antifúngicos fluconazol, voriconazol e anfotericina B, nas 

concentrações inibitórias mínimas, frente a células planctônicas e biofilme de Candida 
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tropicalis, bem como avaliar a estrutura da formação do biofilme de C. tropicalis 

expostos à combinação de diclofenaco e fluconazol.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

  

2.1 Gênero Candida 

 

Os primeiros achados sobre leveduras do gênero Candida, como patógenos 

humanos, foram descritos por Hipócrates (460 a 337 a.C.) ao observar placas 

esbranquiçadas presentes na cavidade oral de recém-nascidos e em pacientes enfermos. 

Adiante, Galeno (200 a 130 a.C.) relatou essas placas em crianças com candidíase oral, 

mais adiante, no século XVIII, a doença já se fazia frequente na Europa (SIDRIM, 

ROCHA, 2004).  

Em 1839, o cirurgião alemão Bernhard von Langenbeck isolou pela primeira vez 

essas leveduras da cavidade oral de pacientes com tifo. Dessa forma, Langenbeck 

associou, erroneamente, o agente etiológico encontrado à doença, no qual descreveu 

com detalhes em seu trabalho intitulado “Fungi find in the mucous membrane of the 

throat of a typhoid " (HAZEN, 1995). 

Já em 1842, David Gruby definiu a candidíase oral e classificou o agente da 

patogenia no gênero Sporotrichum. Berg , em 1846 através de estudos mais detalhados 

estabeleceu definitivamente a relação do patógeno com a doença, que mais tarde, em 

1861, seria reportado por Zencker, através do primeiro relato de lesões cerebrais 

produzidas pelo fungo (WITTIG et al., 1973). 

Mayer, em 1862, descreveu seis casos de candidíase vaginal, e Haussmann no 

ano de 1875, relatou sobre a existência de relação entre candidíase vaginal da mãe e 

candidose no bebê. A levedura recebeu diversas classificações, em 1853 foi 

reclassificada como Oidium albicans, por Charles Robin, e depois em Monilia albicans 

por Zopf, em 1890. No entanto, somente em 1923, Berkhout a classificou no gênero 

Candida, espécie Candida albicans (SIDRIM, ROCHA, 2004).  
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Candida spp. pertencem ao reino Fungi, divisão Ascomycota, classe 

Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales (LEVETIN et al., 2016). O taxon é 

constituído por mais de 150 espécies, destas, Candida albicans, Candida tropicalis, 

Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei são consideradas de 

importância médica, perfazendo 95% dos casos de candidíase humana (YAPAR, 2014).  

As colônias cultivadas em ágar Sabouraud dextrose apresentam coloração de 

branca a creme, com superfície lisa, opaca ou seca. Ademais, a partir de análises 

microscópicas é possível observar que algumas espécies são pleomórficas, 

apresentando-se nas formas de hifas, pseudo-hifas e blastoconídios (SIDRIM, ROCHA, 

2004). C. albicans e C. dubliniensis formam clamidoconídios terminais; C. albicans, C. 

dubliniensis e C.africana formam hifas verdadeiras , já a espécie C. tropicalis formam 

blastoconídios, pseudo-hifas podendo formar hifas verdadeiras (WU et al., 2016a). 

 Essas leveduras já foram isoladas de ambientes aquáticos (MEDEIROS et al., 

2008), bem como de sítios anatômicos de animais como cães (BRITO et al., 2009; 

BUFALARI et al., 2016), golfinhos (TAKAHASHI et al., 2010), calopsitas 

(BRILHANTE et al., 2010; SIDRIM et al., 2010), camarões (BRILHANTE et al., 2011) 

equinos  (CORDEIRO et al., 2013b), porco-espinho (CASTELO-BRANCO  et al., 

2013), tartarugas (BRILHANTE et al., 2015a), macaco rhesus  (PECORARO et al., 

2019) e outros animais (BRILHANTE et al., 2015b). 

Candida spp. é um fungo comensal da microbiota humana e de outros animais, 

coloniza a pele, trato gastrointestinal, urogenital e vias respiratórias.  Por fazer parte da 

microbiota humana, as infecções por espécies do gênero Candida são, na grande 

maioria, de origem endógena (SULEYMAN; ALANGADEN, 2016; SAFAVIEH et al., 

2017). 
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Os indivíduos predisponentes para infecções por leveduras do gênero Candida 

incluem imunossuprimidos; recém-nascidos prematuros; diabéticos; pacientes com 

câncer, em hemodiálise; transplantados ou em nutrição parenteral, além de idosos e 

indivíduos que fazem uso de dispositivos invasivos, como cateteres venosos centrais  

(ARMSTRONG-JAMES; HARRISON, 2012). 

2.2 Infecções por Candida spp. 

 

As notificações das infecções fúngicas têm aumentado desde a década de 1980 

(FISHER et al., 2012). A doença vem afetando mais de 5,7 bilhões de pessoas, ou seja, 

80 % da população mundial, causando mais de 1,5 milhões de mortes (BROWN et al., 

2012b; BONGOMIN et al., 2017; DENNING, 2017).  

 Candida spp. são os principais agentes de infecções fúngicas em todo o mundo 

(REES et al., 2011). Nos EUA, essas leveduras são a quarta principal causa de infecções 

nosocomiais da corrente sanguínea (WISPLINGHOFF et al., 2004; DELALOYE; 

CALANDRA, 2014), com maior prevalência da espécie C. albicans com base em 

estudos epidemiológicos realizados no Oriente Médio (SHARIFZADEH et al., 2013), 

Continente Europeu (KLINGSPOR et al., 2015), Estados Unidos (CLEVELAND et al., 

2015), Austrália, Japão, Coréia, Hong Kong, Malásia, Cingapura e Tailândia (WANG; 

XU; HSUEH, 2016). 

As infecções causadas por Candida spp. constituem importante causa de 

morbidade e mortalidade em imunocomprometidos, sendo C. albicans a espécie mais 

comumente isolada na prática clínica, apesar do aumento no número dos isolados de 

Candida não-albicans (CNA). Dentre as CNA mais frequentemente isoladas, estão as 

espécies C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis (BASSETTI et al., 2017). 
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Essas leveduras podem causar desde infecções superficiais da mucosa oral e 

vaginal, até infecções hematogênica e dos tecidos profundos (SINGH; FATIMA; 

HAMEED, 2015; DONDERS; SOBEL, 2017). As infecções superficiais causadas por 

Candida spp. como candidíase oral, orofaríngea, esofágica e vaginal, afetam milhões de 

pessoas no mundo, causando morbidade grave (MOYES; RICHARDSON; NAGLIK, 

2015). A candidíase oral, principal infecção da cavidade bucal, acomete 90% de 

portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV) (THOMPSON et al., 2010) 

além de indivíduos com estomatite anêmica, exocrinopatia autoimune, penfigóide 

(grupo de doenças autoimunes). 

Vale ressaltar, que a candidíase orofaríngea causada principalmente por C. 

albicans, apresenta risco substancial a portadores de próteses, usuários de 

corticosteróides, fumantes, além de indivíduos que estão fazendo uso de antibióticos de 

amplo espectro, agentes imunossupressores e quimioterápicos, pacientes com HIV, 

diabetes ou com doença autoimune (SWIDERGALL; FILLER, 2017). 

A candidíase vaginal, por sua vez, atinge 75% das mulheres pelo menos uma vez 

na vida durante seu período fértil, sendo que deste percentual cerca de 6% a 9% sofrerão 

uma recidiva da doença (CASSONE, 2015; SILVA; OLIVEIRA, 2017), somando em 

torno de 30 milhões de infecções a cada ano (NAGLIK, 2014).  

A candidíase invasiva (CI), condição grave de infecções causadas por leveduras 

do gênero Candida, é mais comum em pacientes hospitalizados, causando 40% de 

mortalidade, mesmo em indivíduos recebendo terapia antifúngica. Candidemia, infecção 

da corrente sanguínea, é o tipo mais comum de CI (KULLBERG, 2016), além infecção 

do trato urinário, endocardite, infecções do Sistema Nervoso Central e candidíase intra-

abdominal (BOUZA et al., 2019), sendo C. albicans a principal espécie associada 

(KULLBERG, 2016).  
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Embora C. albicans seja a principal causadora de CI nosocomial no mundo, 

estudos têm demonstrado mudanças no perfil epidemiológico de espécies responsáveis 

pela doença (PFALLER et al., 2004; KULLBERG, 2016). Na Itália, as espécies do 

gênero Candida são a terceira principal causa de infecções em neonatos, perfazendo 

altas taxas de mortalidade. Um estudo conduzido durante quinze anos em uma Unidade 

de Terapia Intensiva Neonatal no sul italiano, objetivando avaliar o perfil na 

distribuição dessas espécies, concluiu que houve um aumento de 71% dos isolados de 

CNA, em comparação com C. albicans (LOVERO et al., 2016).  

Na China, um estudo realizado entre 2011 e 2017 em uma Unidade de Terapia 

Intensiva, os isolados causando candidemia perfaziam em maior número as espécies: C. 

albicans (46,3%), seguidos por C. parapsilosis (19,5%), C. glabrata (15,9%) e C. 

tropicalis (14, 6%) (XIAO et al., 2019).  

C. glabrata  tem surgido como um importante patógeno no norte da Europa 

(MILAZZO et al., 2014), Estados Unidos e Canadá, frequentemente isolada de casos de 

candidemia (PFALLER; JONES; CASTANHEIRA, 2014; REMINGTON et al., 2018), 

já a espécie C. parapsilosis, é prevalente no sul da Europa, Ásia e América do Sul, com 

alta incidência na população pediátrica (KULLBERG, 2016).  

C. tropicalis, por sua vez, é proeminente na região da Ásia-Pacifico, 

respondendo de 20% a 45% dos isolados de Candida spp. Esta levedura é considerada 

um patógeno oportunista e está associada a altas taxas de mortalidade (O’BRIEN; 

OLIVEIRA-PACHECO; BUTLER, 2019; SFEIR et al., 2020). Os fatores 

predisponentes à infecção por esta espécie incluem indivíduos neutropênicos e / ou com 

doença hematológica (CORNELY et al., 2015; SFEIR et al., 2020), além de infectados 

pelo HIV ou que passaram por transplantes de órgãos (SINGH; FATIMA; HAMEED, 

2015).  
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Há relatos dessa espécie, em hospedeiro humano, causando infecção cutânea 

primária (SINGH; FATIMA; HAMEED, 2015), co-infecção em prótese articular do 

quadril (SEBASTIAN et al., 2018) cistite (WANG et al., 2015), meningite 

(CECCARELLI et al., 2016), endoftalmite fúngica ocular (TANAKA et al., 2016), 

peritonite (GIACOBINO et al., 2016), microabcessos renais (ROSA DUQUE et al., 

2019), abcesso renal (CHANDRA et al., 2019) além de celulite necrosante 

angioinvasiva em hospedeiro com defesas imunológicas comprometidas (KRISHNAN 

et al., 2020).  

Na Coréia, durante um estudo multicêntrico realizado em sete hospitais do país, 

C. tropicalis foi a espécie de maior prevalência dentre as CNAs com apresentação 

clínica mais grave, além disso, a levedura foi responsável pela maior mortalidade entre 

14 e 30 dias (KO et al., 2019). Estudos apontaram essa sendo a segunda espécie do 

gênero Candida mais isolada de portadores de Diabetes Melitus Tipo II, na Índia 

(SANDHYA et al., 2019). Já na Tailândia, foi a terceira espécie mais isolada em 

pacientes com candidíase oral (MUADCHEINGKA; TANTIVITAYAKUL, 2015). 

