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RESUMO 

Candida tropicalis é uma levedura diplóide causadora de infecções superficiais e/ou 

sistêmicas, as quais podem ser adquiridas de maneira endógena ou exógena e podem acometer 

diversos órgãos. No Brasil, dentre as espécies de Candida spp., a C.tropicalis é a segunda 

espécie mais comumente isolada e no Ceará é pouco estudada. Nos dias atuais, temos 

vivenciado um aumento significativo das infecções fúngicas invasivas. Porém as drogas 

antifúngicas disponíveis no mercado são restritas a um pequeno número quando comparadas 

as antibacterianas. Logo, este fato unido ao aumento da frequência de resistência cruzada faz 

necessária a busca por novas estratégias terapêuticas. A amiodarona (AMD) é usada 

classicamente para tratar pacientes com arritmia. Trabalhos recentes têm demonstrado uma 

ampla atividade antifúngica desta droga quando associado ao fluconazol (FLC).  No presente 

estudo induzimos resistência em sete cepas de Candida tropicalis e avaliamos um eventual 

sinergismo entre FLC e AMD. A avaliação da interação das drogas foi determinada através do 

cálculo da Fractionary Inhibitory Concentration (FICI) e por meio da técnica de citometria de 

fluxo, onde também avaliamos o provável mecanismo de ação desse sinergismo. Os isolados 

utilizados no estudo pertencem ao Laboratório de Bioprospecção Experimental em Leveduras 

(LABEL) da UFC. Para o cumprimento da metodologia, as cepas foram recuperadas do 

estoque e identificadas por biologia molecular. A indução foi realizada adaptando-se o 

protocolo de Pinto e Silva (2009). Os testes de sensibilidade foram realizados utilizando-se o 

teste de microdiluição em caldo padronizado pelo CLSI, segundo o documento M27-A3. Para 

avaliar o sinergismo utilizou-se a técnica do checkboard. Por fim, para verificar o possível 

mecanismo de ação do sinergismo, determinamos a integridade de membrana, potencial 

transmembrana mitocondrial, formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), teste do 

cometa, análise da oxidação de bases purinas e caspases. As cepas de C.tropicalis após ~100 

dias atingiram um CIM > 64µg/mL. Os testes de sensibilidade apresentaram CIM > 64µg/mL 

tanto para o FLC como para AMD. Das cepas testadas, seis apresentaram sinergismo. O 

tratamento FLC+AMD alterou a integridade da membrana plasmática e mitocondrial, 

aumentou os níveis de ROS intracelularmente, causou danos ao DNA e, consequentemente, 

conduziu morte celular por apoptose.  

Palavras chave: Candida tropicalis, fluconazol, amiodarona, estresse oxidativo, danos 

ao DNA
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ABSTRACT  

 
Candida tropicalis is a diploid yeast causing superficial infections and / or systemic, 

which can be acquired endogenously or exogenously and can affect several organs. In 

Brazil, among the species of Candida spp. The C.tropicalis is the second most common 

species isolated in Ceará and is rarely studied. Nowadays, we have experienced a 

significant increase in invasive fungal infections. But antifungal drugs on the market are 

restricted to a small number when compared to the antibacterial. Therefore, this fact 

coupled with the increased frequency of cross-resistance is necessary to search for new 

therapeutic strategies. Amiodarone (AMD) is traditionally used to treat patients with 

arrhythmia. Recent studies have shown a broad antifungal activity of this drug when 

combined with fluconazole (FLC). In the present study we induced resistance in seven 

strains of Candida tropicalis and evaluate a possible synergism between FLC and 

AMD. The evaluation of the interaction of the drugs was determined by calculating the 

Fractionary Inhibitory Concentration (FICI) and by flow cytometry, where we also 

evaluated the likely mechanism of action of this synergism. The isolates used in this 

study belong to the Laboratory of Experimental Bioprospecting in yeast (LABEL) the 

UFC. For the fulfillment of the methodology, the strains were recovered from stock and 

identified by molecular biology. The induction was carried out adapting the protocol of 

Pinto and Silva (2009). Sensitivity tests were performed using the broth microdilution 

test standardized by the CLSI, the document M27-A3. To evaluate the synergism used 

the technique of checkboard. Finally, to determine the possible mechanism of action of 

synergism, we determine the membrane integrity, mitochondrial transmembrane 

potential, formation of reactive oxygen species (ROS), comet assay, analysis of the 

oxidation of purine bases and caspases. Strains C.tropicalis after ~ 100 days reached an 

  C> 64μ / L. T        t v t  t  t  w      C> 64μ / L b t  t    LC    A D. Of 

the strains tested, six showed synergism. The treatment changed the FLC + AMD 

plasma membrane integrity and mitochondrial increased levels of intracellular ROS, 

cause DNA damage and therefore led cell death by apoptosis.  

Keywords: Candida tropicalis, fluconazole, amiodarone, oxidative stress, DNA damage 
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1 INTRODUÇÃO 

Durante as duas últimas décadas, a incidência de infecções fúngicas invasivas (IFI) 

aumentou drasticamente em todo o mundo. As IFIs são caracterizadas por alta morbidade e 

mortalidade e são difíceis de diagnosticar, prevenir e tratar (Petrikkos, et. al., 2007). As 

infecções causadas por Candida spp. resultam do aumento do tempo de internação e 

juntamente com as despesas médicas constituem um importante problema de saúde pública 

(Chou, et. al., 2007). 

Candida tropicalis é uma levedura diplóide causadora de infecções superficiais e/ou 

sistêmicas, as quais podem ser adquiridas de maneira endógena ou exógena e podem acometer 

diversos órgãos(NEGRI et al. 2011).No Brasil, C.tropicalis é a segunda espécie mais 

comumente isolada e no Ceará é pouco estudada(MENEZES, et. al., 2009). Durante os anos 

1970 e 1980, vários estudos demonstraram que a fungemia causada por C. tropicalis foi 

comum em pacientes com leucemia e naqueles que receberam um transplante de medula 

óssea. Em um estudo realizado no Brasil, visando caracterizar a epidemiologia das 

candidemias, foi observado que em um grupo de 906 pacientes, 20% destes tiveram infecções 

por C. tropicalis. Além disso, foi possível verificar que esta espécie foi a segunda mais 

frequentemente encontradas em adultos (21,6%) e idosos (23,2%), e a terceira em recém-

nascidos (11,9%) e crianças (18,5%) (NUCCI; COLOMBO, 2007).  

Nas últimas décadas, houve um aumento significativo no número de infecções fúngicas 

invasivas. O tratamento dessas infecções é marcadamente limitado por problemas de 

segurança dos medicamentos, da resistência e dos perfis de eficácia. Além disso, as drogas 

antifúngicas disponíveis no mercado são restritas a um pequeno número quando comparadas 

as antibacterianas. Diante desse fato, unido ao aumento da frequência de resistência cruzada 

faz-se necessária o desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas, como por exemplo, o 

uso de combinações de fármacos com atividade antifúngica juntamente com fármacos não 

antifúngicos(PINA-VAZ et al.,2005; TOBUDIC et al., 2012). 

A AMD é classificada como uma droga antiarrítmica classe III que impede a fibrilação 

atrial e taquicardia ventricular, e é usada como droga de escolha em pacientes com arritmia. 

Trabalhos recentes têm demonstrado uma ampla atividade antifúngica desta droga quando 

associado ao FLC(MUEND; RAO, 2008). 
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Diante dessa atividade da AMD quando associada ao FLC, este trabalho buscou 

verificar o efeito sinérgico do FLC e AMD frente a cepas de C.tropicalis resistentes ao FLC, 

além de avaliar o provável mecanismo de ação desse sinergismo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Infecções fúngicas 

Nas últimas décadas diversos fatores relacionados com o avanço da medicina, como a 

introdução de novas técnicas diagnósticas e invasivas, a maior eficácia nas técnicas de 

transplantes e o uso de agentes  imunossupressores e quimioterápicos têm sido 

responsabilizados pelo aumento de sobrevida dos pacientes (KOTHAVADE et al.,2010, 

SCHMALRECK et al., 2012; SILVA et al.,2012). Entretanto, infecções oportunistas, como as 

infecções causadas por fungos, surgiram como complicações nestes pacientes 

imunocomprometidos. Dentreas infecções fúngicas oportunistas, a candidíase tem sido aquela 

maisdocumentada nos diferentes grupos de pacientes portadores de 

imunodeficiências,apresentando-se como infecções superficiais ou invasivas, com 

envolvimento de umou múltiplos órgãos(SILVA et al.,2012). 

As infecções causadas por Candida spp. tem  emergido mundialmente e  resultam do 

aumento do tempo de internação e juntamente com as despesas médicas constituem um 

importante problema de saúde pública, principalmente em centros médicos terciários (CHOU 

et al, 2007 ; SCHMALRECK et al., 2012) . Estas infecções destacam-se não apenas por sua 

prevalência em diferentes centros médicos, como também por suas complicações, difícil 

diagnóstico, além de estarem associadas à mortalidade atribuída da ordem de 50% 

(COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; GUDLAUGSSON et al., 2003, NUCCI; COLOMBO, 

2007). 

 

Um estudo conduzido por Wisplinghoff et al., (2004) reuniu dados do Surveillance 

and Control of Pathogens of Epidemiological (SCOPE) envolvendo 40 hospitais terciários de 

várias regiões dos Estados Unidos. No período de março de 1995 a setembro de 2002, um 

total de 24.179 episódios de bacteremias e fungemias foram documentadas e o gênero 

Candida foi o 4° agente mais comum isolado em hemoculturas, respondendo por 9% das 

infecções da corrente sangüínea o que acarreta altos custos com medicamentos e uma taxa de 

mortalidade de 40% (WENZEL; GENNINGS, 2005; PETRIKKOS; SKIADA, et. al., 2007) 

Já na Espanha, um estudo conduzido de janeiro de 2002 a dezembro de 2003 

documentou 345 episódios de infecções de corrente sangüínea por Candida isolados de 341 

pacientes. A incidência de candidemia foi de 4,3 casos/100.000. (ALMIRANTE,et al., 

2005).Em outro estudo conduzido em 44 hospitais terciários, um total de 1367 episódios de 
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fungemia foram relatados. A incidência foi de 0.92 por 1.000 internações. Candida albicans 

foi a mais isolada (0.41 episodes/1000 admissões) seguida por C.parapsilosis sensu stricto 

(0.22) (PEMÁN et al., 2012) 

Na Suíça, foi realizado um estudo de vigilância entre 1991 a 2000 em 17 hospitais 

universitários e seus hospitais filiados, que representavam em sua totalidade 79% de todos os 

hospitais terciários deste país. Observou-se Candida spp. como a sétima causa de infecções da 

corrente sangüínea correspondendo a 2,9% dos isolados de hemoculturas, sendo que sua 

incidência permaneceu inalterada durante os 10 anos do estudo, 5,4 casos/100.000 habitantes 

(MARCHETTIet al., 2004). 

No Brasil, um estudo epidemiológico realizado em hospital terciário, observou que na 

maioria dos episódios de candidíase a C. albicans estava presente em 51,6% dos casos, mas 

também espécies não-albicans como C. parapsilosis (25,8%), C. tropicalis (13,3%), 

C.glabrata (3,3%), C. krusei (1,7%) e outras espécies (7,5%) (ANTUNES et al., 2004; 

AQUINO et al., 2005). Em outro estudo conduzido em um Hospital Universitário de Londrina 

por um período de três anos, mostrou que infecções por Candida albicans foi a mais 

freqüente, mas outras espécies de Candida corresponderam a 64% dos isolados, incluindo 

predominantemente Candida tropicalis (33,2%) e Candida parapsilosis (19,2%) 

(FURLANETO, et al., 2011).  

Particularmente no Estado do Ceará, um estudo realizado por Mendrano et al., (2006) 

analisou 50 culturas de origem sanguínea e mostrou que a espécie mais comumente isolada 

foi a C.parapsilosis (n=18), seguida por C.albicans (n=14), C.tropicalis (n=8), 

C.guillermondii (n=6), C.glabrata (n=2) e Candida spp. (n=2) (NUCCI; COLOMBO, 2007). 

A epidemiologia das infecções fúngicas invasivas (IFIs) está mudando, Candida 

albicans continua sendo a levedura mais importante, no entanto, um notável crescimento de 

infecções por espécies não albicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei) 

tem aumentado e corresponde a 36-63% de todos os casos (HORN, et al, 2009; GAMARRA, 

2010; CHI,et al, 2011).  

Nos últimos anos a prevalência de espécies de Candida não-albicans tem aumentado. 

Além disso, existem diferenças marcantes na distribuição das espécies e das sensibilidades de 

drogas antifúngicas entre os países (Figura 1) que necessitam de vigilância continuada em 

cada país para monitorar as tendências na distribuição de patógenos e padrão de sensibilidade, 
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a fim de auxiliar na gestão e tratamento de pacientes hospitalizados com candidíase 

invasiva(SELLAMIet al, 2010; GURCUOGLU et al, 2010). 

 

 
Fonte: (ARENDRUP, 2010) 

 
Figura 1.As diferenças geográficas na proporção de casos que envolvem candidemia. Candida glabrata (a), C. 

tropicalis (b) e C. parapsilosis (c), respectivamente. 
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No Brasil, a C. tropicalis é um agente frequente de candidemia em hospitais, sendo a 

segunda espécie mais comumente isolada (NUCCI; COLOMBO, 2007), como também pouco 

estudada no Ceará (MENEZES, et. al., 2009). 

 

2.2 Candida tropicalis: um patógeno emergente 

Candida tropicalis, conhecida primeiramente como Oidium tropicale, foi diferenciada 

entre as mais diversas espécies de Candida em 1910 por Aldo Castellani. Enquanto isso, 

vários outros nomes foram sendo atribuídos a esta espécie, como Monilia tropicalis, Candida 

vulgaris, Mycotorula dimorpha ,  Candida  paratropicalis e outros 58 sinônimos. Somente em 

1923, Berkhout introduziu o nome atual. (NEGRI et al. 2011). 

Desde 1960, C. tropicalis tem sido reconhecida como responsável por causar 

infecções fúngicas graves (HO, 1960). Ela é uma levedura diplóide pertencente a divisão 

Ascomyceta e é um agente patogênico oportunista humano, que coloniza vários sítios 

anatômicos distintos, incluindo a pele, trato gastrointestinal e geniturinário podendo também 

ser encontrado no trato respiratório (KOTHAVADE et al.,2010; NEGRI et al. 2011) 

As infecções causadas por essa espécie podem ser adquirida de forma endógena, ou 

seja, quando o indivíduo já está colonizado pelo microorganismo como parte da microbiota 

intestinal normal, mas que sob condições adversas essas leveduras podem ser translocadas e 

se espalhar através do trato gastrointestinal para diferentes sítios anatômicos causando 

infecção (NUCCI; COLOMBO, 2007). Já as infecções exógenas podem ocorrer através do 

contato das mãos dos profissionais de saúde com os pacientes ou através de cateteres, próteses 

implantáveis, bem como soluções parenterais que foram previamente contaminados. (NUCCI; 

COLOMBO, 2007; NEGRI et al., 2010). 

O diagnóstico laboratorial se baseia basicamente nas características morfológicas, e 

bioquímicas. Macroscopicamente, as colônias de C.tropicalis quando semeadas em ágar 

Sabouraud dextrose apresentam-se de cor creme com uma borda ligeiramente micelial 

(Figura 2a)  e de azul escuro quando semeada em CHRO      C  d d  ™ (C O     , 

Paris, França) (Figura 2b). Microscopicamente (Figura 2c) em ágar corn meal Tween 80, a 

25°C, C. tropicalis apresenta blastoconídeos isolados ou em pequenos grupos ao longo de 

toda a pseudohifas podendo também produzir hifas verdadeiras. Já em testes bioquímicos esta 

levedura difere das outras espécies por ser capaz de fermentar e assimilar sacarose, glucose, 

galactose, trealose e maltose, mas não a lactose ou rafinose (NEGRI et al. 2011; SILVA et 

al.,2012). 
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Fonte: (NEGRI et al, 2011) 

Figura 2: Morfologia de Candida tropicalis em meios de cultura de rotina. (a) ágar Sabouraud dextrose, (b) 

C RO       C  d d ™ , ( ) á              Tw    80. 

A tecnologia molecular que teve o maior impacto no diagnóstico clínico de infecções 

por Candida foi o PCR. A característica mais importante dessa metodolgia é que os primers 

utilizados em amostras clínicas são específicos e não amplificam o DNA do hospedeiro ou de 

outros microorganismos (SILVA et al.,2012). 

A maior parte do genoma haplóide de Candida consiste de DNA mitocondrial e DNA 

ribossômico (DNAr). Neste DNA existem três regiões codificadoras relativamente 

conservadas: uma região 18S, com cerca de 1.800 pares de base (pb); uma sequência 

altamente conservada de 5.8S, com 160pb; e a região 28S com cerca de 3.400pb. Flanqueando 

a região 5.8S, existem regiões de sequências variáveis denominadas de internal transcribed 

spacer regions(ITS1 e ITS2), cuja função não é completamente conhecida (IWEN, et 

al.,2002). 

Como as regiões ITS1 e ITS2 mostram grande variabilidade entre microrganismos do 

mesmo gênero, podem ser utilizadas para a identificação das espécies de Candida em testes 

moleculares, além de aumentarem o poder de detecção dos métodos de amplificação por 

estarem presentes em múltiplas cópias (WHITE et al., 1990; CHEN et al., 2002). 

Apesar do desenvolvimento em abordagens moleculares, a grande maioria do 

diagnóstico clínico das candidíases são baseados em metodologias não moleculares devido a 

reduzida quantidade de equipamento de PCR em laboratórios hospitalares, os problemas com 

a preparação da amostra e contaminação ambiental, falta de protocolos padronizados para 

metodologias de PCR e de profissionais qualificados(SILVA et al.,2012; NEGRI et al.,2011).  
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Em geral, os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento de infecções por 

Candida adquiridas em hospitais estão associados com: longos períodos em UTIs,  

administração de antibióticos de largo espectro, pacientes imunocomprometidos, queimados, 

submetidos à ventilação mecânica, múltiplos sítios de colonização e hemodiálise. Estudos têm 

mostrado, que, em oposição à C. parapsilosis, infecções por C. tropicalisé menos provável de 

ocorrer entre as crianças com menos de um ano de idade, entretanto, é mais provável de 

ocorrer em pacientes com câncer ou neutropênicos e está fortemente associada com a 

presença de biofilme em cateteres urinários (PFALLER; DIEKEMA, 2007; KOTHAVADE et 

al., 2010; SILVA et al.,2012;CHONGet al., 2012).  

Novos estudos sugerem que a C. tropicalis está associada com um maior potencial de 

difusão e mortalidade em pacientes internados em UTI, especialmente pacientes oncológicos, 

do que a C. albicans ou de qualquer outra espécie não albicans (NUCCI; COLOMBO, 2007; 

KOTHAVADE et al., 2010).  

 A patogenicidade de espécies de C.tropicalis é mediada por um número de fatores de 

virulência, incluindo a adesão e formação de biofilme no tecido do hospedeiro bem como em 

dispositivos médicos, a capacidade de evadir as defesas do hospedeiro, produção de hifas e 

enzimas hidrolíticas (proteases, fosfolipases e hemolisinas) (KOTHAVADE et al., 2010). 

 A formação de biofilme é um importante fator de virulência para várias espécies de 

Candida, pois confere resistência significativa à terapia antifúngica, limitando a penetração de 

substâncias através da matriz e protegendo as células de respostas imune do hospedeiro 

(DONLAN; COSTERTON, 2002 ; MUKHERJEE; CHANDRA, 2004). Além disso,biofilmes 

formados por espécies não albicanstêm sido associados com maior morbidade e mortalidade 

em comparação com os isolados não formadores de biofilmes. Supõe-se que a formação de 

biofilmes maduros e a subsequente produção de matriz extracelular é fortemente dependente 

da espécie, estirpe e das condições ambientais (pH, composição do meio, oxigênio) (SILVA 

et al.,2012).  

 A produção de enzimas hidrolíticas causa destruição dos tecidos dos hospedeiros por 

espécies de Candida. Dentre as enzimas secretadas que implicam na  patogenicidade dessas 

espécies, temos: aspartil proteinases (SAPs), fosfolipasese hemolisinas (SILVA et al.,2012). 

 As SAPs facilitam a invasão e colonização dos tecidos do hospedeiro por disruptura 

das membranas mucosas e por degradar importantes proteínas de defesa imunológica e 

estrutural. Já as fosfolipases são enzimas que hidrolisam fosfolípidos em ácidos graxos. A 
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produção de todas as classes de fosfolipases têm sido descritos para espécies de Candidae 

sugerem que elas contribuem para o dano na membrana celular do hospedeiro facilitando 

assim receptores de aderência (SILVA et al.,2012). 

Outra importante enzima é a hemolisina. Os microorganismos patogênicos podem 

crescer no hospedeiro utilizando heme como uma fonte de ferro. Hemolisinas degradam a 

hemoglobina e facilitam a recuperação do ferro elementar de células hospedeiras. Assim, as 

hemolisinas são consideradas como fator de virulência chave que permite a sobrevivência do 

patógeno e persistência no hospedeiro (SILVA et al.,2012). 

 

 

2.3 Resistência ao fluconazol  

Resistência é um fenômeno que ocorre in vivo, e pode estar ou não associada à falha 

terapêutica. Fatores relacionados à farmacocinética e farmacodinâmica do antifúngico, bem 

como aqueles relacionados ao hospedeiro e à espécie causadora da infecção, estão envolvidos 

nas diferenças que existem entre sensibilidadein vitro e resposta clínica ao tratamento 

(SANGLARD & ODDS, 2002; PFALLER, 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007).  

O fluconazol surgiu no início da década de 90 como o primeiro agente antifúngico 

triazólico aprovado pela FDA para o tratamento de infecções sistêmicas causadas por 

Candida(SHEEHAN et al., 1999; NUCCI, 2007; PFALLER; DIEKEMA, 2010).É bem 

tolerado e um agente seguro que tem boa atividade clínica contra Cryptococcus neoformans e 

a maioria de Candida spp. isolada. O uso aumentado desta droga deu origem ao 

desenvolvimento de resistência a  Candida  spp., principalmente C. glabrata e C. krusei 

isoladas(JR, et al., 2005).  

 Esse agente atua especificamente inibindo a enzima lanosterol-14-α-demetilase, 

pertencente ao sistema enzimático microssomal do complexo citocromo P-450, que promove 

a conversão de lanosterol a ergosterol. O resultado é a inibição dessa conversão, com a 

depleção conseguinte de ergosterol, acumulação de precursores e perda da integridade da 

membrana (AKINS, 2005; JR, et. al., 2005; DÉRY; HASBUN, 2011). O uso excessivo de 

azólicos (especialmente fluconazol) em tratamentos de pacientes HIV-positivos com 

infecções fúngicas nas mucosas no período anterior à introdução da terapia antiretroviral tem 

favorecido a aquisição de resistência aos azólicos de vários fungos patogênicos 

(SANGLARD, 2002). 
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Os mecanismos têm sido estudados principalmente em C. albicans, C. glabrata e C. 

parapsilosis (VANDEPUTTE, et. al., 2005; PINTO E SILVA et al., 2009). Quatro 

mecanismos principais são normalmente descritos (Figura 3): (i) superexpressão de bombas 

de efluxo (ii) alterações na biossíntese do ergosterol, (iii) mutações no gene ERG11 e (iv) 

super expressão no gene ERG11. Estes mecanismos podem ser encontrados separadamente, 

mas eles também podem ser combinados, contribuindo assim para a aquisição de resistência 

aos azólicos (LUPETTI et al.,2002; SANGLARD, 2003; VANDEPUTTE, et. al., 2005 ). 

Super expressão de bombas de efluxo: Esse mecanismo é desencadeado pela 

redução do acúmulo intracelular do medicamento. Nos últimos anos, estudos realizados com 

fluconazol mostraram evidências de que ele é ativamente transportado ao meio externo pelas 

células fúngicas, de uma maneira dependente de energia, e que o maior efluxo do antifúngico 

é causado pela super expressão de genes que codificam proteínas transportadoras de 

membrana (MORSCHHÃUSER, 2002).  