No Brasil, assim como em outros países da América Latina, C. tropicalis é a 

segunda ou terceira espécie mais isolada dos casos de candidemia e candidúria ( 

KULLBERG et al., 2017; PFALLER et al., 2010b). Um estudo epidemiológico 

realizado num hospital terciário no Brasil, durante um período de vinte e um anos, de 

1996 a 2016, demonstrou maior prevalência de espécies CNAs causando candidemia, 

sendo 37.5% C. albicans, seguidas das espécies de CNAs :  C. tropicalis (28.1%), C. 

parapsilosis (18.4%) e  C. glabrata (6.9%) (BRAGA et al., 2018).  

Outro estudo reunindo dados de 16 hospitais de cinco regiões brasileiras relatou 

que dentre os isolados de candidemia, 34.3% eram C. albicans, com as espécies de 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fungal-endophthalmitis
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CNAs perfazendo o maior número: C. parapsilosis (24.1%), C. tropicalis (15.3%) e C. 

glabrata (10.2%) (DOI et al., 2016).  

C. tropicalis foi a segunda espécie mais prevalente tanto nos casos de 

candidúria, numa UTI em Cuiabá, Mato Grosso (MENOTTI et al., 2019) quanto nos 

casos de candidíase oral em pacientes transplantados renal de duas regiões geográficas 

do Brasil (Nordeste e Sul) (DA SILVA-ROCHA et al., 2014). 

No nordeste brasileiro, apesar do baixo índice nos relatos de infecções por C. 

tropicalis, esta foi a espécie de CNA mais isolada de diferentes casos de infecções em 

Recife, segundo estudos realizados em hospitais terciários de Recife (HINRICHSEN et 

al., 2009). Em São Luiz, Maranhão, essa levedura foi isolada da mucosa oral de 

pacientes HIV positivo  (TERÇAS et al., 2017).  

Já no Rio Grande Norte, na cidade de Natal, C. tropicalis foi a segunda espécie 

mais isolada dos quadros clínicos de candidemia, baseado em estudos realizados num 

hospital terciário desta região (ARAÚJO; DE MEDEIROS, 2019). No Ceará, a levedura 

foi a mais prevalente dentre as espécies de CNAs isoladas dos centros de saúde do 

estado, e a segunda dentre as espécies do gênero Candida (MENEZES,; CUNHA; 

CUNHA, 2012). 

2.3 Candida tropicalis 

 

Candida tropicalis foi isolada pela primeira vez em 1910, de um indivíduo com 

bronquite fúngica, sendo classificada primeiramente como Oidium tropicale pelo 

patologista e bacteriologista italiano Aldo Castellani (CASTELLANI, 1912). 

As colônias cultivadas em ágar Sabouraud dextrose são indistinguíveis de outras 

espécies de Candida, podendo ser observado uma coloração de branca a creme, aspecto 

liso e textura cremosa, com bordas levemente enrugadas (SIDRIM, ROCHA, 2004; 
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SILVA et al., 2012); além disso, esta espécie pode apresentar variabilidade fenotípica 

(switching), com colônias que variam o fenótipo de branco a opaco (MANCERA et al., 

2015).  

Através do microcultivo dessas leveduras em ágar fubá acrescido de Tween 80, 

sob microscopia óptica e de varredura, como demonstrado na Figura 1, é possível 

observar leveduras apresentando-se na forma de blastoconídios esféricos ou ovoides 

dispostos em pares ou sozinhos, medindo de 4-8  e  5-11 μm de diâmetro; além de 

pseudo-hifa em cadeias ou ramificadas, hifas verdadeiras podem ser visualizadas  (WU 

et al., 2016). 

 

 

FONTE: CEMM  

 

Figura 1. Micromorfologia de Candida tropicalis. (A) Microcultivo de Candida tropicalis em agar fubá 

acrescido de tween 80 visualizado em microscópio óptico de campo claro. Nota-se, a partir de pseudo-

hifas (seta preta), a formação de blastoconídios em brotamento, em cadeia simples ou ramificada, 

comumente aos pares. (B) e (C) Microscopia eletrônica de varredura de Candida tropicalis. (B) hifas 

(seta branca). (C) blastoconídios (seta vermelha) e pseudo-hifas representada por blastoconídios 

alongados em brotamento (seta branca). Aumento: (A) 400 X. (B) 8000X. (C) 5000X. 

 

Candida tropicalis realiza reprodução assexuada, e embora essa levedura 

apresente núcleo diploide, alguns estudos têm relatado células tetraploide originárias da 

fusão de células diploides; as células tetraploides podem  realizar o ciclo parasexual, 

mecanismo reprodutivo que origina células diploides sem ocorrência de meiose 

(SEERVAI et al., 2013). O genoma desta levedura foi sequenciado em 2009 (BUTLER 

et al., 2009) e possui um tamanho de 14,5 Mb, com 12 cromossomos e 6.258 genes 
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codificadores de proteínas (LI et al., 2014). Estudos da análise fenotípica e genética de 

isolados clínicos e ambientais de espécies de Candida tropicalis demonstraram um 

genoma estável com algumas diferenças fenotípicas quando expostos à estressores de 

parede celular,  metais e drogas antifúngicas (BAUER et al., 2019). 

Quanto ao habitat dessa levedura, pode ser encontrado na água (HAGLER; 

MENDONÇA-HAGLER; PAGNOCCA, 2017), solo (LAPPE-OLIVERAS; 

TORIELLO; TAYLOR, 2006), lodo (ZHU et al., 2015), nos frutos (GOMES et al., 

2003) e em ambientes halotolerantes (ZAJC; ZALAR; GUNDE-CIMERMAN, 2017).  

Embora C. tropicalis seja comensal da microbiota humana e animal, tendo sido 

isolada de vários sítios anatômicos humanos, como pele (DAS; DHAR; BEHERA, 

2019), cavidade oral (SHETH et al., 2016; BAJRACHARYA; BHATTACHARYYA; 

POUDEL, 2019), trato genital feminino e masculino (ARIDOǦAN et al., 2005; 

BENTUBO et al., 2015) trato respiratório (OKSUZ et al., 2007) e  trato gastrintestinal 

sem causar infecções (MADEEHA; IKRAM; IMRAN, 2016; YOWANG et al., 2019); 

há relatos desta levedura ocasionando infecções em indivíduos imunocompetentes 

(HAMILTON; LOCKHART; CRAIN, 2015). 

O estabelecimento destas infecções no hospedeiro, depende, em parte, de 

características expressas pelo microrganismo, ou seja, dos fatores de virulência (HÖFS; 

MOGAVERO; HUBE, 2016).  Dentre os fatores de virulência expressos por Candida 

tropicalis, podem ser citados produção de adesinas (YU et al., 2016) e enzimas 

hidrolíticas como fosfolipase e protease (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014), 

pleomorfismo (JIANG et al., 2016), switching fenotípico (MORALEZ et al., 2016) além 

de capacidade hemolítica (FURLANETO et al., 2015). Vale ressaltar, que a produção de 

biofilme pode ser considerada um importante fator de virulência (FURLANETO et al., 
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2015), já que esta levedura é forte produtora de biofilme (PAIVA et al., 2012; 

UDAYALAXMI; JACOB; D’SOUZA, 2014). 

   

 2.3.1 Biofilmes  

Biofilmes fúngicos são comunidades microbianas aderidas a superfícies bióticas 

ou abióticas envolvidas por matriz extracelular polimérica. Essas estruturas complexas 

apresentam fenótipo que difere das células planctônicas quanto à taxa de crescimento, 

transcrição de genes e resistência antifúngica (KOLTER; GREENBERG, 2006; 

NOBILE, 2015); sua formação envolve uma cascata de mecanismos moleculares de 

sinalização e superexpressão de genes ( SILVA; ARAÚJO; HENRIQUES, 2017). 

Um estudo realizado por Galán-Ladero et al. (2019) relatou que a 

superexpressão dos genes CTRG ALS em C. tropicalis posssui um papel importante na 

adesão e formação de biofilmes, além destes, destacam-se os genes  BCR1, regulador 

das adesinas e parede celular, e os genes UME6, NRG1, reguladores transcricionais de 

dispersão celular (FINKEL; MITCHELL, 2011). Outro fator importante descoberto 

recentemente, é a adesão interespécie, ou seja, a interação de C. tropicalis com outras 

espécies oferece vantagens ao desenvolvimento e manutenção do biofilme 

(PATHIRANA et al., 2019).  

A capacidade de C. tropicalis formar biofilme em superfícies abióticas e 

bióticas, como por exemplo em células epiteliais do hospedeiro (NEGRI et al., 2012) 

depende, sobretudo, da aderência, hidrofobicidade da superfície celular (GALÁN-

LADERO et al., 2013; GALÁN-LADERO et al., 2019) e pH do meio; este último 

potencializa a invasão e colonização tecidual quando o ambiente é neutro ou alcalino 

(FERREIRA et al., 2016). 
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As etapas de formação do biofilme (Figura 2), dividem-se em: (1) adesão  e 

colonização de levedura na superfície; (2) proliferação de células e formação de 

microlônias na camada basal; (3) formação de multicamadas com pseudo-hifa e / ou 

hifa verdadeira com secreção da matriz extracelular exopolimérica; (4) maturação de 

microcolônias com leveduras e hifas envoltas por matriz extracelular; (5) dispersão de 

estruturas fúngicas. Além disso, organizam-se em três fases: inicial ( 0 - 6 horas); 

intermediária ( 7 -12 horas) e madura ( 13 – 48 horas) (GHANNOUM et al., 2015). 

A arquitetura dos biofilmes de Candida tropicalis, como demonstrado na figura 

3, constitui-se de uma complexa matriz de polissacarídeos com multicamadas 

compostas de blastoconídios e filamentos metabolicamente ativas (INÁCIO et al., 

2019), no qual, após a fase madura as células fúngicas iniciam um novo processo de 

dispersão e colonização em outros locais (GHANNOUM et al., 2015). 

 

 



32 
 

 

FONTE: LOHSE et al., 2017, com adaptações. 

Figura 2. Etapas da formação de biofilme em Candida spp. 

Legenda: Etapas de formação do biofilme no gênero Candida. Adesão (1). Proliferação de células e 

formação de microcolônia basal (2).  Formação de multicamadas de células e matriz exopolimérica (3).  

Maturação de células envoltas por matriz extracelular (4). Dispersão de estruturas fúngicas (5).  
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FONTE: CEMM (2019) 

Figura 3.  Microscopia confocal de varredura a laser (A) e Microscopia eletrônica de varredura(B) de 

biofilmes em formação de Candida tropicalis. Observa-se uma estrutura complexa composta de 

blastoconídios (setas vermelhas) e filamentos (setas brancas). Na imagem (A) as células em verde são 

células viáveis, já as células em vermelho são células mortas.  Aumento: 400 x (A), 5.000 x. Espessura : 

20 µm ( A), 200 µm ( B). 

 

Os biofilmes apresentam variações, a depender da espécie, quanto à estrutura e 

composição da matriz (JAIN et al., 2007). Candida tropicalis tem como principal 

componente da matriz exopolimérica a hexosamina ( 27 %), além de carboidratos, 

proteínas, fósforo e ácido urônico, em menor quantidade (AL-FATTANI; DOUGLAS, 

2006). Os biofilmes possuem uma complexa organização metabólica e estrutural que 

mantém a integridade da colônia; ademais, a matriz exopolimérica funciona como uma 

barreira protetora contra drogas, estressores ambientais, células fagocitárias e outras 

defesas do hospedeiro (PIERCE et al., 2017). 