Os genes CDR1 e CDR2 (Candida Drug Resistance) codificam proteínas 

transportadoras do tipo ABC (ATP-binding cassette), que atuam como bombas de efluxo 

transmembranas e utilizam a hidrólise do ATP para mobilizar uma variedade de compostos 

hidrofóbicos para fora da células. Além de CDR1 e CDR2, outro gene conhecido como 

MDR1 (Multidrug Resistance) também está envolvido no sistema de transporte dependente de 

energia. A proteína codificada por MDR1 atua como transportadora de membrana do tipo 

MFS (Major Facilitator Superfamily) e utiliza gradiente de prótons para o transporte de 

compostos. Esta proteína é encontrada em fungos, bactérias e no homem (WHITEet al.,1998; 

AKINS, 2005; ESPINEL-INGROFF, 2008; TOBUDIC, KRATZER, PRESTERL, 2012). 

As bombas de efluxo têm a capacidade de transportar ao meio externo, entre outros 

compostos, alguns antifúngicos, porém não em quantidades suficientes para conferir 

resistência. No entanto, algumas linhagens de Candida podem apresentar super expressão dos 

genes CDR e MDR, aumentando o número de bombas transportadoras em suas membranas e 

reduzindo o acúmulo do antifúngico no meio intracelular (AKINS, 2005). 

Alterações na biossíntese do ergosterol: O ergosterol é essencial para manter a 

integridade e função da membrana plasmática dos fungo e , por esse motivo, a sua biossíntese 

é alvo para muitos antifúngicos, incluindo o fluconazol. O alvo primário dos azólicos é a 14-

α-demetilase (ERG11p), enzima chave na síntese do ergosterol, membro da superfamília dos 

citocromos P-450. A inibição da ERG11p pelo fluconazol não resulta somente na redução do 

ergosterol, mas também no acúmulo do seu precursor, o lanosterol. Este é convertido em 14-

α-  t  f    t      ,   b  q   t    t ,   t     d       Δ5,6-desaturase (codificada pelo 
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ERG3) para o esterol intermediário, 14-α-metilergosta-8,24(28)-dien-3,6diol que um 

composto tóxico que inibe o crescimento celular (LUPETTI et al., 2002; AKINS, 2005; 

TOBUDIC, KRATZER, PRESTERL, 2012). 

Miyazaki et al.(2001) demonstraram que a deleção do gene ERG3 em C.albicans 

resultou na redução de sensibilidade dos mutantes ao fluconazol, fornecendo evidência direta 

de que a alteração na biossíntese do ergosterol,                  t v ç   d    z    Δ5,6-

desaturase pode causar resistência ao fluconazol. 

Mutação no gene ERG11: Uma causa frequente de resistência é decorrente da 

alteração na configuração espacial da ezima alvo dos antifúngicos azólicos, a 14-α-demetilase 

(ERG11p), enzima chave na via de biossíntese do ergosterol. Mutações em ERG11 podem 

resultar em alterações pós traducionais na sequência de amionoácidos e, consequentemente, 

na estrutura tridimensional de ERG11p, ocasionando decréscimo na afinidade de ligação entre 

o componente azólico e a proteína, sem impedir sua função, porém gerando leveduras com 

fenótipo alterado resistentes aos azólicos (SANGLARD et al., 2002; TOBUDIC, KRATZER, 

PRESTERL, 2012). 

Super expressão do gene ERG11: Em presença de fluconazol, C.albicans aumenta a 

expressão do gene ERG11, provavelmente por mecanismo compensatório à depleção do 

ergosterol. Entretanto, Franz et al., 1998, relataram que mesmo na ausência de fluconazol, 

alguns isolados resistentes expressam ERG 11 em níveis superiores aos encontrados em 

isolados susceptíveis expostos aos antifúngicos.  

O aumento da expressão do gene ERG11 resulta em incremento da concentração da 

enzima 14-α-demetilase no ambiente intracelular, e consequentemente, acarreta a necessidade 

de quantidades maiores de antifúngico para inibir a atividade da enzima (LUPETTI et 

al.,2002; GOLDMAN et al., 2004; TOBUDIC, KRATZER, PRESTERL, 2012). 

Embora a super expressão do gene ERG11 tenha sido descrita como mecanismo de 

resistência, alguns dados indicam que este fenômeno  não está necessariamente relacionado à 

resistência aos azólicos em C.albicans, uma vez que quando detectado, está frequentemente 

associado ao aumento da expressão de genes codificadores de bombas de efluxo (GOLDMAN 

et al., 2004). 

A resistência ao fluconazol em isolados clínicos de C.tropicalis tem aumentado. 

Clinicamente, o surgimento desse tipo de resistência é consideravelmente importante porque a 

C.tropicalis é um dasespécies de Candida, mais comumente isoladas após C. albicans e 

constantemente vem sendo relatada como resistente ao fluconazol(CHOU et al.,2007; 
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BARCHIESI et al., 2000). Um largo estudo conduzido por Pfalleret al.(2009) mostrou um 

nível moderado de resistência ao fluconazol por C.tropicalis(KOTHAVADE et al., 2010). 

Apesar de existirem  poucas informações acerca da resistência de C.tropicalis aos azólicos, o 

mecanismo de resistência parece ser uma superexpressão do gene CtERG11 associado com 

uma mutação missense(VANDEPUTTE, et. al., 2005; KOTHAVADE et al., 2010).  

 

 

(Fonte: Sanglard, 2003) 

 

Figura 3. Mecanismos de resistência aos antifúngicos azólicos 

 

O aumento do uso global de fluconazol em várias condições clínicas (candidíase) é a 

maior causa de dominância de espécies não albicans em relação a C.albicans. Portanto, 

algumas medidas para tentar controlar o aparecimento de espécies resistentes na prática 

clínica devem ser tomadas, como: aplicação terapêutica de fluconazol deve ser limitado a 

pacientes de alto risco para minimizar aparecimento da resistência; pacientes com candidíase 

recorrente que foram tratados recentemente com fluconazol, não devem ser tratados 

novamente com o mesmo fármaco; utilização de vários agentes antifúngicos e suas interações 

com outros medicamentos precisam ser cuidadosamente pensado antes da sua aplicação 

clínica em pacientes de alto risco; nos pacientes cirúrgicos, novos agentes antifúngicos como 

os azóis (voriconazol) e equinocandinas são opções terapêuticas menos tóxicas para 

prevenção e terapia de infecções por Candida e o aumento do conhecimento dos fatores de 

risco para espécies não albicans pode fornecer orientações para escolhas apropriadas de 

tratamento antifúngico(KOTHAVADE et al., 2010). 
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2.4 Métodos de detecção de resistência  

O desenvolvimento de métodos de sensibilidade a antifúngicos tem sua história 

vinculada aos avanços obtidos na quimioterapia antibacteriana. Com o surgimento de espécies 

patogênicas com resistência intrínseca aos antifúngicos, principalmente pelo uso de terapia 

antifúngica profilática, tem aumentado a necessidade de desenvolvimento e padronização de 

testes de senbilidade aos antifúngicos (CUENCA-ESTRELA et al., 2002). 

Como nos últimos anos o arsenal terapêutico antifúngico tem aumentado, há uma 

crescente preocupação com o aumento da resistência a estas drogas. Mundialmente, estudos 

de vigilância de resistência a antifúngicos mostram a emergência de leveduras de Candida 

não-albicans como causa de infecções superficiais e invasivas, sendo que muitas destas 

espécies apresentam menor sensibilidade a anfotericina-B e/ou azólicos (REX et al.,2001; 

ALMIRANTE et al., 2005; PFALLERet al., 2010). 

Diante deste fato, aumentou o interesse da comunidade científica no aperfeiçoamento 

de testes de senbilidade para auxiliar na escolha mais adequada na terapêutica antifúngica 

como também, da indústria farmacêutica para utilizar essa ferramenta no desenvolvimento de 

novas drogas (REXet al., 2001). 

No decorrer do tempo, foram desenvolvidas técnicas para o estudo da 

sensibilidadeinvitro aos antifúngicos, sendo o método de microdiluição em caldo considerado 

a técnica de referência.  O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,2005), antigo 

NCCLS, após 15 anos de trabalhos colaborativos publicou o primeiro documento, o M27-A 

(1997) com normas e técnicas da padronização dos testes de sensibilidade. Mais 

recentemente, foi publicado o documento M27-S3 (2008) (NCCLS, 1997; REX et al., 2001; 

CLSI, 2008).  

Este documento fundamenta a metodologia de diluição em caldo (microdiluição em 

caldo) como padrão ouro para testes de sensibilidade a antifúngicos. Desta forma,o CLSI 

(2008), utiliza o meio de cultura sintético RPMI-1640 com L-glutamina, sem bicarbonato e 

tamponado com ácido morfolinopropanosulfônico (MOPS) com pH 7,0, um inóculo de 0,5 a 

2,5 x 10
3

 UFC/mL, 24 e 48 horas de incubação a 35°C para leveduras do gênero Candida e 72 

horas para Cryptococcus neoformans. O critério de leitura dos ensaios com azólicos e 5-FC 

foi definido como a menor concentração capaz de inibir  significativamente 50% do 

crescimento quando comparado com o grupo controle. Para anfotericina-B, a concentração 
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inibitória mínima (CIM) foi definida como a menor concentração capaz de inibir qualquer 

crescimento visível. (CLSI, 2008). 

O Etest é um método comercial utilizado para determinar quantitativamente a 

sensibilidadein vitro aos antifúngicos, baseado em gradientes de concentração dos 

antifúngicos empregados em fita plástica, através da técnica de difusão em ágar. Este método 

nos permite determinar uma cepa como sensível ou resistente, pois também determina a 

concentração inibitória mínima (CIM) (REX et al., 2001). Esta técnica é de fácil e rápida 

execução e fornece um resultado quantitativo, porém limita o número de antimicrobianos que 

podem ser testados por placa, além do alto custo das fitas(ANVISA). 

A citometria de fluxo tem sido há muito tempo reconhecida como uma possível 

ferramenta para testes de sensibilidade antifúngica onde pesquisas concentram-se 

principalmente no gênero Candida e Saccharomyces (REX, et al., 2001).  

Na microbiologia, esta técnica tem mostrado várias potencialidades, nomeadamente no 

estudo da sensibilidade a antimicrobianos. É uma técnica que permite a contagem, análise e 

classificação de células suspensas num fluido onde realiza, simultaneamente, uma análise 

multiparamétrica de características físicas e químicas célula a célula, através de aparelhos de 

detecção ópticos e/ou eletrônicos (DOS SANTOS, 2010). Essa metodologia pretende que as 

análises sejam cada vez mais: específicas, com menor probabilidade de falsos positivos; 

sensíveis, com menor probabilidade de falsos negativos; reprodutíveis;  automáticas e rápidas 

(CÔRTE-REAL et al, 2002).  

Trabalhos têm explorado essa possibilidade e mostrou o potencial dessa técnica em 

relação ao método de referência (microdiluição em caldo). Um estudo sugeriu que essa 

técnica pode ser especialmente útil para a detecção da resistência a anfotericina B (REX, et 

al., 2001). Além disso, os estudos de biologia de leveduras estão focando especificamente no 

que diz respeito à elucidação dos mecanismos celulares e moleculares de resposta à agentes 

citotóxicos (CÔRTE-REAL et al, 2002; PINA-VAZ & RODRIGUES, 2010). 

 

2.4 Fármacos com efeitos antifúngicos  

As infecções fúngicas têm sido um importante desafio terapêutico devido ao número 

limitado de agentes antifúngicos e, além disso, o seu uso tem se restringido devido à 

toxicidade ou a perfis farmacocinéticos desfavoráveis. Além disso, a resistência tem sido 
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observada, principalmente após o tratamento de infecções por Candida albicans em  pacientes 

infectados pelo HIV com o triazólico fluconazol  que é atualmente o antifúngico mais 

utilizado nesta situação(AFELTRA; VERWEIJ, 2003). Evidências mostram que a 

epidemiologia das infecções fúngicas invasivas está mudando e que espécies de Candida não 

albicans resistentes aos azólicos estão surgindo (AFELTRA; VERWEIJ, 2003; GAMARRA, 

2010; CHI, et al, 2011).  

Devido a ocorrência de isolados resistentes a azólicos, muito esforço foi e está sendo 

realizado para solucionar esse problema: (i) a procura de novos antifúngicos, tais como o 

posaconazol e o ravuconazol, (ii) o desenvolvimento de novas formulações dos agentes 

estabelecidos, tais como o itraconazol (ITC), através de uma formulação intravenosa que 

superou os erros de biodisponibilidade da formulação oral da cápsula e (iii) a melhoria da 

eficácia de antifúngicos usando a terapia de combinação, por exemplo, combinar agentes 

antifúngicos com diferentes mecanismos ou a combinação de agentes antifúngicos e não 

antifúngicos (GUO, et. al., 2008).  