A dispersão de células dos biofilmes promove a reinfecção no hospedeiro 

(AKBARI; KJELLERUP, 2015), favorecendo, assim, a intensificação de resistência 

antifúngica (SILVA et al., 2017) e possibilitando o sucesso no desenvolvimento e 

persistência das infecções (BORGHI et al., 2015), resultando em importante causa de 

recorrência da doença (SILVA-DIAS et al., 2015) perfazendo altas taxas de mortalidade 

(BUJDÁKOVÁ, 2016). 
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Biofilmes de Candida tropicalis têm sido encontrado em dispositivos médicos 

como cateter de pacientes com câncer (INÁCIO et al., 2019) e em desfibrilador 

cardioversor, neste último, causando endocardite infecciosa (ALEGRO; ARGENTINE; 

RUSSELL, 2019; BAUER et al., 2019b). Um estudo realizado num hospital de ensino 

rural na Índia, relatou infecções ocasionadas por Candida tropicalis associadas a estes 

objetos (DEORUKHKAR; SAINI, 2016); candidíase disseminada, decorrentes da 

liberação de células de biofilmes formadas em dispositivos hospitalares, tem sido 

extensivamente documentada (FANNING; MITCHELL, 2012). Vale destacar, que os 

biofilmes suportam altas concentrações de antifúngicos (DOMINGUEZ; ANDES, 

2017), sendo, portanto, um intensificador de resistência antifúngica. 

  

2.4 Tratamento das infecções por Candida 

 

Os antifúngicos utilizados para tratar as infecções causadas por espécies de 

Candida spp. estão divididos em quatro classes principais: azólicos, polienos, 

equinocandinas e alilaminas; e atuam em diferentes alvos moleculares (PAPPAS et al., 

2015). Os azólicos, grupo que inclui os triazólicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol) 

e imidazólicos (cetaconazol e miconazol) têm como alvo a enzima 14-α-desmetilase 

(codificada pelo gene ERG11), esta enzima atua na síntese do ergosterol, um importante 

componente da membrana celular fúngica. Os azólicos inibem o crescimento fúngico 

pela depleção do ergosterol (SIDRIM, ROCHA, 2004). 

Os poliênicos, por exemplo, se ligam ao ergosterol e induzem a formação de 

poros na célula, alterando, portanto, a permeabilidade da membrana celular pelo 

extravasamento de conteúdo intercelular, além disso, a anfotericina B  podem levar ao 
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acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROs) na célula fúngica, indução da 

apoptose e morte celular (BELENKY; CAMACHO; COLLINS, 2013). 

As equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina), inibem a 

glicosiltransferase 1,3-β-D-glucana sintase ( FKS ),  gene que codifica a enzima 1,3-β-

D-glucano- sintase, molécula essencial à manutenção da parede celular fúngica; já as 

alilaminas atuam inibindo a enzima esqualeno epoxidase causando diminuição na 

concentração de ergosterol (DENNING; BROMLEY, 2015).  

A terapia para as infecções ocasionadas por fungos do gênero Candida é 

determinada com base no paciente, considerando a intensidade da doença, 

comorbidades e exposição prévia a algum antifúngico; e com base nas espécies fúngicas 

envolvidas, visto que, o potencial invasivo, virulência e sensibilidade antifúngica das 

espécies desse gênero diferem entre si (PAPPAS et al., 2018).  

De modo geral, as equinocandinas são as drogas de primeira linha utilizadas para 

tratar infecções por Candida spp., pois, estas apresentam-se mais seguras, eficazes e 

com interações medicamentosas limitadas (KULLBERG et al., 2018) comparadas aos 

azólicos e polienos (ANDES et al., 2012).  Os azólicos possuem amplo espectro nestas 

infecções, sendo um medicamento de segunda linha utilizados em casos específicos 

como infecções no trato urinário, meningite e endoftalmite, nos quais as equinocandinas 

não são recomendadas, pois estas, não são eliminadas na urina e não atravessam 

totalmente a barreira hematoencefálica (KULLBERG et al., 2005). Alguns países 

utilizam o fluconazol como agente antifúngico de primeira linha para tratar pacientes 

com CI, contudo, sua indicação é ponderada, haja vista os relatos de aumento da 

resistência antifúngica por estas espécies (ID et al., 2019). 

Os polienos comumente utilizados na clínica são a anfotericina B, a nistatina e a 

natamicina. Enquanto a natamicina e nistatina são utilizadas apenas como agentes 
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tópicos (CAMPOY; ADRIO, 2017); a anfotericina B é o poliênico mais utilizado no 

tratamento de infecções sistêmicas, considerada eficaz contra todas as Candida spp., 

com exceção de Candida lusitaniae; contudo, este polieno possui nefrotoxicidade, além 

de efeitos adversos graves; portanto, seu uso é recomendado para casos de infecções 

profundas ou resistência do fungo a outras drogas (PAPPAS et al., 2018),  

  

  

2.5 Resistência aos antifúngicos 
 

Os protocolos padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) ou pelo European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST) 

possibilitam determinar a concentração inibitória mínima (CIM) das drogas, e assim, 

classificar os microrganismos como resistentes ou sensíveis aos fármacos com base em 

pontos de corte pré-estabelecidos (JENSEN et al., 2016; CLSI, 2008a, 2008b). No 

entanto, esses testes de sensibilidade antifúngica, in vitro, para Candida spp. são 

padronizados para células planctônicas, e não para biofilmes. 

A resistência antifúngica consiste na perda ou inexistência da sensibilidade do 

microrganismo a uma determinada droga antifúngica observada em teste de 

sensibilidade in vitro na qual a concentração inibitória mínima do antifúngico excede o 

ponto de corte de sensibilidade estabelecido para o fungo.  A resistência microbiana 

pode ser intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca é aquela que existe 

naturalmente entre os microrganismos que não foram expostos aos fármacos, como C. 

krusei resistentes ao fluconazol, e C. auris com CIMs aumentadas para azólicos, 

equinocandinas e polienos. Já a resistência adquirida, desenvolve-se em fungos 

previamente sensíveis após exposição às drogas, como por exemplo, o surgimento de 

cepas resistentes de C. glabrata ao serem expostas ao fluconazol, e de C. 
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parapsilosis em regiões onde houve aumento do uso de equinocandinas 

(LORTHOLARY et al., 2011).  

Um estudo global conduzido pelo programa de vigilância antifúngica ARTEMIS 

DISK, envolvendo quarenta e um países relatou um aumento da resistência ao 

fluconazol, sobretudo nas espécies de C. parapsilosis, C. guilliermondii, 

C.lusitaniae, C. sake, C. pelliculosa, C. inconspicua , C. rugosa e C. norvegensis. As 

espéciesde C.albicans , C.glabrata , C.tropicalis , C.rugosa , C.lipolytica , C.pelliculosa

 , C. Apicola , C. haemulonii , C. Humicola , C. lambica e C. ciferrii, mantiveram-se 

sensíveis ao voriconazol, com algumas espécies resistentes (< 5,0% ) (PFALLER et al., 

2010a). A resistência, de células planctônicas do gênero Candida, aos antifúngicos da 

classe dos polienos, como anfotericina B, permanece incomum (KANAFANI; 

PERFECT, 2008). 

A epidemiologia das infecções por Candida spp. vem sofrendo alterações, e esta 

mudança deve-se, sobretudo, ao uso de antifúngicos que têm como consequência a 

seleção de espécies menos sensíveis (PFALLER et al., 2011; VERGIDIS P, CLANCY 

CJ, 2016). 1,4% de cepas de C. albicans apresentam resistência ao fluconazol, seguidos 

de C. parapsilosis (3,6%) e C. tropicalis (4,1%) (PFALLER et al., 2010a). A resistência 

aos azólicos tem sido relatada também nas espécies 

C.ciferrii , C.guilliermondii , C.inconspicua , C.humicola , C.lambica , C. lipolytica ,  

C.norvegensis , C. palmioleophila , C. rugosa e C. valida (CHEN et al., 2009). 

Nos EUA, cepas de C. albicans na forma planctônica possuem uma taxa de 

0,5% a 2 % de resistência ao fluconazol, já as espécies C. parapsilosis, C. tropicalis e 

C. glabrata possuem resistência de 2% a 6%, 4% a 9 %, e 11% a 13%, respectivamente 

(CLEVELAND et al., 2012). No entanto, nenhuma espécie tem superado C. auris com 

93% de resistência ao fluconazol (LOCKHART et al., 2017). Candida auris foi relatada 
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a princípio em 2009, esse patógeno possui resistência intrínseca a múltiplas drogas 

(SATOH et al., 2009; RHODES et al., 2018). 

Estudos têm relatado cepas de C. krusei  apresentando 78,3% de resistência 

intrínseca global ao fluconazol, e C. glabrata demonstrando uma sensibilidade reduzida, 

com 15,7% de resistência global (PFALLER et al., 2010a). Resistência adquirida ao 

fluconazol e equinocandinas tem sido observada em cepas de C. glabrata expostas 

anteriormente a estas drogas, sendo relatada sensibilidade reduzida aos azólicos em 

isolados previamente expostos a esta classe de compostos (JENSEN et al., 2016).  

De modo semelhante, estudos têm demonstrado cepas de C. tropicalis, na forma 

planctônica, apresentando resistência adquirida à equinocandinas (GROSSET et al., 

2016; PRISTOV; GHANNOUM, 2019;  SFEIR et al., 2020b). Além disso, isolados 

desta espécie antes considerados sensíveis aos azólicos (ANN CHAI; DENNING; 

WARN, 2010) tem apresentado aumento de resistência a essa classe de drogas, 

sobretudo ao fluconazol, itraconazol e voriconazol (CHEW et al., 2017; XISTO et al., 

2017; FAN et al., 2017b; GHANNOUM, 2019; HII et al., 2019).  

A propagação hematogênica de C. tropicalis resistente a fluconazol foi 

comparada entre indivíduos com Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) e 

indivíduos sem DPOC, essa espécie prevaleceu em 53,3 %  e 100 %  das amostras de 

sangue e escarro, respectivamente, entre os pacientes com DPOC, contra 12, 5 % e  33 

% dessas mesmas amostras, respectivamente, em pacientes sem DPOC (BANERJEE, 

PAMELA; DAS, 2019). 

Ademais, estudos realizados por Forastiero et al. (2013) relataram resistência 

cruzada entre azólicos e anfotericina B frente a células planctônicas de C. tropicalis.  De 

modo semelhante, outros estudos têm demonstrado resistência cruzada entre os azólicos 

frente a cepas desta mesma espécie (CHEN et al., 2019; TEO et al., 2019; HII et al., 
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2019). Desse modo, entender os mecanismos subjacentes à resistência antifúngica por 

cepas de C. tropicalis é de suma importância para aprimorar as terapias antifúngicas 

(ARASTEHFAR et al., 2017).  

2.6 Mecanismos de resistência aos antifúngicos 

 

Os mecanismos que podem levar Candida spp. a serem resistentes aos azólicos 

incluem superexpressão de bombas de efluxo e consequente diminuição na 

concentração de derivados azólicos no meio intracelular; aumento na expressão do gene 

ERG11;  modificação na via de síntese do ergosterol após exposição aos azólicos, bem 

como, diminuição da expressão de genes ERG3 (produz esterol tóxico no meio 

intracelular). Vale ressaltar que esses mecanismos podem ocorrer simultaneamente ou 

de forma isolada (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; TEO et al., 2019). 

Barchiesi et al. (2000), pela primeira vez, investigaram os mecanismos que 

levavam cepas de C. tropicalis serem resistentes a azólicos. No estudo, ao induzir 

resistência in vitro ao fluconazol os pesquisadores observaram aumentos de CIMs para 

fluconazol, itraconazol e terbinafina na cepa de C. tropicalis (ATCC 750), sendo 

detectada superexpressão nos genes CDR1 e MDR1, genes codificadores de bombas de 

efluxo.  