Achados mostram que algumas drogas usadas para o tratamento de infecções que não 

sejam ocasionadas por fungos possam exibir atividade antifúngica, uma vez que os fungos e 

as células humanas dividem vias comuns por ambas serem eucarióticas. Isto é de interesse 

uma vez que estas drogas podem ser úteis para o tratamento de infecções fúngicas quando 

utilizadas isoladamente ou em combinação. (AFELTRA; VERWEIJ, 2003). 

Alguns alvos de agentes não antifúngicos nos fungos já são conhecidos. A presença de 

bombas localizadas na membrana da célula serve para controlar a homeostase entre o 

compartimento intra e extracelular, onde essas também se encontram no retículo 

endoplasmático. A concentração de cálcio livre na célula  é essencial para a multiplicação 

celular, transporte e crescimento. As bombas de cálcio podem ser bloqueadas por drogas 

  t    ít     ,   t       tá    ,   t     ót    , β-bloqueadores, inibidores de bombas de próton 

e agentes imunossupressores. Outros compostos podem interferir com a divisão ou formação 

do DNA e alterar a síntese de proteínas. Isto pode ser neutralizada pela inibição de 

codificação de RNA, especialmente por drogas que interagem nesse alvo, tais como a 

rifampicina, tetraciclina e os macrolídeos. (Figura 4) (AFELTRA; VERWEIJ, 2003). 
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(Fonte: Afeltra; Verweij, 2003) 

 

Figura 4: Alvos potenciais de agentes não antifúngicos em fungos 

 

Dentre as drogas antipsicóticas, as fenotiazinas têm vários efeitos, incluindo a 

modificação das membranas, alteração do metabolismo de nucleotídeos cíclicos e intercalação 

da droga no DNA. Elas também se ligam à calmodulina, que regula muitos processos 

intracelulares. A clorpromazina tem atividade fungistática e fungicida contra Candida 

albicansin vitro e em combinação com anfotericina B apresenta uma interação sinérgica. 

Além disso, a trifluoperazina também apresentou atividade in vitro contra Candida tropicalis, 

Candida parapsilosis, Candida glabrata e Cryptococcusneoformans. As concentrações 

plasmáticas das drogas em humanos variam entre 0,1 e 0,5 g/mL e como se acumulam no 

sistema nervoso central (SNC), resultando em níveis de 70 vezes superiores às do plasma, 

podem ser potencialmente úteis para o tratamento de infecções fúngicas do SNC (AFELTRA;  

VERWEIJ, 2003). 
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Outro alvo para drogas antifúngicas é a membrana plasmática H
+
-ATPase. Os 

inibidores das bombas de prótons, como omeprazol, lansoprazol, AG200, CAN-296 e 

NC1175, podem bloquear estas bombas e atuar como agentes com atividade antifúngica ou 

reverter a resistência adquirida aos azólicos. O omeprazol apresentou atividade antifúngica 

contra Saccharomyces, CAN-296 apresentou atividade fungicida contra Candida spp., AG 

2000 inibiu, in vitro, a formação de hifas em Candida albicans e uma cetona conjugada teve 

uma potente atividade fungicida contra Candida spp, Cryptococcus neoformans, Aspergillus 

fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Aspergillus nidulans(AFELTRA;  

VERWEIJ, 2003). 

A cisplatina é um agente eficaz para o tratamento quimioterápico de muitos tipos de 

tumores sólidos, sua citotoxicidade deriva principalmente da capacidade de formar ligações 

cruzadas com o DNA. A droga foi ativa in vitro contra Candida albicans. As CIMs de 

metotrexato, ciclofosfamida, bleomicina,vincristina e doxorubicina são entre 500 e 1.500 

g/mL contra Candida albicans,Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, 

Candida kefyr, Candida glabrata e Trichosporon. Entre esses agentes, bleomicina e 

doxorrubicina parece ser o mais ativo contra Candida tropicalis (AFELTRA; VERWEIJ, 

2003). 

Além disso, uma variedade de diferentes drogas antineoplásicas (ciclofosfamida, 

metotrexato e 5-fluorouracil) foram avaliadas in vitro, isoladamente e em combinação com 

anfotericina B, flucitosina e miconazol contra Candida spp. e Trichesosporon. Em 

combinação foram ativos contra várias espécies de fungos (AFELTRA; VERWEIJ, 2003). 

A combinação de polienocom doxorrubicina, metotrexato, ou 5-fluorouracil exibi 

interação sinérgica contra leveduras. Isto pode ser devido à perfuração da membrana causada 

por anfotericina B, permitindo assim que a droga antineoplásica penetre na célula. No entanto, 

drogas tais como a ciclofosfamida e bleomicina antagonizou a atividade antifúngica do 

polieno (AFELTRA; VERWEIJ, 2003). 

Cecoprin A é um peptídeo lítico que provoca a lise das células por induzir a formação 

de grandes poros em membranas de células bacterianas. A atividade in vitro deste composto 

foi estudada contra conídios germinados e não germinados de Aspergillus fumigatus, 

Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e Fusarium monoliforme. O 

composto foi letal no prazo de 30 minutos contra conídios germinados de  Aspergillus spp. e 

contra conídios não germinados de Fusarium spp. em concentrações bem baixas, como 2g/mL 

(AFELTRA; VERWEIJ, 2003). 
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Um estudo realizado por Longhini et al (2007) mostrou que extratos de própolis 

apresentou um potencial  antifúngico contra fungos filamentosos do gênero Trichophyton 

(onicomicoses). Além disso, outro estudo revelou que quando associado a drogas antifúngicas 

apresentou atividade contra C.albicans (MARCUCCI, 1996).  

O cálcio e sua proteína de ligação a calmodulina são conhecidos por modular a 

proliferação, diferenciação e metabolismo de uma variedade de tipos de células. Os 

antagonistas dos canais de cálcio influenciam o sistema calmodulina. Vários  classes 

quimicamente distintas de compostos orgânicos partilham a capacidade de inibir o influxo de 

cálcio através do bloqueio dos canais de cálcio. Estes canais estão presentes em leveduras e 

bolores e, portanto, também é um alvo potencial para novos candidatos antifúngicos 

(AFELTRA; VERWEIJ, 2003). 

Cinarizina, verapamil, nifedipina e nimodipina isolados ou em combinação com 

cetoconazol foram testados contra isolados clínicos de Candida albicans. Essas drogas 

isoladamente só exibiram atividade antifúngica in vitro em concentrações elevadas. Em 

combinação, no entanto, a atividade de cetoconazol foi potenciada (AFELTRA; VERWEIJ, 

2003). 

2.6 Amiodarona 

A amiodarona (2-butil-3-benzofuranil-4-[2-(dietilamino (etoxi]-3,5 hidrocloridrato 

diiodofenilcetona) (AMD) (Figura 5) é classificada como uma droga antiarrítmica classe III 

que impede a fibrilação atrial e taquicardia ventricular. Estudos demonstraram que a 

amiodarona apresenta uma potente atividade fungicida contra o Saccharomyces cerevisiae e 

uma série de fungos patogênicos, incluindo Candida albicans, Cryptococcus neoformans, 

Fusarium oxysporum e Aspergillus nidulans (MUEND; RAO, 2008).  

 

 

(Fonte: Serrano-Mártin, 2009) 
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Figura 5: Estrutura química da amiodaronaA busca por novos mecanismos de antigos fármacos é 

um achado recente em publicações científicas do mundo inteiro (CORDEIRO et al., 2006; 

CORDEIRO et al., 2009).  

Estudos farmacológicos têm demonstrado sua propriedade como um bloqueador dos 

canais de cátions, embora tenha múltiplos alvos e um mecanismo complexo. Estudos de 

Courchesne (2002) e Courchesne e Ozturk (2003) constataram que a amiodarona é um 

antiarrítmico e um potente fungicida, agindo através da sua capacidade de aumentar a entrada 

de Ca
2+

 em células de levedura, que foi confirmado e ampliado por Gupta et al. (2003) e 

Muend e Rao (2008). Níveis elevados desse cátion no citoplasma podem resultar em danos e 

morte celulares, conforme relatado pelos autores citados, ou mesmo em rupturas de 

membranas (PEÑA, et. al., 2009).  

Recente investigação in vitro em organismos unicelulares demonstrou atividade 

microbicida da AMD contra uma ampla gama de espécies de fungos, de bactérias, e de 

protozoários. Em S. cerevisiae, verificou que a AMD provocou um influxo imediato de Ca
2+

 

e, posteriormente, alteração das membranas mitocôndriais causando morte celular. Da mesma 

forma, 12,5 μ  d      d                v ç   d  C 
2+

 citossólico em Trypansoma cruzi 

(ZHANG; RAO, 2007). E t d      t    q   5 μ  d  A D b  q           t    t    

proliferação de C.neoformans (MUEND; RAO, 2008). A AMD também afeta a viabilidade de 

Leishmania mexicana por desestabilizar a homeostasia do Ca
2+

, tanto na mitocôndria como 

nas proteínas acidocalcisomas (MARTÍN, et. al., 2009).  

Em contra partida ao seu uso clássico, quando utilizada em baixas concentrações, a 

AMD juntamente com azólicos apresentaram efeitos sinérgicos contra espécies de fungos 

patogênicos (Cryptococcus e Candida) (GUPTA, et. al.,2003) e protozoários (Trypanosoma) 

(GUPTA, et. al.,2003), sugerindo que a droga pode ser útil como um agente de sensibilização 

na terapia antimicrobiana (ZHANG; RAO, 2007). O mecanismo proposto mais provável de 

efeito sinérgico da AMD com azólicos seria uma consequência de perturbações na 

homeostasia do Ca
2+

 como relatado por Gupta et al. (2003). Outros possíveis mecanismos 

pelo qual a AMD poderia reduzir a superexpressão de genes que codificam bombas de efluxo 

ainda estão sob estudo (GUO, et. al., 2008).  

Um estudo realizado por Gamarra et al., (2010) sugeriu que o efeito antifúngico de 

AMD contra isolados de C.albicans é provavelmente mediado pelo estresse do Ca
2+

, alteração 

da organização da parede celular e da perturbação da regulação da transcrição. Além disso, o 
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sinergismo de AMD com fluconazol parece ser explicado pela modulação de bombas de 

efluxo devido a superexpressão de CDR (GAMARRA, et al., 2010).  
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PERGUNTAS DE PARTIDA 

1. Existe um efeito sinérgico in vitro de fluconazol com amiodarona contra cepas de 

C.tropicalis resistentes ao fluconazol? 

2. Amiodarona quando associada ao fluconazol promove morte por apoptose em cepas 

de C.tropicalis resistentes ao fluconazol? 

 

 

 

HIPÒTESES 

 

1. Existe um efeito sinérgico in vitro de fluconazol com amiodarona contra cepas de 

C.tropicalis resistentes ao fluconazol. 

2. Amiodarona quando associada ao fluconazol promove morte por apoptose em 

cepas de C.tropicalis resistentes ao fluconazol. 
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OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral:  

 

Avaliar e comparar o efeito sinérgico da amiodarona e do fluconazol frente a 

cepas de Candida tropicalis resistentes e sensíveis ao fluconazol, utilizando diferentes 

técnicas tais como: Métodos de Microdiluição em Caldo; Procedimentos de Citometria 

de Fluxo; Ensaio do Cometa. 

 

5.2 Objetivos Específicos:  

 

1. Repicar e identificar por biologia molecular as cepas de    C. tropicalis 

pertencentes a micoteca do Laboratório de Bioprospecção e Experimentação em 

Leveduras (LABEL) da Universidade Federal do Ceará;  

2. Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) de fluconazol frente a 

cepas de C.tropicalis; 

3. Induzir resistência ao fluconazol em cepas de C. tropicalis; 

4. Determinar a susceptibilidade das cepas de C.tropicalis resistentes ao 

fluconazol frente a combinações de amiodarona com fluconazol; 

5. Determinar o índice de concentração inibitória fracionária (FICI) através da 

mensuração do sinergismo; 

6. Avaliar o possível mecanismo de ação através da citometria de fluxo e teste 

do cometa. 
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Abstract 

There have recently been significant increases in the prevalence of systemic invasive fungal 

infections. However, the number of antifungal drugs on the market is small in comparison to 

the number of available antibacterial drugs. This fact, coupled with the increased frequency of 

cross-resistance, makes it necessary to develop new therapeutic strategies. Combination drug 

therapies have become one of the most widely used and effective strategies to alleviate this 

problem. Amiodarone (AMD) is classically used for the treatment of atrial fibrillation and is 

the drug of choice for patients with arrhythmia. Recent studies have shown broad antifungal 

activity of this drug when administered in combination with fluconazole (FLC). In the present 

study, we induced resistance to FLC in seven strains of Candida tropicalis and evaluated 

potential synergism between FLC and AMD. The evaluation of drug interaction was 

determined by calculating the Fractional Inhibitory Concentration and by performing flow 

cytometry. We conclude that AMD, when administered in combination with FLC, exhibits 

activity against strains of C. tropicalis that are resistant to FLC, which most likely occurs via 

changes in the integrity of the yeast cell membrane and the generation of oxidative stress, 

mitochondrial dysfunction and DNA damage that could lead to cell death by apoptosis. 
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Introduction  

 

In recent decades, there has been an increased incidence of invasive fungal infections 

(IFIs) in immunocompromised hospitalized patients. These infections have been associated 

with significant levels of morbidity and mortality and have caused a serious public health 

problem (22, 23, 36, 38, 45). The epidemiology of IFIs is changing, although Candida 

albicans remains the most important fungal agent. However, a notable increase in infections 

caused by non-albicans species (C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis and C. krusei) has 

been reported, and infections by these species account for 36-63% of all cases (9, 16, 18, 23, 

46).  

These changes in IFI epidemiology can be explained by the high level of resistance of 

non-albicans species to certain antifungal drugs (17). Resistance can be classified as either 

primary or intrinsic, according to whether fungal exposure occurs prior to or following 

exposure to drug treatment, respectively (25, 39, 48, 52).  

Fluconazole (FLC) is one of the most commonly used antifungal agents, and it is used 

both for prophylaxis as well as for therapy to combat candidemia. Various mechanisms of 

resistance to azoles in Candida spp. have been described (39, 49). Far fewer antifungal drugs 

than antibacterial drugs are available on the market, and most of these exhibit fungistatic 

effects. This fact, together with the increased frequency of cross-resistance, places greater 

urgency on the search for new therapeutic strategies (40, 48, 52).  

Amiodarone (AMD) represents a promising new class of antifungal drug, the class III 

antiarrhythmics (16), and this drug is viewed as a potential alternative to currently available 

antifungal therapies. Various studies have demonstrated the fungicidal activity of AMD 

against several species, including a variety of clinically important fungi such as C. albicans, 

Cryptococcus neoformans, Fusarium oxysporum, and Aspergillus nidulans (12, 55).  

The aim of the current study was to evaluate and compare the synergistic effect of 

AMD and FLC in FLC-sensitive (clinically isolated in Ceará State, Northeastern Brazil) and 

FLC-resistant (resistance induced secondarily in the present study) strains of C. tropicalis 

using different standard techniques, such as broth microdilution susceptibility methods, flow 

cytometry procedures and single-cell gel electrophoresis (comet assay).  
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Materials and methods 

Isolates 

We used seven strains of C. tropicalis for these studies that had been isolated from 

blood samples between 2009 and 2010 at the Central Public Health Laboratory (LACEN-CE) 

and were part of the Collection of Yeasts of the Laboratory of Bioprospection and 

Experiments in Yeast affiliated with the School of Pharmacy at Federal University of Ceará 

(LABEL/FF/UFC). The strains were inoculated on Sabouraud dextrose agar (Himedia 

Mumbai, India) and incubated at 35°C for 24 h. They were then plated on CHROMagar 

Candida (Himedia Mumbai, India) to assess purity and submitted for molecular identification. 

Molecular identification 

Genomic DNA was purified using a CTAB-based protocol, as described previously 

(50). The nuclear DNA region comprising the internal transcribed spacers (ITS1 and ITS2) 

and the 5.8S rRNA gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using the primers 

ITS4 (5ʼ-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ʼ)   d  TS5 (5ʼ-

GCAAGTAAAAGTCGTAACAAGA-3ʼ),          t d b  W  t t   . (51). Once the 

specificity of the amplifications was confirmed, the PCR products were purified from the 

remaining reactions using the GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare 

Bio-Sciences) (44). The concentrations of the purified PCR products were determined by 

measuring the absorbance of a ten-fold dilution at 260 nm. DNA sequencing was performed 

using the DYEnamic ET terminators cycle sequencing kit (GE Healthcare Bio-Sciences), 

according to the protocol supplied by the manufacturer, and both strands were sequenced 

using the primers ITS4 and ITS5. The sequencing reactions were then analyzed in a 

MegaBACE 1000 automatic sequencer (GE Healthcare Bio-Sciences). The parameters for the 

sequencing runs included injection at 3 kV for 50 s and electrophoresis at 6 kV for 180 min. 

Automated base calling was performed using the Cimarron 3.12 software, and the 

electropherograms were visualized with Sequence Analyzer v4.0 (Amersham Biosciences, 

Sunnyvale, CA, USA). The base sequences were then deduced by inspection of each 

processed data trace, and the complete sequences were assembled using the Cap3 software 

(24). The determined sequences were compared to those previously deposited in the GenBank 

database using the program BLAST (3). 
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Development of FLC resistance 

A single, randomly selected colony from each C. tropicalis strain was inoculated into 

1 mL of RPMI 1640 (Cultilab São Paulo–Brazil) and incubated overnight in a rotating drum 

at 35ºC. A 200-μL aliquot of this culture was transferred into 1 mL of fresh culture medium 

(RPMI 1640) with FLC and was further incubated overnight as described above. The 

following day, an aliquot from each culture was again transferred into fresh medium 

containing FLC and incubated as described. Each day, a 200-μL aliquot from each subculture 

was mixed with 500 μL of 50% glycerol and frozen at -20ºC until testing. In this experiment, 

the strains were incubated in the presence of FLC at a concentration four times the minimum 

inhibitory concentration (MIC) for this compound (5, 41). 

Antifungal susceptibility test and evaluation of drug interaction 

The broth microdilution (BMD) susceptibility test was performed according to the 

document M27-A3 using RPMI broth (pH 7.0) buffered with 0.165 M 

morpholinepropanesulfonic acid (MOPS) (Sigma–USA). FLC (Merck Sharp & Dohme, São 

Paulo, Brazil) and AMD were dissolved in distilled water and dimethyl sulfoxide (DMSO; 

Sigma), respectively. The fluconazole was tested in the range of 64-0.125ug/mL and 

amiodarone in the range of 64-0.125 uM. The 96-well culture plates were incubated at 35°C 

for 48 h, and the results were read visually, as recommended by the CLSI. The MIC was 

considered the concentration that inhibited 50% of fungal growth. The in vitro drug 

interactions were evaluated according to the MIC, and the strains were classified as 

susceptible (S), susceptible dose-dependent (SDD), or resistant (R). The cutoff points for FLC 

      t b   t  w       f    w :  t      w t      C ≤ 8 μg/mL (S), strains with a MIC of 16 or 

32 μ / L (SDD),   d  t      w t      C ≥ 64 μg/mL (R) (10, 26, 37).  

After determining the MIC of each drug, the checkerboard technique was performed. 

In this technique, each well contains a unique combination of concentrations of the different 

drugs being tested. We determined the percent inhibition of cell growth in the presence of 

various drug combinations in relation to the control well containing cells only (15, 34). Thus, 

the strains were exposed to varying concentrations (0.125-64 μg/mL) of FLC in combination 

with 0.20 μM AMD. The evaluation of the interaction between FLC and AMD was 

determined by calculating the fractional inhibitory concentration index (FICI) 

(FICI=[FC]/CFS + [AC]/AS), where [FC] and [AS] represent the concentrations of FLC and 

AMD that showed action when combined, and [CFS] and [CAS] represent the concentrations 

of the same drugs acting alone. This interpretation was performed according to the value of 
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the FICI, where a FICI value < 0.5 indicates synergism (SYN), 0.5 <   C  ≤ 4.0   d   t   

indifference (IND), and FICI > 4.0 indicates antagonism (ANT).  

The strains C. parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6258 were used as 

controls (1, 10, 13, 14, 16).  

Cell treatments 

For the determination of cell density, membrane integrity, mitochondrial 

transmembrane potential, and caspases activation, resistant strains were treated with FLC (64 

μg/mL), AMD (64 μM), or FLC (16 μg/mL) + AMD (0.20 μM), and susceptible strains were 

treated with FLC (64 μg/mL) for 4, 6, or 24 h at 35°C. For the evaluation of oxidative stress, 

DNA damage and the induction of apoptosis following treatment, the resistant and sensitive 

strains of C. tropicalis were exposed to FLC (64 μg/mL), AMD (64 μM) or FLC (16 μg/mL) 

+ AMD (0.20 μM) for 24 h. All experiments were performed in triplicate in three independent 

experiments.  

Preparation of yeast suspensions 

Cell suspensions were prepared from cultures in the exponential phase of growth. 

Cells were harvested by centrifugation (1,600 g for 10 min at 4°C), washed twice with 0.85% 

saline solution (1,200 g for 5 min at 4°C), and then resuspended (~10
6
 cells/mL) in HEPES 

buffer [N-(2-Hydroxyethyl)-piperazine-N'-(2-ethanesulfonic acid)] (Sigma-Aldrich) 

supplemented with 2% glucose at pH 7.2.  

Determination of cell density andmembrane integrity 

The cell density and membrane integrity of the fungal strains were evaluated by the 

exclusion of 2 μg/mL propidium iodide (PI). Aliquots removed after 4, 6 and 24 h of 

incubation with drugs were analyzed by flow cytometry. For each experiment, 10,000 events 

were evaluated, and cell debris was omitted from the analysis. Cell fluorescence was then 

d t      d b  f  w   t   t           G  v  E   C t ™      S  t     t   t   (G  v  

Technologies, Inc., Industrial Blvd. Hayward, CA, USA) and CytoSoft 4.1 software.  

Measurement of mitochondrial transmembrane potential (∆ψm) 

Mitochondrial transmembrane potential was determined according to retention of the 

dye rhodamine 123 (Rho 123) by the fungal strains following 4, 6 and 24 h of drug exposure. 

The cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS), incubated with Rho 123 (1 

μg/mL) at 35°C for 15 min in the dark, and then washed twice with PBS. The strains were 
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then incubated again in PBS at 35ºC in the dark for 30 min, and fluorescence was measured 

      f  w   t   t   (G  v  E   C t ™      S  t  ).           x       t, 10,000  v  t  

were evaluated, and cell debris was omitted from the analysis.  

Detection of reactive oxygen species (ROS) in yeast 

For the detection of ROS produced over a 24-hour culture period, cells were incubated 

with 20 μM CM-H2DCFDA (5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate acetyl ester) for 30 min in the dark at 35°C. Then, the cells were harvested, washed, 

resuspended in PBS and immediately analyzed by flow cytometry (Guava EasyCyte Mini; 

Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, USA). CM-H2DCFDA readily diffuses through the 

cell membrane and is hydrolyzed by intracellular esterases to non-fluorescent 

dichlorofluorescin (DCFH), which i  t        d    x d z d t         f         t DC  (2’,7’-

dichlorofluorescein) as a result of a broad range of intracellular oxidative stresses other than 

H2O2 (21). The fluorescence intensity of DCF is proportional to the amount of ROS formed 

intracellularly (30). 

Yeast comet assay 

The alkaline comet assay was performed essentially as described by Miloshev et al. 