As bombas de efluxo são proteínas da membrana celular fúngica, classificadas 

em ATP-binding cassette (ABC) ou major facilitator superfamily (MFS), que atuam 

transportando ativamente do meio intracelular para o meio extracelular, entre outras 

moléculas, alguns antifúngicos, não em quantidades suficientes para causar resistência. 

Em algumas cepas de Candida spp. o aumento na quantidade dessas bombas de efluxo 

causa diminuição na concentração de moléculas antifúngicas no meio intracelular, 

acarretando, portanto, resistência nessas leveduras (MFS) (AKINS, 2005).  
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Em Candida spp. as bombas de efluxo do grupo ABC são codificadas pelos 

genes Candida drug resistance 1 (CDR1)  e Candida drug resistance 2 ( CDR2), essas 

bombas não apresentam especificidade e utilizam como fonte de energia para bombear 

drogas e outras moléculas para o meio extracelular a hidrólise do ATP. As bombas de 

efluxo do grupo MFS, superfamília do principal facilitador, são mais específicas 

comparadas às do grupo ABC. Entre os membros da MFS o gene multidrug resistance 1 

(MDR1) codifica proteínas transportadoras que agem especificamente expulsando o 

fluconazol, a superexpressão desse gene implica na resistência ao azólico (ALARCO; 

RAYMOND, 1999; KANAFANI; PERFECT, 2008; BERKOW; LOCKHART, 2017).  

Os mecanismos de expressão de ambas as bombas são complexos e envolvem 

multifatores. O fator de transcrição Tac1 medeia a regulação dos genes CDR1 e CDR2 

(ZNAIDI et al., 2007); já o fator de transcrição MDR1 é o regulador central da bomba 

de efluxo codificada por MDR1, portanto, controla a expressão de MDR1 e medeia a 

resistência a múltiplas drogas  (MORSCHHÄ USER et al., 2007; ZNAIDI et al., 2007). 

Um estudo realizado entre 2012 e 2015, no qual avaliou os mecanismos 

moleculares de resistência aos azólicos detectou superexpressão dos genes CDR1 e 

MDR1 em C. tropicalis resistentes (TEO et al., 2019), sendo observado, ainda, que a 

deleção destes genes ocasionou diminuição de resistência a esses azólicos (TSAO; 

RAHKHOODAEE; RAYMOND, 2009; TEO et al., 2019). Outro estudo, com isolados 

desta espécie resistentes à equinocandinas, relatou mutação no gene FKS (codifica a 

enzima beta-glucansintase), na posição S645P (GROSSET et al., 2016); mutações no 

gene FKS desencadeiam maior risco de falha terapêutica (LACKNER et al., 2014). 

Jiang et al. ( 2012 ), Chew et al. ( 2017 ) e Teo et al. ( 2019), durante seus 

estudos, identificaram em cepas de  C. tropicalis resistentes ao fluconazol, mutações no 

gene ERG11 nas posições Y132F (substituição de tirosina por fenilalanina) e S154F 
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(substituição de serina por fenilalanina); essas mutações causaram diminuição da 

afinidade de azólicos à molécula alvo. Resultados semelhantes foram obtidos por FAN 

et al. (2019) após estudo realizado em dez hospitais por um período de cinco anos, na 

China; no estudo, os autores concluíram que apesar da superexpressão dos genes 

ERG11, CDR1 e MDR1, as mutações no gene ERG11 foram os principais responsáveis 

pela resistência ao azólico em cepas desta espécie. 

Pandey et al. (2020) durante estudos com células planctônicas de C. tropicalis 

resistentes a fluconazol observaram tanto superexpressão nos 

genes MDR1 , ERG11 e CDR1 dessas cepas, quanto mutações que ocasionaram a 

substituição dos aminoácidos Ct 10 (Glysine464Serine) e Ct 16 

(tirosina132Phenylalanine; Serine154Phenylalanine), ambas, associadas à resistência ao 

fluconazol. Da mesma forma, Bizerra et al. (2008)  observaram superexpressão nos 

genes MDR1 e ERG11 nas células de biofilme de C. tropicalis resistentes a fluconazol. 

Já os primeiros relatos de C. tropicalis apresentando resistência a derivados 

poliênicos surgiram na década de 1970. Esses estudos demonstraram que as cepas 

apresentavam alterações no conteúdo de esteróis da membrana, constituindo pouco ou 

quase nenhum ergosterol. Forastiero et al. (2013) relataram que a baixa sensibilidade de 

C. tropicalis a anfotericina B está relacionada a deleções ou substituições nos genes 

ERG11 ou ERG3, visto que esses genes codificam enzimas da via de biossíntese do 

ergosterol; alterações nesses genes podem causar modificações na estrutura ou redução 

do esgorterol de membrana, reduzindo a ação dos poliênicos e até azólicos (EDDOUZI 

et al., 2013). 

Estudos demonstraram que C. tropicalis resistentes à anfotericina B apresentam 

modificações na taxa respiratória e no potencial de membrana mitocondrial (MESA-

ARANGO et al., 2014). Ademais, Mesa-Arango et al. (2016) reportaram que níveis 
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elevados de β-1,3-glucano na parede celular do fungo, provavelmente, estão 

relacionados com a resistência à anfotericina B. 

Uma das estratégias que visam superar os mecanismos de resistência que 

desencadeiam baixa sensibilidade de cepas de Candida tropicalis aos antifúngicos 

comumente utilizados, é a busca por fármacos no qual quando combinados com 

antifúngicos atuem de modo sinérgico contra estas espécies, resultando, portanto, em 

alteração do fenótipo de resistência. 

2.7 Interações entre fármacos 

 

O aumento de infecções causadas por Candida spp., bem como, a resistência ao 

limitado arsenal de drogas antifúngicas disponíveis têm incentivado a busca por novas 

estratégias terapêuticas (LIU et al., 2016a). A combinação de drogas tem sido 

considerada promissora para combater infecções fúngicas invasivas (SPITZER; 

ROBBINS; WRIGHT, 2017). A combinação de dois compostos em um ensaio de 

sensibilidade in vitro frente a um determinado microrganismo, pode resultar em efeito 

sinérgico, indiferente ou antagônico (ODDS, 2003). 

Para tanto, é necessário determinar a concentração inibitória mínima dos 

diferentes fármacos em associação, e isto pode ser obtido pelos métodos de cinética de 

morte (do inglês time-kill), E-test (do inglês Epsilometer Strip Test), e método de 

checkerboard, este último tem sido o mais comumente utilizado (ODDS, 2003).  

Para o método de checkerboard utilizam-se diluições seriadas de duas drogas 

associadas. A forma de combinação dessas drogas deu origem ao nome da técnica: 

tabuleiro de xadrez (O’SHAUGHNESSY et al., 2006). Esse método é utilizado 

interpretando-se o Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF) (do inglês 

Fractional Inhibitory Concentration Index). Desse modo, o método de checkerboard  
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determina a concentração inibitória fracionada (CIF) de cada combinação de droga 

testada, definida pela relação entre o CIM da droga usada em combinação e o CIM da 

mesma droga usada isoladamente, onde o ICIF é considerado a soma das CIFs de cada 

droga testada (ODDS, 2003). Segue a equação para o cálculo da soma dos CIFs:  

 

 

Nesta, a CIM
C1 

e CIM
C2 

constituem  CIMs da droga 1  e droga 2, 

respectivamente,  testadas de forma  isolada; C
C1 

é a CIM da droga 1 testada em 

combinação com a droga 2; C
C2 

é a CIM da droga 2 testada em combinação com a droga 

1 (O’SHAUGHNESSY et al., 2006).  

 ODDS (2003), com o propósito de manter uma padronização da interpretação 

dos resultados sugeriu uma classificação para a interação das drogas com base nos 

intervalos de ICIF obtidos. Assim, as interações foram consideradas sinérgicas se ICIF 

≤ 0,5; indiferentes se 0,5 < ICIF < 4 e antagônica se ICIF ≥ 4. 

Desse modo, pode-se considerar que o efeito sinérgico ocorre quando a 

combinação de duas drogas atuam significativamente melhor do que a resposta de cada 

uma delas isoladamente. Já a interação indiferente é aquela na qual o resultado da 

combinação de duas drogas é semelhante ao resultado da droga de forma isolada. A 

interação antagônica é obtida quando o resultado das duas drogas combinadas é 

significativamente pior do que a resposta de cada uma delas utilizadas separadamente 

(ODDS, 2003).  

Embora o método de checkerboard seja uma técnica originada, a principio, para 

estudos com células planctônicas, pesquisas recentes a utilizam para análise dos efeitos 
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da combinação de drogas frente a biofilmes (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2016) 

(KRAUSE et al., 2017). 

 Vale ressaltar, que as combinações sinérgicas podem proporcionar diversas 

vantagens terapêuticas, tais como:  potencializar a eficácia da ação terapêutica de alguns 

fármacos; reduzir a dose da droga amenizando sua toxicidade, além de reduzir o 

surgimento de resistência às drogas. Assim sendo, a combinação de drogas com 

diferentes mecanismos de ação poderá agir de modo mais eficaz contra os 

microrganismos (CHOU, 2006). 

Diversos compostos utilizados comumente na clínica têm sido testados, in vitro, 

em combinação com outros fármacos a fim de potencializar os efeitos de antifúngicos 

sobre cepas de Candida spp. resistentes (DONGLIANG et al., 2019). A combinação de 

azólicos com diversos outros fármacos demonstrando potente sinergismo vem sendo 

documentado há décadas (MARCHETTI et al., 2000).  

Em 1991, estudos demonstraram que a combinação in vitro de FLC,  

cetoconazol e  tioconazol com o antibiótico nikkomycin X / Z frente às espécies 

resistentes do gênero Candida resultou em efeito sinérgico (MILEWSKI; MIGNINI; 

BOROWSKI, 1991). A combinação da molécula de ácido cis-2-decenóico (BDSF) com 

FLC ou ITR  frente a cepas de Candida albicans resistentes também apresentaram 

sinergismo; além disso, os ensaios de qRT- PCR demostraram que a interação entre 

essas drogas causou inibição na expressão dos genes CDR1 e MDR1; os genes ERG1, 

ERG11 e UPC2 estavam expressos em níveis baixos,  possivelmente, as combinações 

entre essas moléculas e os azólicos não influenciaram nos níveis de ergosterol 

(DONGLIANG et al., 2019). 

Diversos estudos têm relatado a ocorrência de efeitos sinérgicos decorrentes da 

combinação de antifúngicos azólicos com lactoferrina e seus peptídeos frente a cepas de 
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Candida spp. Wakabayashi et al. (1996), por exemplo, pode observar que a combinação 

destes compostos frente a células planctônicas de Candida albicans resultou em 

sinergismo. De modo semelhante, estudos realizados por  Lupetti et al. (2003) 

demonstraram que a combinação de fluconazol com lactoferrina humana frente á células 

planctônicas de C. albicans, C. glabrata , C. krusei , C. parapsilosis e C. tropicalis 

resistentes à fluconazol resultou em sinergismo.  

A fluvastatina, um medicamento utilizado para reduzir os níveis de colesterol, 

quando combinada com fluconazol ou itraconazol frente a células planctônicas de C. 

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis resistentes a fluconazol, também demonstrou 

sinergismo (CHIN; WEITZMAN; DELLA-LATTA, 1997). Barchiesi et al.(1997) 

relataram a existência de interação sinérgica, desta vez, na combinação de terbinafina 

com fluconazol ou itraconazol frente a cepas de C. albicans com sensibilidade reduzida 

aos azólicos.  