(33). Up to 200 μL of 0.5% agarose was spread on each slide, and this supportive agarose 

layer was air-dried prior to the application of the cell suspension. Yeast cells were collected 

by centrifugation in an Eppendorf microcentrifuge for 5 min, washed with distilled water, and 

resuspended in S-buffer (1 M sorbitol, 25 mM KH2PO4, pH 6.5). Aliquots of approximately 

5 × 104 cells were mixed with 0.7% low-melting agarose containing 2 mg/mL zymolyase 20T 

(Seikagaku Corp., Japan) and were spread over the slides. The slides were then covered with 

coverslips and incubated for 20 min at 30°C to disintegrate the yeast cell wall and obtain 

spheroplasts. To minimize the activity of endogenous cell enzymes, all further procedures 

were performed in a cold room at 8-10º C. The coverslips were removed, and the slides were 

incubated in 30 mM NaOH, 1 M NaCl, 0.1% laurylsarcosine and 50 mM EDTA at pH 12.3 

for 1 h to lyse the spheroplasts. The slides were rinsed three times for 20 min each in 30 mM 

NaOH and 10 mM EDTA at pH 12.4 to unwind the DNA, and the slides were then subjected 

to electrophoresis in the same buffer. Electrophoresis was carried out for 20 min at 0.5 V/cm 

and 24 mA. After electrophoresis, the gels were neutralized by submerging the slides in 10 

mM Tris–HCl at pH 7.5 for 10 min followed by consecutive 10-min incubations in 76 and 

96% ethanol. Finally, the slides were left to air-dry and were then stained with ethidium 

bromide (1 mg/mL) and visualized by fluorescence microscopy. All of the above steps were 
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conducted in the dark to prevent additional DNA damage. Images of 100 randomly selected 

cells (50 cells from each of 2 replicate slides) were analyzed for each experimental group. The 

cells were scored visually and assigned to one of five classes according to tail size (from 

undamaged, 0, to maximally damaged, 4), and a damage index value was calculated for each 

sample of cells. The damage index values therefore ranged from 0 (completely undamaged: 

100 cells x 0) to 400 (with maximum damage: 100 cells x 4) (11). The frequency of tailed 

cells, which serves as an indicator of DNA damage, was calculated based on the number of 

cells with tails (DNA strand breaks) and those without.  

Analyses of oxidized DNA purines bases in yeast cells 

The levels of oxidized purine bases were estimated using the alkaline comet assay, as 

described above. Briefly, the slides were removed from the lysis solution and washed three 

times in enzyme buffer (40 mM HEPES, 100 mM KCl, 0.5 mM Na2EDTA, 0.2 mg/mL BSA, 

pH 8.0), drained, and incubated with 70 μL FPG (30 min at 35ºC). Images of 100 randomly 

selected cells (50 cells from each of two replicate slides) were visually analyzed per group. 

The amount of oxidized purines (FPG-sensitive sites) was then determined by subtracting the 

amount of strand breaks (samples incubated with buffer alone) from the total amount of 

breaks obtained after incubation with FPG, according to the methods of (46).  

Caspase 3/7 activation 

Caspase 3/7 activity was determined by flow cytometry using a caspase 3/7 FAM kit. 

Yeast cells were incubated with Fluorescent-Labeled Inhibitor of Caspases (FLICATM) for 1 

hour at 35°C in a CO2 incubator. After incubation, 80 μL of wash buffer was added, and the 

yeast cells were centrifuged at 5,000 rpm for 5 min. The resulting pellet was re-suspended in 

200 μL of wash buffer and centrifuged again. The cells were then re-suspended in the 

working solution (PI and wash buffer) and analyzed immediately by flow cytometry. 

Statistical analysis 

The in vitro susceptibility experiments and the profiles of synergism and expression 

were repeated at least three times on different days. Arithmetic means and standard deviations 

were used to statistically analyze continuous variables (FICI), whereas geometric means were 

used to compare the MIC results. The data obtained from the flow cytometry experiments and 

the alkaline comet assay were compared using a one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by the Newman–Keuls test (P < 0.05). 
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Results  

Collection of isolates 

Initial monitoring of the clinical isolates was performed using CHROMagar Candida 

(Himedia Mumbai, India) to assess the purity of the yeast collection in this study. The results 

indicated that all seven strains were C. tropicalis.  

Molecular identification 

To confirm the identity of the species used in the present work, the complete ITS/5.8S 

region (ITS1, 5.8S, and ITS2) of the nuclear ribosomal DNA from all yeast strains was 

amplified, sequenced and compared to sequences deposited in the GenBank database. BLAST 

searches revealed that the ITS sequences from the seven isolates studied here were identical to 

the ITS/5.8S sequences from different isolates and strains of C. tropicalis, and all matching 

sequences were also from this species.  

Development of FLC resistance 

To analyze the development of FLC resistance, the C.tropicalis strains were grown in 

medium containing an FLC concentration equivalent to four times the MIC for each strain. 

Aft          d  f      x   t    100 d   ,       t        w d     C     t   t    64 μ / L 

(characterized as resistance), as shown in Figure 1. 

Antifungal susceptibilities and synergism 

For assessing the susceptibility profile of the C. tropicalis strains to FLC, the 

previously described broth microdilution technique was employed. As noted in Table 1, there 

was no change in the susceptibility of the different strains tested with FLC, and all of the 

strains studied exhibited MIC 50s greater than 64 μg/ml. In this study, the test of synergism 

between AMD and FLC was conducted using the checkerboard technique, as previously 

described (15, 34). Table 1 shows the susceptibility values of the seven strains. Isolates 2, 3, 

4, 5, 6 and 7 showed FICIs less than 0.5, indicating a synergistic effect. This effect was not 

observed with strain 1, which showed a value of 0.63. 

Analysis of the mechanisms involved in the synergistic effect between AMD and FLC 

The following experiments were performed to elucidate the mechanisms involved in 

the cytotoxic action of the combined use of AMD and FLC against C. tropicalis. 
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Analysis of morphological alterations 

To confirm the induced resistance to FLC, the flow cytometry analysis (side scatter x 

forward light scatter) demonstrated that FLC treatment caused cell shrinkage and nuclear 

condensation in susceptible strains, as evidenced by a decrease in forward light scattering and 

a transient increase in side scattering in the FLC-susceptible strains (Figure 2A and 2B) 

compared to the FLC- resistant strains (Figure 3A and 3B). Both of these morphological 

modifications observed in FLC-sensitive strains are compatible with the presence of dying or 

dead cells.  

Regarding FLC-resistant C. tropicalis, no morphological alterations were detected at 

shorter treatment durations (4 and 6 h) with either drug alone or in combination (data not 

shown). On the other hand, all of the FLC-resistant C. tropicalis strains evaluated 

demonstrated morphological changes that were observed only after 24 h of exposure to both 

FLC and AMD (Figure 3A).  

Proliferation and cell membrane integrity 

The PI exclusion assay demonstrated that FLC (64 μg/mL) treatment led to a stronger 

disruption of the yeast cell membrane in FLC-sensitive strains than FLC-resistant strains of C. 

tropicalis (Figures 2B and 3B), which confirms the induced resistance to FLC generated in 

the present study. In agreement with the microdilution data, only FLC-resistant yeast strains 

co-treated with FLC plus AMD for 24 h showed a decreased proliferation rate (Figure 4). 

Measurement of mitochondrial transmembrane potential (∆ψm) 

After 24 h exposure, alterations in the Δψm were observed in the sensitive strains of C. 

tropicalis treated with FLC (Figure 2C). In contrast, mitochondrial dysfunctions in FLC-

resistant strains of C. tropicalis were observed only in cultures co-treated with AMD (0.20 

μM) plus FLC (16 μg/mL) (Figure 5).  

Measurement of intracellular reactive oxygen species (ROS) 

As shown in Figures 6A and 6B, FLC treatment led to the production of ROS in FLC-

sensitive C. tropicalis strains over a period of 24 h. In these cultures, the use of AMD did not 

result in enhanced ROS generation. In FLC-sensitive strains, the amounts of ROS produced 

by AMD alone were similar to the control values. In contrast, the generation of ROS was not 

observed in FLC-resistant cultures exposed only to FLC. However, when cultures were co-

exposed to FLC and AMD, increased ROS levels were detected (Figures 6C and 6D). 
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DNA damage 

The data obtained from our standard alkaline version of the comet assay [damage 

index (DI) and frequency (DF)] showed that treatment with FLC, AMD or these two drugs in 

combination did not induce DNA strand breaks in genomic DNA in either FLC-sensitive 

(Figure 7A) or FLS-resistant strains of C. tropicalis (Figure 7B) after 24 h exposure, as 

compared to the negative control group. On the other hand, the known antifungal agent 

amphotericin B (4 μg/mL), which was used as a positive control, induced a significant 

increase in the DI and DF values as compared to the negative control cultures of both 

sensitive and resistant C. tropicalis strains. 

Recognition of oxidative DNA damage by DNA repair enzymes 

As we had observed FLC to have a pro-oxidative effect, we next sought to evaluate the 

level of oxidative DNA damage exerted by FLC alone or FLC in combination with AMD. To 

do this, we performed the alkaline version of the comet assay using the specific endonuclease 

formamidopyrimidine DNA-glycosylase (FPG) for the detection of oxidized DNA purines 

bases. Figure 8 shows that following incubation with FPG, there were significant increases in 

the DI and DF values from cultures (FLC-sensitive and FLS-resistant strains) treated with 

FLC alone or FLC+AMD, as compared to cultures not incubated with FPG. Furthermore, 

AMD did not influence the DNA migration induced by FLC. Interestingly, in cultures treated 

with FLC or those co-exposed to FLC and AMD, the levels of FPG-sensitive sites were more 

pronounced in FLC-sensitive strains as compared to resistant strains. Moreover, there were no 

significant Moreover, differences in the level of DNA strand breaks between the FLC and 

FLC+AMD treatments in both sensitive and resistant strains. there were no significant 

differences in the level of DNA strand breaks between the FLC and FLC+AMD treatments in 

both sensitive and resistant strains. 

Measurement of caspases-3/7 activity 

In FLC-sensitive C. tropicalis strains (Figure 9A), an expanded population of caspase-

positive cells was only detected by flow cytometry following exposure to FLC (67.39 ± 

1.15%) or co-exposure to FLC and AMD (54.28 ± 2.56%). On the other hand, in FLC-

resistant strains, a significant population of caspase-positive cells was detected only among 

the strains co-treated with FLC and AMD (61.55 ± 2.21%) (Figure 9B).  
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Discussion  

Non albicans species of Candida for 43.5 to 56.5% of all cases of candidemia (9) and 

C.tropicalis one of the agents most frequently isolated in episodes of invasive candidiasis, 

especially in cancer patients (2, 29, 53, 54). Studies have reported that C.tropicalis 

susceptibility azoles can be reduced by exposure to these drugs in vivo or in vitro (4,5). 

In our model, strains of C.tropicalis acquired resistance to FLC as shown Figure 1 but the 

acquisition of resistance was slower (~100 days) than the timeframe cited by Barchiesi et al. 

(5). This difference was likely due to the lower drug concentration used in our protocol.  

Moreover, the synergistic effect of the combined use of AMD with azoles has been 

demonstrated in vitro against strains of C.albicans and Aspergillus fumigates that are resistant 

to azoles (1, 16, 20). In a study by Knorre et al. (27) on Saccharomyces cerevisiae, azole-

resistant strains that were treated with AMD demonstrated decreased multidrug resistance due 

to an inhibithion of cellular efflux pumps. In the present study, this synergistic effect was 

demonstrated using FLC-resistant strains of C.tropicalis (Table 1). 

As shown in Figure 4, cultures treated with AMD+FLC showed a cytotoxic effect, which was 

not significant in cultures treated with AMD or FLC alone. Therefore, by blocking efflux 

pumps, AMD likely enhances the function of FLC to decrease cell size and increase 

granularity, as shown in Figure 3A.  

The results of the Rho 123 test (Figure 5) confirmed mitochondrial dysfunction, suggesting 

that treatment with AMD+FLC affects mitochondrial respiratory function. In this case, the 

∆ψ  v     w   d b   x   t d t    llapse and Rho 123 would likely not accumulate in the 

mitochondria. These findings are similar to those reported in the study by Ludovico et al. 

(31), who analyzed strains of Saccharomyces cerevisiae treated with sodium azide.  

Therefore, according to the results shown in Figure 3, 4 and 5, treatment of the strains in 

question with AMD+FLC altered not only the cell morphology but also the Δψ  v    . T     

changes were likely due to the different sites of action of the two drugs (16).  

Azoles have been suggested to be responsible for the endogenous production of ROS in 

Candida spp. (28, 43), and this role was observed in the susceptible strains treated only with  

FLC (Figure 6). Our findings suggest that AMD may function to block efflux pumps, which 

promotes FLC activity as well as downstream events by increasing the FLC concentration 

within the cell. As a result, these events lead to an increase in the concentration of ROS, as 

shown in Figure 6. 
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As shown in Figure 3B, the cell membrane integrity of the C.tropicalis strains treated with 

FLC+AMD was clearly altered, as evaluated by the incorporation of PI, and this finding was 

likely due to severe membrane damage caused by increased levels of ROS.  