Outros estudos relataram efeito sinérgico in vitro do fluconazol  combinado com 

cloreto de berberina (QUAN et al., 2006) ou  honokiol,  um composto extraído de 

plantas do gênero Magnolia (JIN et al., 2010) ou amiodarona frente a células 

planctônicas de C. albicans resistentes a fluconazol (GUO et al., 2008). 

A combinação entre diferentes compostos e antifúngicos frente a cepas de 

Candida tropicalis resistentes a azólicos tem sido investigada, a fim de obter alteração 

do fenótipo de resistência nesta espécie (Quadro 1). Dentre as diversas substâncias 

analisadas destacam-se os extratos de plantas, bem como uma diversidade de drogas não 

antifúngicas.  

 Em 2012, um estudo desenvolvido na China utilizando extratos da medicina 

tradicional do país, demonstrou que o extrato pseudolarico B quando combinado com 

FLC age sinergicamente frente a C. tropicalis (YAN et al., 2012). A associação de 



46 
 

outros compostos frente a esta espécie também resultou em efeitos sinérgicos, como a 

combinação de FLC ou cetoconazol com alicina, um composto derivado do alho 

(KHODAVANDI et al., 2009), e de  glabridina, um isoflavano isolado do alcaçuz 

(Glycyrrhiza glabra). A combinação entre glabridina e FLC causou dano ao envelope 

celular, o qual pode ter contribuído para o efeito sinérgico observado (LIU et al ., 2014). 

O peptídeo tionina-like peptide, semelhante a família de peptídeos 

antimicrobianos de plantas, quando combinado com FLC frente a células planctônicas 

de C. tropicalis resistentes apresentou atividade antifúngica causando permeabilização 

da membrana plasmática e indução de estresse oxidativo; além disso, a interação destes 

compostos resultou em sinergismo (TAVEIRA et al., 2016). A combinação entre  FLC 

e  berberina, um alcaloide natural sintetizado por algumas plantas como a uva-espim 

(Berberis Vulgaris), causou redução na expressão dos genes ERG11, CDR1 e MDR1 em 

células planctônicas C. tropicalis resistentes sendo relatado também a ocorrência de 

sinergismo (SHI et al., 2017). 

 O potencial efeito antifúngico sobre cepas de C. tropicalis tem sido 

demonstrado pelos óleos essenciais (OEs) o qual incentivou pesquisadores a utilizá-los 

em combinação com os  antifúngicos (SOUZA et al., 2016; TULLIO et al., 2019 ; 

SAHAL et al., 2020).  O óleo essencial de Hymenaea rubriflora (EOHr), por exemplo, 

quando combinado com FLC apresentou efeito sinérgico contra cepas resistentes de  C. 

tropicalis na forma palnctônica  (DA SILVA et al., 2020).  

O antifúngico terbinafina quando combinado com FLC ou VRC também 

apresentou sinergismo frente a células planctônicas de C. tropicalis resistentes 

(CANTÓN et al., 2005). Resultados semelhantes foram observados nas combinações de 

medicamentos não antifúngicos com antifúngicos como: etomidato com FLC ou ITR  

(DO AV SÁ et al., 2019) e Thymus vulgaris e timol com FLC (JAFRI; AHMAD, 2020). 
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Ademais, atividade anti-biofilme contra essa levedura tem sido relatada nas 

combinações de anfotericina B com tirosol (SHANMUGHAPRIYA et al., 2014), bem 

como FLC ou ITRC com etomidato (DO AV SÁ et al., 2019). 

 A amiodarona, um medicamento utilizado para tratar fibrilação atrial em 

pacientes com arritmia, quando combinada com FLC frente a células planctônicas de 

C.tropicalis resistentes resultou em sinergismo. Para os autores essa interação ocorreu, 

provavelmente, devido as alterações na integridade da membrana celular da levedura e 

geração de estresse oxidativo, disfunção mitocondrial, e danos ao DNA que levaram à 

morte celular por apoptose (DA SILVA et al., 2013). 

Outros fármacos têm apresentado sinergismo com azólicos frente a células 

planctônicas de C. tropicalis resistentes, são eles: ibuprofeno, um anti-inflamatório não 

esteróide que age inibindo bombas de efluxo (SHARMA et al., 2015) e cloroquina, uma 

droga utilizada para tratar a malária (LI et al., 2015). 

Jia et al. (2019) analisaram os possíveis danos fúngicos provenientes das 

interações sinérgicas entre FLC e a geldanamicina,  antibiótico antineoplásico 

da benzoquinona isolado da bactéria Streptomyces hygroscopicus, com potente 

atividade antifúngica sobre cepas de C. tropicalis resistentes a azóis e AMB.  Os autores 

demonstraram que esta interação medicamentosa causou diminuição na taxa de 

crescimento e sobrevida dessa levedura, sendo observada despolarização mitocondrial, 

interrupção da integridade da membrana plasmática e células multinucleadas. 

 

 

 

 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Geldanamycin
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/benzoquinone
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Quadro 1.  Efeito sinérgico da combinação de compostos com antifúngicos frente a cepas de 

Candida tropicalis. 

Compostos combinados Forma Referência 

Fluconazol + lactoferrina  Planctônica LUPETTI ET AL. (2003) 

Fluconazol /Itraconazol + fluvastatina Planctônica CHIN; WEITZMAN; DELLA-LATTA, 1997 

Fluconazol + pseudolarico  B Planctônica YAN et al., 2012 

Fluconazol/ cetoconazol + alicina Planctônica KHODAVANDI et al., 2009 

Fluconazol/ cetoconazol  + glabridina Planctônica LIU et al ., 2014 

Fluconazol   +  tionina-like peptide Planctônica TAVEIRA et al., 2016 

Fluconazol + berberina Planctônica SHI et al., 2017 

Fluconazol + Hymenaea rubriflora 

(EOHr) 

Planctônica DA SILVA et al., 2020 

Fluconazol  / Voriconazol +  terbinafina Planctônica CANTÓN et al., 2005 

Fluconazol / Itraconazol +  etomidato  Planctônica DO AV SÁ et al., 2019 

Fluconazol  +  Thymus vulgaris / timol  Planctônica JAFRI; AHMAD, 2020 

Fluconazol / Itraconazol +  etomidato  Biofilme DO AV SÁ et al., 2019 

Anfotericina B +  tirosol Biofilme SHANMUGHAPRIYA et al., 2014 

Fluconazol + amiodarona Planctônica DA SILVA et al., 2013 

Fluconazol + geldanamicina Planctônica JIA  et al., 2019 

 

FONTE: BRASIL, J.A. (2020) 
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2.8 Diclofenaco 

 

O diclofenaco (Ácido 2- [2- (2,6-dicloroanilino) fenil] acético), introduzido pela 

primeira vez em 1974, no Japão, é um anti-inflamatório não-esteroide (AINE) sintético 

derivado do ácido benzenoacético que possui ação anti-inflamatória, analgésica e 

antipirética, sendo utilizado para tratar dores agudas ou crônicas (GAN, 2010). O 

mecanismo de ação desse  AINE consiste em se ligar a duas enzimas: ciclooxigenase-1 

(COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2), bloqueando a conversão do ácido araquidônico 

(AA) em prostaglandinas  (VANE; BOTTING, 1987).  

O ácido araquidônico é um acido graxo que faz parte da estrutura da membrana 

celular, e está ligado aos fosfolipídios (SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008). A 

cascata do AA é fundamental para a atividade biológica da célula e exerce um 

importante papel na morfogênese e crescimento fúngico (LIU et al., 2016b).  O AA é o 

principal precursor dos eicosanoides e pode ser liberado a partir de fosfolipídios da 

membrana (DENNIS et al., 2011).  

Este ácido araquidônico, uma vez metabolizado, pode se converter em vários 

tipos de eicosanóides, biologicamente ativos (CLARIA, 2005; PETERS-GOLDEN; 

HENDERSON, 2007; SPECTOR, 2009). A infecção por C. albicans em tecidos 

humanos causa a liberação do ácido araquidônico, eicosanóides e outros mediadores 

inflamatórios pelas células hospedeiras. Além disso, essa levedura produz e responde à 

prostaglandinas imunomoduladores, estas moléculas revelam-se importantes fatores de 

virulência com implicações na compreensão dos mecanismos de infecção fúngica 

(NOVERR et al., 2001).  

As prostaglandinas de Candida albicans são ácidos graxos poliinsaturados 

biologicamente ativos em células de mamíferos, e com importantes funções de 

sinalização e imunomodulação (FUNK, 2001). As prostaglandinas podem ser 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/benzeneacetic%20acid
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produzidas tanto por células planctônicas quanto por biofilmes de C. albicans e C. 

parapsilosis (ALEM; DOUGLAS, 2005; GRÓZER et al., 2015). Em células sesséis 

essas moléculas estão em maior quantidade (ALEM; DOUGLAS, 2005). Estudos 

realizados por ELLS et al. (2011) demonstraram que as prostaglandinas aumentam 

significativamente a produção do tubo geminativo em C. albicans e C. dubliniensis. O 

aumento dessas prostaglandinas durante a infecção por leveduras do gênero Candida 

pode ser um fator essencial na colonização e desenvolvimento da infecção fúngica 

(ALEM; DOUGLAS, 2005). 

 Estudos têm relatado que o diclofenaco demonstrou potente atividade 

antifúngica frente biofilmes de Aspergilus fumigatus  (NARGESI; REZAIE, 2018), bem 

como, contra cepas de C. albicans resistentes na forma planctônica e de biofilme( 

ASHRAF et al., 2015; RUSU et al., 2017). Ademais, Yucesoy; Oktem e Gulay  (2000) 

relataram que a combinação desse AINE com FLC frente células planctônicas de C. 

albicans sensíveis resultou em sinergismo. No entanto, Ahangarkani et al (2019) 

detectaram efeito indiferente da combinação de DIC com FLC contra células 

planctônicas de C. tropicalis resistentes. Contudo, não há relatos sobre a combinação de 

DIC com antifúngicos frente a biofilmes de C. tropicalis resistentes e sensíveis. 

Sabe-se que os efeitos do diclofenaco no metabolismo da via do (AA) e na via 

da lipoxigenase incluem inibição dessas vias, com consequente redução da produção de 

leucotrienos, prostaglandinas, prostaciclina e tromboxano, que são mediadores 

inflamatórios da célula (KU; WSVARY; CASH, 1975; KU et al., 1985; KU et al., 

1986). Ademais, Alem e Douglas ( 2005) reportaram que o diclofenaco reduz os níveis 

de prostaglandinas em C. albicans, isto pode explicar a inibição da viabilidade de 

células planctônicas (ELENA et al., 2009), da transição dimórfica ( filamentação) 

(RASHKI GHALEHNOO et al., 2010) e da formação de tubo germinativo por este 
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AINE ( ELENA et al., 2009; ABDELMEGEED; SHAABAN, 2013; RUSU et al., 

2014).  

BINK et al. ( 2012b) observaram que o diclofenaco potencializa a atividade 

antifúngica, in vivo, da caspofungina contra biofilmes de C. albicans. Ademais, imagens 

de microscopia eletrônica de varredura demonstraram que o diclofenaco a 1 mM  causa 

degradação celular em C. albicans, observando-se alterações na parede celular e 

plasmalema; lise das estruturas citoplasmáticas, como o vacúolo, mitocôndrias e núcleo, 

além de numerosos grânulos de glicogênio caracterizando a formação de células 

senescentes ou necróticas (ELENA; AVRAM; VASSU, 2017).  

Além de alterar a ultraestrutura celular de C. albicans, o diclofenaco nas 

concentração de 1 mM também  inibe a adesão e formação de biofilmes nesta espécie ( 

ABDELMEGEED; SHAABAN, 2013; ASHRAF et al., 2015). Observou-se, ainda, 

sinergismo na combinação deste anti-inflamatório com fluconazol frente biofilmes de  

C. albicans resistentes (ABDELMEGEED; SHAABAN, 2013) e Trichosporon asahii 

(YANG et al., 2016); este tipo de interação, sinérgica, foi encontrado também  na 

associação do diclofenaco com a equinocandina anidulafungina (ANF) contra biofilmes 

de C. albicans,C. guilliermondii e C. glabrata   (ROSATO et al., 2016).  

O reposicionamento de drogas tem se mostrado uma estratégia promissora para 

superar a resistência antifúngica contra leveduras do gênero Candida (MORAES; 

FERREIRA-PEREIRA, 2019). Além disso, as combinações de drogas com efeitos 

sinérgicos podem proporcionar benefícios terapêuticos tais como: melhor eficácia do 

fármaco; redução da dosagem da droga, além de redução do surgimento de resistência 

medicamentosa. Desse modo, a utilização de drogas com diferentes mecanismos de 

ação, podem apresentar melhor eficácia contra microrganismos, uma vez que poderão  

atingir vários alvos (YIN et al., 2014). 
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Neste contexto, diante do aumento no surgimento de cepas de C. tropicalis 

resistentes aos antifúngicos, e considerando a capacidade desta espécie em formar 

biofilmes, sobretudo, em dispositivos médicos o qual tem sido comumente associado à 

diminuição da sensibilidade antifúngica; além disso, considerando o potencial 

antifúngico do DIC contra leveduras patogênicas, conforme descrito na literatura, surge 

a iniciativa de investigar a combinação entre DIC e antifúngicos frente a células 

planctônicas e biofilmes de C. tropicalis com vistas a obter sinergismo e contribuir, 

possivelmente, na determinação da eficácia de combinação destes fármacos frente cepas 

resistentes.  
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3. HIPÓTESES CIENTÍFICAS 

 

 
 O diclofenaco de sódio possui efeito antifúngico, in vitro, contra cepas clínicas 

de C. tropicalis sob crescimento planctônico e biofilme; 

 O diclofenaco quando combinado com os antifúngicos fluconazol, voriconazol  e 

anfotericina B promove efeito sinérgico, in vitro, frente às cepas de C. tropicalis 

humanas sob crescimento planctônico e de biofilme;  

 O diclofenaco combinado com fluconazol causa alterações na estrutura do 

biofilme de C. tropicalis. 
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4.  OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

 

Investigar os efeitos, in vitro, do diclofenaco isolado e combinado aos 

antifúngicos fluconazol, voriconazol e anfotericina B frente a cepas de C. tropicalis 

humanas sob crescimento planctônico e de biofilmes.  

4.2 Objetivos específicos 

 

1. Determinar a concentração inibitória mínima do diclofenaco e dos 

antifúngicos fluconazol, voriconazol e anfotericina B , in vitro,  frente as 

cepas de C. tropicalis; 

2. Avaliar os efeitos das combinações entre e o diclofenaco e o fluconazol, 

voriconazol e anfotericina B frente as células planctônica e biofilmes de 

C. tropicalis ; 

3. Analisar biofilmes em formação de C. tropicalis tratados com 

diclofenaco isolado e em associação com o fluconazol utilizando 

microscopia  eletrônica de varredura e confocal. 
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5.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Local de estudo  

As pesquisas foram realizadas no laboratório Centro Especializado em 

Micologia Médica (CEMM), da Universidade Federal do Ceará (UFC), com 

participação da Central analítica da UFC para obtenção das imagens de microscopia 

eletrônica de varredura. 

5.2 Microrganismos 

 

Neste estudo foram utilizadas 09 cepas clínicas de Candida tropicalis (Tabela 1) 

obtidas da coleção de cultura do Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM) 

da Universidade Federal do Ceará (UFC), e 01 ATCC 750.  

 

Tabela 1. Códigos e espécime clínico de isolamento das cepas de Candida tropicalis utilizadas  

Cepa Espécime clínico 

CEMM- 03-6-075 Urina 

CEMM- 03-6-077 Urina 

CEMM- 03-6-079 Urina 

CEMM- 03-6-082 Urina 

CEMM- 03-6-073 Secreção de ferida 

CEMM- 03-6-066 Aspirado traqueal 

CEMM- 03-6-067 Aspirado traqueal 

CEMM- 03-6-071 Lavado brônquio alveolar 

                        CEMM- 01-2-055 Sangue 

ATCC 750                                               Pulmonar 
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As cepas foram recuperadas da micoteca e submetidas a testes purificação e 

identificação utilizando ChromoAgar Candida™ . Em seguida foram cultivados em 

meio ágar batata dextrose (PDA) (Himedia, Índia) e incubados à 35 °C, durante 24 

horas.  

 

5.3 Drogas  

Os antifúngicos fluconazol (FLC; Pfizer Pharmaceuticals, EUA), voriconazol 

(VRC; Pfizer, Brasil) e anfotericina B (AMB; Sigma Chemical Corporation, EUA) 

foram preparados na concentração de 6.400 μg/mL, 1.600 μg/mL e 1.600 μg/mL, 

respectivamente, em dimetilsulfóxido (DMSO), conforme protocolo M27-S4 

padronizado pelo CLSI (CLSI, 2012). O Diclofenaco de sódio (Novastis Biociências, 

São Paulo, Brasil) foi preparado conforme recomendações do fabricante em água 

destilada estéril a uma concentração estoque de 25.000 μg/mL. As drogas foram 

estocadas a -20 °C e diluídas no momento de uso em meio RPMI 1640 com L-

glutamina e sem bicarbonato de sódio (Sigma Chemical Co., EUA), tamponado a pH 

7,0 com 0,165 M de Ácido 3-Morfolinopropanosulfônico (MOPS, Sigma Chemical 

Co., EUA) 

 

5.4 Sensibilidade antifúngica  

Os ensaios de sensibilidade para determinar as concentrações inibitórias 

mínimas (CIMs) para diclofenaco, fluconazol, voriconazol e anfotericina B contra 

células planctônicas de C. tropicalis foram realizados por microdiluição em caldo, 

conforme descrito no documento M27-A3  (CLSI 2008 b), com adaptações. Os inóculos 

foram preparados em solução salina estéril (0,9%) e a suspensão obtida foi ajustada à 

turbidez 0,5 na escala de McFarland. Posteriormente, a suspensão obtida foi diluída nas 
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proporções 1:50 e 1:20 em meio RPMI para obtenção de um inóculo apresentando 

concentração final de 0,5 a 2,5 × 10
3

células/mL. Alíquotas de 100 μL do inóculo foram 

adicionadas às placas de cultura de 96 poços já contendo 100 μL de RPMI-1640 

suplementado com as drogas, distribuídas em diluições seriadas. As drogas foram 

testadas em concentrações com intervalos que variaram de 0,25 a 256 μg/mL para FLC, 

de 0,0625 a 128 μg/mL para VRC, de 0,03125 a 16 μg/mL para AMB e de 128 a 4096 

μg/mL para diclofenaco. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Para 

anfotericina B e diclofenaco a CIM foi definida como a menor concentração de fármaco 

capaz de inibir 100% do crescimento fúngico, enquanto para fluconazol e voriconazol, a 

CIM foi definida como a menor concentração de fármaco capaz de inibir 50% do 

crescimento fúngico, quando comparado ao controle de crescimento sem drogas. Todos 

os isolados foram testados em duplicata. Isolados com CIM ≥ 1,0 μg / ml, ≥ 8,0 μg / ml 

foram considerados resistentes ao voriconazol e fluconazol, respectivamente (CLSI 

2012). A concentração fungicida mínima (CFM) de DIC foi determinada semeando-se o 

conteúdo dos poços que não apresentavam crescimento fúngico visível em tubos de ágar 

batata dextrose. Após 24 h de incubação a 35 °C, a CFM foi determinada como a menor 

concentração da droga que reduziu em 99,9% o inóculo fúngico inicial (CANTÓN et 

al., 2004). As cepas C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram  usadas 

como controle de qualidade para cada teste. 

 

5.5 Interação do diclofenaco com antifúngicos sobre células planctônicas  

 

A avaliação das combinações entre o diclofenaco e os antifúngicos fluconazol, 

voriconazol e anfotericina B sobre células planctônicas de C. tropicalis foi realizada 

empregando-se o método de microdiluição em caldo em tabuleiro de xadrez 

(checkerboard) descrito por Chatzimoschou et al. (2011). Foram testadas combinações 

de fluconazol (0,0625-128 μg / mL), voriconazol (0,0625 a 64 μg / mL) e anfotericina B 
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(0,015625 a 16 μg / mL) com diclofenaco (8-512 μg / mL), adicionando 50 μL de cada 

concentração de diclofenaco com 50 μL de cada concentração de agentes antifúngicos. 

As microplacas foram incubadas a 35 ° C por 24 h e as CIMs dos fármacos combinados 

foram determinadas pelo cálculo da menor concentração de fármacos capazes de inibir 

50% do crescimento fúngico para FLC e VRC e 100% para AMB e DIC. Os valores de 

CIM obtidos por leitura visual e espectrofotometria de 630 nm foram utilizados para 

determinar a concentração inibitória fracionária (FICI). As interações foram definidas 

como sinérgicas quando FICI ≤0,5, indiferentes quando 0,5 < FICI < 4 e antagônicas 

quando FICI ≥4  (ODDS, 2003). 

 

5.6 Análise da combinação de antifúngicos e diclofenaco contra biofilmes em 

formação 

 

Para avaliar as interações entre o diclofenaco e os antifúngicos contra biofilmes 

de três linhagens de C. tropicalis (CEPA 03-6-079, CEPA 03-6-082 e CEPA 03-6-067) 

utilizou-se o método de microdiluição em caldo descrito por Brilhante et al. (2016). 

Para tanto, o inóculo foi previamente preparado em meio RPMI 1640 e ajustado para a 

concentração de 1 × 10
6 

células / mL; em seguida, alíquotas contendo 100 μL do 

inóculo foram transferidas para placas de poliestireno com 96 poços contendo 50 μL de 

cada concentração de diclofenaco e 50 μL de cada concentração dos demais 

antifúngicos. As drogas foram combinadas nas seguintes concentrações:  diclofenaco 

(256 - 2048 μg / mL), FCL (32 - 512 μg / mL), VRC (16 - 256 μg / mL) e AMB (0,25 - 

4 μg / mL). As placas foram incubadas a 35 ºC por 24 h. Após o período, o 

sobrenadante foi removido e os poços foram lavados duas vezes com PBS-Tween 

(0,05% de Tween 20 em PBS). O biofilme foi quantificado por ensaios de redução de 

XTT (Sigma Chemical Corporation, EUA), conforme descrito por Brilhante et al. 
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(2016). Para esse fim, alíquotas de 120 μL da solução de XTT-menadiona [1 mg / mL 

de XTT e 1 mM de menadiona (Sigma Chemical Co., EUA)] foram preparadas em PBS 

e filtradas através de uma membrana de 0,22 μM,  e em seguida adicionadas aos poços; 

as placas foram incubadas protegidas da luz por 3 horas a 35 ° C. Após esse período, 

100 μL da solução XTT foram  transferidos para uma nova placa e foi feita a leitura 

espectrofotométrica a 492 nm. Os valores de CIMB obtidos foram utilizados para 

determinar o Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF); a concentração 

inibitória mínima do biofilme (CIMB) foi determinada como a menor concentração 

capaz de inibir 50% (CIMB50) da atividade metabólica do biofilme para FLC, VRC e 

DIC e 90% (CIMB90) para AMB, quando comparada a atividade metabólica  do 

crescimento livre de drogas (VALENTIN et al., 2012). Combinações com ICIF ≤ 0,5 

foram consideradas sinérgicos, para aqueles com 0,5 < ICIF < 4 foram considerados 

indiferentes e apenas aqueles com ICIF > 4 foram classificados como antagônicos 

(ODDS, 2003).  