Yeast cells exhibit a wide range of dose-dependent responses to increasing concentrations of 

ROS (19, 35, 47). At higher doses, cell death occurs in a fraction of the cells and results in the 

acquisition of phenotypes characteristic of caspase-dependent apoptosis (32).  

Extensive DNA fragmentation occurs frequently in the early stages of apoptosis and is an 

irreversible step that leads to cell death (19, 42). The alkaline version of the comet assay 

(standard protocol) is a sensitive procedure used to quantify the different types of DNA 

damage in cells, including alkali-labile sites, SSBs, and DSBs (6). Our data revealed that 

exposure of C.tropicalis strains to FLC+AMD (Figure 7) did not induce any significant 

increase in the DNA migration pattern (DNA fragments). However, the standard comet assay 

did reveal a significant increase in DNA breaks in C.tropicalis strains treated with 

A    t       B (4 μ / L), w     w      d          t v     t   .  

Due to these results, the alkaline version of the comet assay was conducted in the presence of 

FPG to verify oxidative damage to the DNA (7, 8, 46). The results shown in Figure 8 indicate 

that significant DNA damage was caused by treatment with the combination of FLC+AMD, 

and these results are expressed as the index of DNA damage after treatment with the DNA 

repair enzyme (FPG). Moreover, the results obtained after incubation with FPG clearly show 

that DNA migration was increased in the treated strains of C.tropicalis, and the extent of 

oxidative DNA damage caused by the synergism between FLC and AMD was significantly 

higher. This increase was likely due to the ability of FPG to recognize purines (adenine and 

guanine) within DNA that were oxidized by the ROS produced following FLC+AMD 

treatment (Figure 6). Based on such results, we suggest that the synergistic effect of 

FLC+AMD facilitates oxidative damage to DNA via the formation of ROS. 

These results prompted further study of the physiological state of the cells, particularly with 

regard to the occurrence of apoptosis and/or necrosis induced by FLC+AMD via caspase 3/7. 

As shown  in Figure 9, we observed an increase in the number of apoptotic cells in the strains 

treated with FLC+AMD (61.55 ± 2.21%) but found no necrotic cells.  
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Figure 1. Induction time for resistance to fluconazole (FLC) in strains of Candida tropicalis 

cultured in RPMI containing a concentration of four times the MIC of each isolate. Each point 

of reference represents a test to assess susceptibility to FLC. 
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Figure 2. Analysis of morphological changes (A), membrane integrity (B), and mitochondrial 

dysfunction (C) in strains of C. tropicalis (day 0), treated with fluconazole (FLC) at 64 

μg/mL. 
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Figure 3.Effects of fluconazole (FLC- 64 μg/mL) or amiodarone (AMD- 64 μM) isolated or 

combined (FLC 16 μg/mL plus AMD 0.20 µM) in FLC-resistant strain of C. tropicalis on 

morphological alterations (A) and membrane integrity (B), after 24 h exposure. 
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Figure 4. Effects of different treatments in cell proliferation estimatedby propidium iodide 

exclusion assay. 
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Figure 5. Overlay of green fluorescence single-parameter histograms of an isolate of C. 

tropicalis. Cells were labeled with Rh123 (50 nM). The histograms shows the effects of 

different treatments on mitochondrial transmembrane potentialinthe strain exposed to RPMI 

(a), fluconazole (FLC) at 64 μg/mL (b), amiodarone (AMD) at 64 μM (c), and FLC (16 

μg/mL) + AMD (0.20 μM) for 24 hours (d). 
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Figure 6.Overlay of yellow fluorescence single-parameter histograms of sensitive (A) or 

fluconazole-resistant strain (C) of C. tropicalis, and percentages of ROS generated 

intracellulary in sensitive (B) or resistant (D) strains exposed to RPMI (a), fluconazole (FLC) 

at 64 μg/mL (b), amiodarone (AMD) at 64 μM (c), and FLC (16 μg/mL) + AMD (0.20 μM) 

for 24 hours (d). 
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Figure 7. Effects of different treatments on the distribution of damage classes (grades, G), 

DNA damage index and frequency (%) using the standard alkaline version of comet assay in 

C. tropicalis sensitive (A) to FLC and resistant yeasts (B) after 24 hours exposure. The yeasts 

were exposed to RPMI, fluconazole (FLC) at 64 μg/mL, amiodarone (AMD) at 64 μM, and 

FLC (16 μg/mL) + AMD (0.20 μM). 
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Figure 8. Effects ofdifferent treatments on oxidative DNA damage using the modified 

alkaline version of comet assay, in the presence or absence of FPG enzymes, in C. tropicalis 

resistant (A) to FLC and sensitive yeasts (B) after 24 hours exposure. The yeasts were 

exposed to RPMI, fluconazole (FLC) at 64 μg/mL, amiodarone (AMD) at 64 μM, and FLC 

(16 μg/mL) + AMD (0.20 μM). 
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Figure 9. Effects ofdifferent treatments on the activation of caspases 3/7 in sensitive (A) and 

resistant (B) C. tropicalis strains to FLC after 24 h exposure. The yeasts were exposed to 

RPMI, fluconazole (FLC) at 64 μg/mL, amiodarone (AMD) at 64 μM, and FLC (16 μg/mL) + 

AMD (0.20 μM). 
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a
FLC-resistant strains of Candida isolated from biological samples. 

b
FLC – Fluconazole; Amd – Amiodarone. The MIC was defined as the lowest concentration 

that produced a 50% reduction in growth of fungal cells after 48h of incubation. The 

procedure was performed according to CLSI protocol M27-A3. Values are expressed in 

µg/mL for FLC and in µM for AMD. MICs represent geometric means of at least three MICs 

determined on different days
c
. The synergistic effect of FLC and AMD was calculated based 

on FICI (fractional inhibitory concentration index (FICI=[FC]/CFS + [AC]/CAS), where [FC] 

and [CAS] are the concentrations of FLC and AMD that showed action when combined; 

[CFS] and [CAS] are the concentrations of the same drugs acting alone. The interpretation 

was performed according to the value of FICI <0.5 = synergism (SIN); 0.5 <   C  ≤ 4.0 = 

indifference (IND); and FICI > 4.0 = antagonism (ANT).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  MIC 
b
    

 

Strains
a
 

 

Standard MIC 

 

 

Combination MIC 

 FLC-AMD – interaction
c
  

 FLC         Amd 

 

FLC       Amd 

 

 ∑FICI        Interpretation  

C. tropicalis 1 64           >64 40.31     0.20  0.63                   IND  

C. tropicalis 2 64           >64 32          0.20  0.50                   SYN  

C. tropicalis 3 64           >64 20.16     0.20  0.32                   SYN  

C. tropicalis 4 64           >64 20.16     0.20  0.32                   SYN  

C.tropicalis  5 64           >64 12.7       0.20  0.20                   SYN  

C. tropicalis 6 64           >64 25.4       0.20  0.39                   SYN  

C. tropicalis 7 64           >64 12.7       0.20  0.20                   SYN  

Table 1: Synergistic effect of FLC and AMD against FLC-resistant strains of C. tropicalis isolated in Ceará 

(MIC 50% - 48H). 
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CONCLUSÕES 

Em conclusão, a associação do tratamento com FLC + AMD mostrou causar moderada 

citotoxicidade in vitro em cepas resistentes ao FLC de C. tropicalis. Embora esse tratamento 

tenha alterado a integridade das membranas mitocondriais e plasmáticas, como descrito 

acima, o sinergismo entre FLC e AMD também pareceucausar danos no DNA, conduzindo à 

morte celular por apoptose. 
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ANEXOS 

ANEXO I: MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Biossegurança 

Todos os procedimentos envolvidos na manipulação dos microrganismos foram 

realizados em capela de fluxo laminar em medidas de contenção de biossegurança nível 2.  

Microrganismos 

Neste estudo foram utilizados sete cepas de C. tropicalis, as quais foram isoladas de 

sangue, entre os anos de 2009 e 2010, pelo Laboratório Central de Saúde Pública (LACEN-

CE), as quais fazem parte da Coleção de Leveduras do LABEL/FF/UFC (Laboratório de 

Bioprospecção Experimental em Leveduras da Faculdade de Farmácia da Universidade 

Federal do Ceará). As cepas foram inoculadas em ágar Sabouraud dextrose (Himedia 

Mumbai-India) e incubadas a 37ºC/24 h. Em seguida foram semeadas em CHROMagar® 

Candida (Himedia Mumbai-India) para avaliar a pureza. A identificação foi realizada por 

biologia molecular.   

 

Tabela 1:  Origem e CIM dos isolados clínicos de Candida tropicalis 

 

Cepas Origem MIC 50 48h 

(CLSI, 2008) 

C. tropicalis 1 Sangue  1,0µg/mL 

C. tropicalis 2 Sangue  0,5µg/mL 

C. tropicalis 3 Sangue  0,125µg/mL 

C. tropicalis 4 Sangue  2,0 µg/mL 

C. tropicalis 5 Sangue  1,0µg/mL 

C. tropicalis 6 Sangue  1,0 µg/mL  

C. tropicalis 7 Sangue  1,0 µg/mL 
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Identificação molecular 

 O DNA genômico foi purificado utilizando um protocolo baseado no método CTAB, 

tal como descrito anteriormente por (WARNER et al.,1996). A região de DNA nuclear 

compreendendo internal transcribed spacer regions (ITS1 e ITS2) e o gene rRNA 5.8S foi 

     f   d          ç        d    d             (PCR)     d              TS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)    TS5 (5’- TCAAGTAAAAGTCGTAACAAGA-3’), 

tal como sugerido por (WHITE et al.,1990). Uma vez que a especificidade das amplificações 

foram confirmadas, os produtos da PCR foram purificados utilizando-se kits de purificação 

(GFX PCR  DNA e  o Gel Band Purification kit - GE Healthcare Bio-Sciences) 

(SAMBROOK et al., 1989). As concentrações dos produtos de purificação da PCR foram 

determinadas por absorbância em uma diluição de 10 vezes a 260 nm. O seqüenciamento do 

DNA foi realizado utilizando o DYEnamic ET terminators cycle sequencing kit (GE 

Healthcare Bio-Sciences), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante, e ambas as 

cadeias foram sequenciadas utilizando os iniciadores ITS4 e ITS5. As reações de 

sequenciamento foram analisadas no seqüenciador automático MegaBACE 1000 (GE 

HealthcareBio-Sciences). Os parâmetros de corrida utilizados para o sequenciamento foram 

injecção em 3 kV por 50s e eletroforese em 6 kV por 180 min. O base calling foi realizado 

utilizando o software Cimarron 3.12, e os eletroferogramas foram visualizados no Sequence 

Analyzer v4.0 (Amersham Biosciences, Sunnyvale, CA, EUA). As sequências de bases foram 

deduzidas a partir dos eletroferogramas e as sequências completas foram montadas utilizando 

o software Cap3 (HUANG et al.,1999). As sequências determinadas foram comparadas com 

aquelas previamente depositadas na base de dados GenBank utilizando o programa BLAST 

(ALTSCHUL et al.,1990). 

Indução de resistência ao fluconazol 

Uma única colônia selecionada aleatoriamente a partir de cada cultura das cepas de C. 

tropicalis foi inoculada em 1 mL de RPMI 1640 (Cultilab São Paulo-Brasil) e incubadas 

overnight  em agitador a 35ºC. Uma alíquota de 200µL desta cultura foi transferida para 1 mL 

de meio de cultura (RPMI 1640) com FLC e foi novamente incubada overnight como descrito 

acima. No dia seguinte, uma alíquota de cada cultura foi novamente transferida para o meio 

de cultura contendo a mesma concentração da droga antifúngica FLC e incubou-se como 

descrito. A cada passagem, uma alíquota de 200µL de cada subcultura foi misturada com 500 

µl de glicerol a 50% e congeladas a -20ºC para testes posteriores. Neste experimento, as cepas 

foram incubadas na presença de FLC a uma concentração de quatro vezes a concentração 
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inibitória mínima (CIM) para este composto (BARCHIESI et al., 2000; PINTO E SILVA et 

al., 2009). 

  

Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

O teste de susceptibilidade de microdiluição em caldo foi realizada de acordo com o 

documento M27-A3, utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 ± 0,1) tamponado com 

0,165 M ácido morfolinopropanosulfônico (MOPS) (Sigma, EUA). FLC (Merck Sharp & 

Dohme, São Paulo, Brasil) e AMD foram dissolvidos em água destilada e dimetilsulfóxido 

(DMSO; Sigma), respectivamente. O FLC foi testado no intervalo de concentração de 64-

0,125µg/ml e a AMD de 64-0,125µ . N    ç  2, f           d   200μL d  d          

seguida realizou-se a diluição seriada para obter o intervalo desejado das drogas. As placas 

foram estocadas a – 20ºC, até sua utilização, por no máximo 6 meses.  

Para o experimento, as placas de microtitulação foram retiradas do freezer com 

antecedência de 30 minutos. A partir de um cultivo de 24h da levedura a ser testada, realizado 

em ágar Sabouraud-dextrose foi preparada uma suspensão de inóculo inicial de acordo com a 

escala 0,5 McFarland. Em seguida, foram realizadas diluições seriadas em meio RPMI 1640 

para obt  ç   d    ó     f        t  d  0,5   2,5 x 10³ U C/  . U  v      d  100 μL d  t  

suspensão padronizada foi adicionada em cada poço contendo a droga antifúngica. As 

microplacas foram incubadas por um período de 48 horas a uma temperatura de 35ºC (± 2ºC). 

A     t     f          z d     ó  24   48   d      b ç  ,            z      f  t  “t       ”.  

A concentração inibitória mínima (MIC) foi determinada como a menor concentração 

da droga capaz de inibir 50% do crescimento do microrganismo, em comparação com o 

verificado no poço controle contendo somente o meio de cultura e o inóculo padronizado. Os 

   t   d     t               t b   d d  d   LC    :             C ≤ 8    /  L (S),       

       C   t   16   32    /  L (SDD),               C ≥ 64    /  L (R) (CLSI, 2008; 

KIRAZ et al, 2010; PFALLER et al, 2010). 

Após a determinação do CIM de cada droga isolada, foi realizada a técnica do 

chekboard (ENDO, E.H., 2007;ODDS, F.C.,2003). Nesta técnica, cada poço contém uma 

combinação única de diferentes concentrações das drogas testadas, no qual se determina o 

percentual de inibição do crescimento das células na presença de diferentes combinações das 

drogas em relação ao poço controle. Assim as cepas foram expostas a concentrações variadas 

(64-0.125 μ / L) d   LC    b nado com uma concentração fixa (0.20µM) de AMD. A 

avaliação da interação entre FLC e AMD foi determinada através do cálculo da Fractionary 

Inhibitory Concentration (FICI) (FICI=[FC]/CFS + [AC]/AS), onde [FC] e [AS] são as 
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concentrações do FLC e da AMD que apresentaram ação quando combinados, [CFS] e [CAS] 

concentração das mesmas drogas agindo isoladamente. A interpretação foi realizada de 

acordo com o valor de FICI. FICI < 0,5-           (S N), 0,5<  C  ≤ 4,0- indiferença (IND) 

e FICI > 4,0- antagonismo (ANT).  Em todos os testes foram utilizadas as cepas controle: C. 

parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6258 (ALFETRA et al.,2004;CLSI, 2008; DA 

SILVA et al.,2011; DÍAZ et al., 2010;GAMARRA et al.,2010).  

 

Tratamento das células 

Para os experimentos de determinação da densidade celular, integridade da membrana 

e potencial transmembrana mitocondrial, as cepas de C.tropicalis resistentes ao fluconazol 

foram tratadas isoladamente com FLC (64 ug / mL),  AMD (64 uM), e em associação com 

FLC (16 ug / mL) + AMD (0,20 uM), e as cepas sensíveis tratadas com FLC (64 ug / mL) 

durante 4, 6, e 24 h, a 37°C. Para a avaliação do stress oxidativo (EROs), danos no DNA e 

indução de apoptose (ativação das caspases) o tratamento proposto foi: as cepas resistentes e 

sensíveis de C.tropicalis, foram expostas a FLC (64 ug / mL), AMD (64 uM) e FLC (16 ug / 

mL) + AMD (0,20 uM) durante 24 h. Todos os experimentos foram realizados em triplicata 

em três experimentos independentes. 

 

Preparo das suspensões de C.tropicalis 

As suspensões de C.tropicalis foram preparadas a partir de culturas em fase de 

crescimento exponencial. As células foram centrifugadas (1,600g por 10 min a 4°C), lavadas 

duas vezes com  solução salina 0,85% (1,200g por 5 min a 4°C) e, em seguida ressuspensas 

(aproximadamente 10
6
 células/mL) em tampão HEPES [N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'- 

ácido (2-etanossulfónico)] (Sigma-Aldrich) suplementado com 2% de glicose, pH 7.2.(PINA-

VAZ; RODRIGUES, 2010). 

Determinação da densidade celular e integridade da membrana 

 A densidade celular e a integridade da membrana das células fúngicas foram avaliadas 

utilizando-se iodeto de propídio (PI) 2 ug / mL. O iodeto de propídio é um marcador nuclear, 

que penetra exclusivamente nas células que têm a membrana celular danificada e por isso, é 

adicionado às células alvo, permitindo a identificação das células mortas. Alíquotas 

removidas após 4, 6 e 24 h de incubação com as drogas foram analisadas por citometria de 

fluxo. Para cada experimento, 10.000 eventos foram avaliados e os  detritos celulares foram 
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omitidos da análise. A fluorescência celular foi então determinada pelo citômetro  Guava 

E   C t ™      S  t   (G  v  T           ,    .,   d  t     B vd.    w  d, CA, EUA) 

que utiliza o software CytoSoft 4.1. (PINA-VAZ; RODRIGUES, 2010). 

Avaliação do potencial transmembrana mitocondrial (∆ψm) 

 O potencial transmembrana mitocondrial foi determinado utilizando-se o corante 

rodamina 123, que marca as mitocôndrias devido a alta diferença de potencial entre suas 

membranas, pelas cepas de C.tropicalis após exposição de 4, 6 e 24 h ao fármaco. As células 

foram lavadas com tampão fosfato salina (PBS), incubadas com rodamina 123 (1 ug/mL) a 

37°C por 15 min no escuro, e, em seguida, lavada duas vezes com PBS. As  cepas foram 

novamente incubadas  em PBS a 37ºC no escuro por 30 min e a fluorescência foi determinada 

      t   t    d  f  x  (G  v  E   C t ™      S  t  ). P      d   x        t , 10.000 

eventos foram avaliados. Os detritos celulares foram omitidos da análise.(Adaptado de 

LUDOVICO, SANSONETTY, CÔRTE-REAL, 2001) 

Detecção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

 Para a detecção de EROs após um período de 24 h, as células foram incubadas com 

20uM H2DCFDA por 30 min no escuro a 37°C. Em seguida, as células colhidas, lavadas e 

ressuspensas em PBS e anali  d      d  t    t        t   t    d  f  x  (G  v  E   C t ™ 

Mini System). H2DCFDA se difunde prontamente através da membrana celular e é 

hidrolisado por esterases intracelulares no composto não fluorescente diclorofluoresceína 

(DCFH), que, por sua vez, é rapidamente oxidado a um composto  altamente fluorescente, o 

DCF (2',7'-diclorofluoresceína (HEMPEL et al., 1999). A intensidade de fluorescência do 

DCF é proporcional à quantidade de EROs formado intracelularmente (LEBEL et al., 1992). 

Teste do cometa 

 O ensaio em cometa alcalino foi realizado essencialmente como descrito por 

MILOSHEV et al (2002). Até 200 uL de agarose 0,5% foi espalhada em cada lâmina e seca a 

temeperatura ambiente antes da aplicação da suspensão de células sobre as lâminas. As 

células de C.tropicalis foram centrifugadas em uma microcentrífuga de eppendorf durante 5 

min, lavadas com água destilada, e ressuspensas em tampão S (1M de sorbitol, 25 mM de 

KH2PO4, pH 6,5). Alíquotas de aproximadamente 5×10
4
 células foram misturadas com 

agarose de baixo ponto de fusão (37ºC) contendo 2mg/ mL de Zymolyase 20T (Seikagaku 

Corp, Japão) e espalhado sobre as lâminas, coberto com lamínulas e incubadas durante 20 min 
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a 30ºC para desintegrar a parede da célula de levedura e obter os esferoplastos. A fim de 

minimizar a atividade de enzimas celulares endógenas, todos os procedimentos que se seguem 

foram realizados numa sala fria a 8-10°C. As lamínulas foram retiradas e as lâminas 

incubadas em 30 mM de NaOH, 1M de NaCl, laurilsarcosina 0,1%, EDTA 50 mM , pH 12,3 

durante 1 h para lisar os esferoplastos. As lâminas foram lavadas três vezes durante 20 min 

cada em 30 mM  de NaOH, 10 mM de EDTA e pH 12,4 para o desenrolamento do DNA e, 

em seguida, submetido a eletroforese no mesmo tampão. A eletroforese foi realizada por 20 

min a 0,5 V/cm e amperagem ajustada para 24 mA. Após eletroforese, os géis foram 

neutralizados por submersão das lâminas em 10 mM Tris-HCl pH 7,5 durante 10 min seguido 

por incubações consecutivas 10 min em etanol 76% e 96%. Finalmente, as lâminas foram 

secas à temperatura ambiente, coradas com brometo de etídio (1 mg/mL) e visualizadas em 

microscópio de fluorescência. Todos os passos acima foram realizados no escuro para evitar 

danos adicionais no DNA. Imagens de 100 células selecionadas aleatoriamente (50 células de 

cada uma das duas lâminas idênticas) foram analisados para cada grupo experimental. A 

leitura é feita através de escores de acordo com o tamanho da cauda (de não danificado - 0 a 

dano máximo - 4), e o valor de índice de dano foi calculada para cada amostra de células. 

Assim, o índice de dano variou de 0 (completamente intacta: 100 células x 0) a 400 (com 

dano máximo: 100 células x 4) (COLLINS et al., 2004). A frequência de dano ao DNA, foi 

calculada com base no número de células com caudas (quebras no DNA) versus aqueles sem 

cauda. 

Análise da oxidação de bases purinas do DNA 

 Esse teste é uma outra versão do ensaio do cometa. Ele utiliza a enzima FPG que 

detecta a oxidação de bases purinas. O método é semelhante ao do cometa alcalino, mas com 

pequenas modificações. Resumidamente, as lâminas foram removidas da solução de lise, e 

lavadas três vezes em tampão de enzima (40 mM de HEPES, 100 mM de KCl, 0,5 mM de 

Na2EDTA, 0,2 mg/mL de BSA, pH 8.0), secas, e incubadas com 70µL de FPG (30 min a 

37ºC). Imagens de 100 células selecionadas aleatoriamente (50 células de cada uma das duas 

lâminas idênticas) foram analisadas visualmente por grupo. A quantidade de purinas oxidadas 

(FPG-sensíveis) foi então determinada pela subtração da quantidade de quebras de fita 

(amostras incubadas somente com tampão) com a quantidade de quebras totais obtidas após 

incubação com FPG de acordo com  da Silva Júnior et al (2011). 

 



87 

 

Ativação de caspases 3/7 

 A atividade de caspase 3/7 foi analisada por citometria de fluxo utilizando um kit 

comercial (caspase 3/7 Kit FAM). As células de C.tropicalis foram incubadas com FLICA
TM

, 

que é uma sonda fluorescente utilizada para quantificar a apoptose através da atividade da 

caspase, e mantida durante 1 hora a 37°C numa incubadora de CO2. Após a incubação, 80 uL 

de tampão de lavagem foi adicionado e as células foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 5 

min. O sedimento resultante foi ressuspenso em 200 uL de tampão de lavagem e novamente 

centrifugado. As células foram novamente ressuspensas na solução de trabalho (PI e tampão 

de lavagem) e analisadas imediatamente       t   t    d  f  x  (G  v  E   C t ™      

System).  

Análise estatística 

Os testes de susceptibilidade in vitro foram feitos em triplicata em diferentes dias. As 

médias aritméticas e desvio-padrão foram utilizados para analisar estatisticamente as variáveis 

contínuas (FICI). As médias geométricas foram usadas estatisticamente para comparar os 

resultados do CIM. Os dados obtidos pelos experimentos de citometria de fluxo e ensaio do 

cometa alcalino foram comparados por meio da análise de variância (ANOVA) seguido pelo 

teste do Newman-Keuls (p <0,05). 
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ANEXO II: COMITÊ DE ÉTICA 

 

 