 

5.7 Microscopia eletrônica de varredura de biofilme em formação 

A interação entre diclofenaco e fluconazol contra biofilmes de 01 cepa de C. 

tropicalis (CEMM 03-6-067) foi analisada por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) de acordo com Wang et al. (2009), com modificações. Os biofilmes foram 

formados diretamente nas lâminas Thermanox
 TM

 utilizando placas de cultura de 12 

poços. Com base nos resultados obtidos no teste de interação os biofilmes foram 

expostos às concentrações de fluconazol (64 μg / mL), fluconazol / diclofenaco (64 μg / 

mL / 512 μg / mL) e diclofenaco (512 μg / mL). O controle (não tratado) foi preparado 

apenas em RPMI 1640. Após 24 h de crescimento a 37 ° C  após 24 h de crescimento a 

37 ° C, as lâminas  foram lavadas duas vezes com tampão de cacodilato (0,15 M). Os 

biofilmes foram então cobertos com glutaraldeído (2,5% em tampão cacodilato 0,15 M) 
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e incubados a 4 ° C durante a noite. Após a incubação, os biofilmes foram lavados duas 

vezes com tampão cacodilato por 5 minutos e desidratados em uma concentração 

crescente de etanol (50, 70, 80, 95 e 100%) duas vezes, por 10 minutos cada 

concentração. Os biofilmes foram secos à temperatura ambiente e cobertas com 

hexametildisilazano (HMDS) por 30 minutos. O HDMS foi removido e os biofilmes 

foram secos durante a noite, revestidos com ouro de 10 nm (Emitech Q150T) e 

observadas com um microscópio eletrônico de varredura FEI Inspect S50, no modo de 

alto vácuo de 15 kV. 

 

5.8 Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) de biofilme em formação 

Os biofilmes de 01 cepa de  C. tropicalis (CEMM 03-6-067)  foram analisados 

por MCVL, de acordo com Brilhante et al. (2016). Os biofilmes foram formados 

diretamente nas lâminas de ThermanoxTM, conforme descrito na seção anterior (MEV). 

Para tanto, as amostras foram analisadas nas concentrações de FLC (64 μg / mL), FLC / 

diclofenaco (64 μg / mL e 512 μg / mL)  e diclofenaco (512 μg / mL),  além do controle 

(sem drogas). Os biofilmes foram incubados por mais 24 horas a 35 ° C. Após o período 

de  incubação, as lâminas contendo o biofilme foram corados com fluorescente Live / 

Dead (Invitrogen TM151). Posteriormente, as lâminas foram avaliadas usando um  

microscópio confocal (Nikon C2), a 488 nm para a detecção do corante fluorescente 

SYTO9 (células vivas) e a 561 nm para a detecção de iodeto de propídio (células 

mortas).  

 

5.9  Análise estatística 

Para as análises realizadas foi utilizada a variável Concentração Inibitória 

Mínima (MIC). Para os dados que apresentaram simetria e variâncias semelhantes, foi 
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utilizado o teste t de Student, já nas comparações em que os dados demonstraram 

assimetria foi utilizado o teste não paramétrico de Wilcoxon. Em todas as situações, o 

nível de significância máximo, adotado para conclusões afirmativas, foi de 95 % ( p < 

0,05). 
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6.RESULTADOS 

6.1  Sensibilidade antifúngica  

 

Os valores de CIM determinados para o diclofenaco e os antifúngicos contra 10 

cepas de Candida tropicalis estão demonstrados na Tabela 2. O diclofenaco apresentou 

CIM de 1024 µg/m para todos os isolados testados. Quanto aos antifúngicos FLC, VRC 

e AMB, as CIM exibiram variações, com FLC apresentando CIM de 0,25 a 128 μg/mL, 

com 5 /10 cepas resistentes; VRC com CIM de 0,0625 a 64 μg/mL e 6 /10 cepas 

resistentes, e AMB com CIM de 0,125 a 1 μg/mL.  

 

Tabela 2. Concentração inibitória mínima de diclofenaco, fluconazol, voriconazol e 

anfotericina B frente a cepas planctônicas de Candida tropicalis. 

Candida tropicalis (10) 

MIC (μg/mL) 

Isoladas 

 DIC FLC     VRC     AMB  

   CEMM 03-6-079
 R

  1024   64       16              1        

   CEMM 03-6-077
 R

  1024   64       16             0,5      

   CEMM 03-6-067
 R

  1024  128      16             0,5      

   CEMM 03-6-073
 R

  1024  128      16             0,5 

   CEMM 03-6-066
 R

  1024   16        4            0,125 

                                CEMM 01-2-055  1024    2       0,25           0,5                                         

CEMM 03-6-071  1024          1     0,125         0,125     

   CEMM 03-6-082
 R

  1024   0,5       64            0,25                              

 CEMM 03-6-075  1024 0, 25     0,125          1 

ATCC 750  1024    1      0,0625       0,25       

AMB: Anfotericina B. CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. DIC: diclofenaco. FLC: 

fluconazol. VRC: Voriconazol. 
R

 Resistente. Ponto de corte: CIM ≥ 1,0 μg / ml (VRC)  ≥ 8,0 μg / ml 

(FLC). 
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6.2  Combinação de drogas frente células planctônicas de Candida tropicalis 

 

As combinações entre o diclofenaco e os antifúngicos contra cepas de C. 

tropicalis humanas apresentaram interações sinérgicas (ICIF ≤ 0,5) e indiferentes (ICIF 

= 0,5 < ICIF < 4), sem nenhuma interação antagônica (FICI ≥ 4) (Tabela 3). As leituras 

utilizando espectrofotômetro confirmam os resultados (Figura 4). O diclofenaco reduziu 

as CIMs do fluconazol de 8 a 32 vezes, e do voriconazol de 16 a 32 vezes contra cepas 

resistentes a azólicos, apresentando, portanto, sinergismo. No entanto, nas cepas de C. 

tropicalis sensíveis a azólicos, a combinação de drogas apresentou interações tidas 

como indiferentes, embora tenha sido observadas reduções das CIMs em 0,5 vezes para 

o FLC e de 0,5 a 2 vezes para VRC.  As combinações entre DIC e AMB apresentaram 

interações sinérgicas (ICIF ≤ 0,5) em 2/10 cepas e  interações  indiferentes(ICIF = 0,5 < 

ICIF < 4)  em 8/10 cepas, com redução das CIMs em 4 vezes. Estatisticamente, na 

comparação droga isolada versus droga combinada, o DIC apresentou redução na CIM 

quando combinado com FLC, VRC ou AMB, independente de resistência. O FLC 

quando combinado com DIC apresentou redução da CIM frente a cepas resistentes 

(p=0,0199), não sendo verificadas diferenças significativas (p=0,0781) quando 

consideradas todas as cepas. Já o VRC, quando combinado com DIC, apresentou 

reduções da CIM tanto frente a cepas resistentes (p=0,0313), quanto em todas as cepas 

testadas (p=0,0352), comparado à droga testada isoladamente. Os valores estatísticos da 

CIM para AMB não indicaram reduções significativa na comparação droga isolada 

versus droga combinada.  Quanto aos valores de ICIF observados verificou-se ICIF de  

0,039 a 2,015 para DIC/FLC; 0,019 a 2,015  DIC / VRC e 0,265 a 2,007 para DIC / 

AMB.  
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Tabela 3. Concentração inibitória mínima de diclofenaco, fluconazol, voriconazol e anfotericina B combinados, e índice de concentração 

inibitória fracionada frente a células planctônicas das espécies de Candida tropicalis. 

 

          Candida tropicalis (10) 

MIC (μg/mL) 

 

Índice de concentração inibitória fracionária 

Combinadas 

 DIC/FLU        DIC/VRC       DIC/AMB    DIC + FLU        DIC +  VRC         DIC +  AMB 

CEMM 03-6-079  8 / 2             16/ 0,0625              8 / 0,5                   0,039
S       

          0,019
S      

            0,507
I      

 

CEMM 03-6-077  16 / 2            16/ 0,5                   8 / 0,5          0,046
S   

     0,046
S        

          1,007
I       

 

CEMM 03-6-067  1/ 8               16/ 0,25                 8 / 0,5         0,063
S           

0,031
S       

 
               

1, 007
I 

 

CEMM 03-6-073  1/ 8               16/ 0,25                 8 / 0,5          0,063
S      

  0,031
S                       

1,007
I       

 

CEMM 03-6-066  32 / 2            32 / 0,125              8 / 0,25          0,156 
S                     

0,062 
S                      

2,007
 I 

       
       

 

                     CEMM 01-2-055  8/  2              8 / 0,125               16 /  0,5         1,007
 I 

              0,515
 I 

               1,031
 I 

 

CEMM 03-6-071  8 / 1              8 /  0,25                 8 / 0,0315         1,007
 I

               2,015
 I 

               0,267
S      

    

CEMM 03-6-082  8 / 1              32 / 2                     8 / 0,5         2,007
 I          

         0,062 
S                      

2,007
 I          

       

 CEMM 03-6-075  16 / 05           8 / 0,25                16 / 0,25         2,015
 I                        

2,007
 I                       

0,265
S      

    

ATCC 750  8 /1                8 / 0,125               8 / 0,25         1,007
 I

                2,007 
I   

            1,007
 I 

 

 

AMB: Anfotericina B. CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. DIC: diclofenaco.FLC: fluconazol. I: Indiferença. S: sinergismo.VRC: Voriconazol. 
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Figura 4. Tabuleiro de damas na forma de mapa de calor projetado pelo software GraphPad Prism 7.0. 

Efeitos da interação medicamentosa entre o diclofenaco e os antifúngicos fluconazol( A), voriconazol (B) 

e anfotericina B (C) sobre células plactônicas de Candida tropicalis após 24 h de incubação à 35 º C. O 

crescimento foi quantificado por espectrofotômetro a 630 nm . 
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6.3  Efeito da combinação do diclofenaco  com antifúngicos sobre biofilme em 

formação 

 

O diclofenaco isolado na concentração 2048 μg / mL diminuiu a formação de 

biofilme de C. tropicalis em 50%. Quando em combinação com FLC ou VRC, foram 

observadas interações sinérgicas, com redução de CIM dos azóis de 512 para 32-64 μg / 

mL para FLC e de 128 para 16 μg / mL para VRC (Tabela 4). A análise 

espectrofotométrica dos testes de suscetibilidade do tabuleiro de damas é representada 

como um mapa de calor, demonstrando a interação sinérgica entre diclofenaco e azóis 

(Fig. 5 A-B). Contudo, não foi observado sinergismo da combinação de diclofenaco e 

AMB contra a formação de biofilme (Tabela 4 e Fig. 5C). 
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Tabela 4. Concentração inibitória mínima para biofilme de diclofenaco, fluconazol, voriconazol e anfotericina B isolados e combinados, e índice 

de concentração inibitória fracionada frente a biofilmes das espécies de Candida tropicalis. 

 

Candida tropicalis  

 CIMB (μg/mL) 

 

Índice de Concentração 

Inibitória Fracionada (ICIF) 

        Drogas isoladas              Drogas combinadas  

       

DIC 
FLC  VRC  AMB DIC/FLU   DIC/VRC     DIC/AMB          DIC + FLU       DIC + VRC       DIC +  AMB      

CEMM 03-6-079       2048 512   128        1 256 / 64      256 / 16        256 / 2         0,25 
S    

              0,25 
S    

          2,12
 I

 

CEMM 03-6-082      2048 512    256       4 512 / 32      512 / 16       256 / 4         0,31 
S         

           0,31 
S                 

1,12
 I

 

CEMM 03-6-067*      2048 512    128       4 512 / 64       256 / 16       512/ 4         0,37 
S         

            0,25 
S    

         1,25
 I

 

 CIMB : Concentração inibitória mínima para biofilme. DIC: Diclofenaco. FLC: Fluconazol. VRC: voriconazol. 
S

: Sinergismo. 
I 

Indiferença. 
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Figura 5. Mapa de calor projetado pelo software GraphPad Prism 7.0. Efeitos da interação 

medicamentosa entre o antinflamatório diclofenaco e os antifúngicos fluconazol( A), voriconazol (B) e 

anfotericina B (C) sobre biofilmes de Candida tropicalis após 24 h de incubação à 35 º C. O crescimento 

foi quantificado por espectrofotômetro a 492 nm.  
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6.4  Análise de microscopia do biofilme em formação 

Alterações na estrutura do biofilme e na morfologia celular foram observadas 

quando os biofilmes foram formados na presença de diclofenaco isoladamente ou em 

combinação com fluconazol. Na análise por microscopia eletrônica de varredura foi 

observada uma redução no número de células, produção e filamentos da matriz quando 

os biofilmes foram formados na presença de diclofenaco ou diclofenaco / FLC; além 

disso, as células da levedura apresentaram-se túrgidas quando comparadas ao controle 

livre de drogas (Figura 6).  Na análise microscópica confocal foi observada redução de 

células viáveis em biofilmes formados na presença de diclofenaco / fluconazol e 

algumas células de levedura também  mostraram-se túrgidas quando comparadas ao 

controle sem drogas (Figura 7). 
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Figura 6. Imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) de biofilmes em formação de Candida 

tropicalis após 24 h de incubação. ( A ) Biofilmes sem exposição às drogas (controle). ( B ) Biofilme após 

exposição à FLC (64 μg / ml). ( C ) Biofilme tratados com DIC (512 μg / ml). ( D ) Biofilme tratado com 

DIC (512 μg / ml) e  FLC (64 μg / ml). Observa-se desestruturação de biofilmes expostos à FLC( B), DIC 

( C ) e DIC / FLC ( D ) Escala: 20 μm Ampliação:5.000 X                                                                                                                                                                   
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Figura 7.  Imagens de microscopia confocal de varredura a laser de biofilmes de Candida tropicalis 

cultivados na presença de diclofenaco e fluconazol após 24 h de incubação. (A) Biofilmes sem exposição 

a drogas (controle). (B) Biofilme cultivado na presença de fluconazol (64 μg / ml). (C) Biofilme cultivado 

na presença de diclofenaco (512 μg / ml). (D) Biofilme cultivado na presença de diclofenaco (512 μg / 

ml) e fluconazol (64 μg / ml). Observe que as células na presença de fluconazol e diclofenaco estão 

túrgidas e uma redução da viabilidade é observada. Escala: 200 µm. Ampliação: 400x. Lasers: 488 nm 

(células viáveis, SYTO9), 561 nm (células danificadas, iodeto de propídio). 
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7  DISCUSSÃO 

Candida tropicalis resistentes aos azólicos têm sido frequentemente isolada de 

casos de candidemia perfazendo altas taxas de mortalidade (WANG et al., 2015a). Uma 

nova abordagem para potencializar a eficácia terapêutica de medicamentos antifúngicos 

e reduzir a resistência adquirida é testá-los em combinações com outros compostos a 

fim de obter interações sinérgicas (MORAES; FERREIRA-PEREIRA, 2019). O 

diclofenaco é um AINE que tem demonstrado potencial antifúngico contra biofilmes de 

Candida albicans (ASHRAF et al., 2015a) e Aspergillus fumigatus (NARGESI; 

REZAIE, 2018).   

Nossos dados corroboram os relatados nas pesquisas de Cordeiro et al. (2013) e 

Brilhante et al., 2018, bem como, os obtidos por  Jin et al. (2018) e Ahangarkani et al. 

(2019) no qual foi relatado cepas sensíveis a AMB, além de CIM  ≤ 2 a > 64 μg / mL 

para fluconazol.  

O perfil da CIM do DIC contra C. tropicalis, obtido em nossos estudos, não 

demonstrou variações dentre as cepas analisadas, observando-se CIM de 1024 µg/mL 

para todos os isolados. Ahangarkani et al. (2019) avaliaram a atividade do diclofenaco 

contra várias espécies de Candida, relatando valores de CIM de 512 e 2048 µg / mL 

contra C. tropicalis (n = 2).  

Alguns estudos relataram atividade antifúngica do diclofenaco contra C. 

albicans com valores da CIM em até 6250 µg / mL  (YUCESOY et al. 2000; 

ABDELMEGEED; SHAABAN, 2013b). O diclofenaco também apresentou valores 

elevados da CIM (até 8192 µg / mL) frente a C. auris, C. glabrata C. parapsilosis, C. 

krusei e C. guilliermondii  ( ROSATO et al., 2016; AHANGARKANI et al., 2019).  

Nossos estudos demonstraram que o diclofenaco reduziu as CIMs dos azólicos 

contra células planctônicas de C. tropicalis resistentes, observando-se redução de até 32 

vezes na concentração inibitória de VRC. Resultados semelhantes foram obtidos na 
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combinação de diclofenaco e FLC contra C. albicans (YUCESOY et al., 2000) e 

diclofenaco e azóis frente a Trichosporon asahii (YANG et al., 2016). No entanto, 

Ahangarkani et al. (2019) não observaram interação sinérgica entre diclofenaco e FLC 

contra cepas resistentes de C. tropicalis, o que contrasta com nossos resultados.  

A combinação de diclofenaco e azóis contra cepas sensíveis de C. tropicalis 

resultou em indiferença. Urai et al. (2014) relataram que inibidores da COX, como o 

diclofenaco, reduziram a atividade do FLC frente a C. albicans sensível ao azol. 

Estudos avaliando os efeitos do diclofenaco nos genes relacionados à resistência ao azol 

em C. tropicalis são necessários para melhor compreender a interação sinérgica 

encontrada no presente estudo. Os efeitos do diclofenaco de sódio nas cepas de C. 

tropicalis, provavelmente, ocorre devido a alterações na expressão de genes 

relacionados à resistência e formação de biofilme, como observado nas espécies 

correlatadas de C. albicans. 

Os efeitos do DIC contra Candida albicans incluem redução na produção de 

biofilmes e formação de hifas, devido, possivelmente a inibição de uma via de 

biossíntese dependente da COX (ABDELMEGEED; SHAABAN, 2013); inibição de 

genes responsáveis pela transição levedura-hifa (RASHKI GHALEHNOO et al., 2010); 

redução da formação de tubo germinativo (RUSU et al., 2014), além de alterações 

morfofisiológicas da célula fúngica (RUSU et al., 2017).  

O diclofenaco reduziu a formação de biofilme de C. tropicalis na concentração 

de 2048 μg/mL. Resultados semelhantes foram observados em  cepas de  C. albicans a 

1 mM (296,2 μg / mL) de diclofenaco, no qual, de modo semelhante, houve redução da 

filamentação e formação de biofilme desse patógeno fúngico (ALEM; DOUGLAS, 

2005).   
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Ademais, o diclofenaco reduziu a concentração de azol necessária para 

prejudicar a formação de biofilme. A combinação de DIC com FLC ou VRC, in vitro, 

contra biofilmes de C. tropicalis resistentes resultou em sinergismo. De modo 

semelhante, Abdelmegeed; Shaaban (2013) relataram que a combinação de DIC com 

FLC causou efeito sinérgico com redução na formação de biofilmes in vitro em C. 

albicans resistentes. Rosato et al., 2016 também relataram interação sinérgica, desta 

vez, entre anidulafungina e DIC sobre biofilmes de Candida spp. Estes achados são 

condizentes com os obtidos por  Kondo et al., 2015, no qual observaram reduções nos 

biofilmes in vivo e in vitro em C. albicans, quando tratadas com DIC e caspofungina 

combinados, ocasionando maior sensibilidade destas espécies quando pré-expostas ao 

anti-inflamatório. 

Na análise microscópica, observa-se uma redução no número de células sésseis e 

na filamentação quando os biofilmes são cultivados na presença de 512 μg / mL de 

DIC; dose esta, considerada não tóxica para humanos e outros animais, haja vista que a 

dose tóxica humana é cinco a dez vezes a dose terapêutica usual (até 200 mg /dia) 

(OLSON et al., 2004). Estudos têm demonstrado que o diclofenaco inibiu a 

filamentação em C. albicans a 500 µg/ml (RASHKI GHALEHNOO et al., 2010)  e em  

A. fumigatus (NARGESI; REZAIE, 2018), o que pode levar a uma menor capacidade de 

formação de biofilme, uma vez que a filamentação é um fator chave relacionado à 

formação de biofilme dessas espécies de fungos.  

A redução na formação de hifas e na adesão celular causada pelo DIC contra C. 

albicans está relacionada à expressão reduzida de alguns genes, como EFG1( gene 

regulador de proteína da parede celular fúngica, associada à transcrição morfológica), 

HWP1(relacionada à produção de hifa e tudo germinativo), ALS1e ALS3 (genes 

relacionados ao crescimento e mudança morfológica de Candida spp.) (Rashki 
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Ghalehnoo et al. 2010). Assim, a redução na formação de biofilme de C. tropicalis 

causada pelo DIC, quando comparado com FLC, pode estar relacionada a alterações na 

expressão de genes importantes, como observado em C. albicans. 

As imagens de microscopia, da combinação de DIC e FLC mostraram 

desestruturação do biofilme de C. tropicalis, bem como, alterações na morfologia da 

célula apresentando-se mais túrgidas comparado ao controle. Estes achados corroboram 

os trabalhos de Rusu et al. (2017) no qual esse anti-inflamatório foi capaz de danificar 

estruturas celulares de C. albicans. Assim, como o diclofenaco interfere na formação 

estrutural do biofilme fúngico e pode alterar a expressão gênica, é possível que as 

células sésseis se tornem mais sensíveis a ação do fluconazol. 
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8 CONCLUSÃO 

 

O diclofenaco de sódio causou redução da CIM do fluconazol e do voriconazol 

frente a células planctônicas e biofilme de Candida tropicalis resistentes, sendo 

observado sinergismo destas combinações, e indiferença na combinação com AMB. 

Além disso, o diclofenaco combinado com fluconazol reduziu a viabilidade e formação 

do biofilme em cepa resistente.  
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Abstract 

This study aimed to evaluate the effect of diclofenac on minimum inhibitory 

concentrations of antifungals against planktonic cells and biofilms of Candida 

tropicalis. Susceptibility testing of planktonic cells was evaluated using the broth 

microdilution assay and checkerboard method. Biofilm formation by C. tropicalis in the 

presence of diclofenac, alone or in combination with antifungals, was also evaluated, 

and scanning electron microscope (SEM) and confocal microscope (CLSM) analyses 

were performed. Diclofenac showed an MIC of 1024 μg ml
-1

 against planktonic cells. 

The MICs of fluconazole and voriconazole against azole-resistant isolates were reduced 

8- to 32-fold and 16- to 256-fold, respectively, when in combination with diclofenac. 

When in combination with fluconazole or voriconazole, diclofenac reduced the 

antifungal concentration necessary to inhibit C. tropicalis biofilm formation. In 

conclusion, diclofenac presents synergism with fluconazole and voriconazole against 

resistant C. tropicalis strains and improves the activity of these azole drugs against 

biofilm formation. 
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