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RESUMO 

Atualmente, as infecções fúngicas sistêmicas são uma das maiores 
problemáticas na saúde pública, uma vez que possuem altas taxas de mortalidade e 
uma terapia limitada. Predominantemente, essas infecções são causadas por fungos 
do gênero Candida, sendo a Candida albicans a espécie de maior incidência, porém 
espécies não-albicans, como C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis se tornaram 
emergentes. Devido ao aumento da seleção e desenvolvimento de isolados fúngicos 
resistentes, e da eficácia limitada dos antifúngicos disponíveis, faz-se necessário a 
prospecção por novas alternativas terapêuticas capazes de contornar essas 
problemáticas. Assim, uma das estratégias abordadas é o uso da terapia combinada, 
que permite a atuação em mais de um alvo celular, aumento da ação sinérgica, maior 
atividade de espectro e menor toxicidade. Além disso, o reposicionamento de 
fármacos também vem sendo utilizado no combate das infecções fúngicas resistentes 
e em casos de recidivas, sendo um processo de menor custo e menos dispendioso 
comparado ao desenvolvimento de um novo antifúngico. Derivados da 8-
hidroxiquinolina, como a nitroxolina (5-nitro-8-hidroxiquinolina), vem apresentando um 
amplo espectro de atividades biológicas, como antibacteriana, antioxidante, antiviral, 
antiparasitária e antifúngica. Em vista disso, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar 
o potencial antibiofilme da nitroxolina sozinha e em associação, como uma nova 
alternativa ao combate de fungos leveduriformes de interesse clínico. O fármaco 
nitroxolina e três antifúngicos (anfotericina B, caspofungina e fluconazol) foram 
testados frente a biofilmes de Candida e Trichosporon em microplacas de poliestireno, 
de forma isolada e em combinação nas concentrações de CIM, CIMx2, CIMx10 e 
CIMx20 (NTX: 1-160 μg/mL; AMB: 0,25-40 μg/mL; CSP: 0,031-20 μg/mL; FLC: 
0,25-2.560 μg/mL e 
NTX-AMB-CSP: 0,25-40, 0,031-20 e 0,015-10 μg/mL). A combinação tripla de 
nitroxolina, anfotericina B e caspofungina (NTX/AMB/CSP) apresentou-se como a 
melhor associação, pois apresentou ação sinérgica para a maioria das cepas 
testadas, e foi selecionada para os ensaios de biofilme. Caspofungina e fluconazol 
apresentaram maior inibição da formação do biofilme para a maioria das cepas 
testadas. Na remoção do biofilme pré-formado, o fluconazol e a anfotericina B 
apresentaram melhor desempenho entre os fármacos testados. Os fármacos 
nitroxolina, fluconazol e a combinação NTX/AMB/CSP foram os mais eficazes em 
reduzir a atividade metabólica das células do biofilme pré-formado. De forma geral o 
fluconazol apresentou o melhor desempenho frente a biofilmes, porém devido ao 
seu histórico de resistência, alternativas de tratamento são necessárias, a nitroxolina 
e sua combinação apresentaram um potencial antibiofilme promissor, e uma possível 
alternativa na inibição e remoção de biofilmes em dispositivos médicos. 
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ABSTRACT 

Nowadays, systemic fungal infections are one of the biggest problems in 
public health, once they have high rates of mortality and limited therapy. 
Predominantly, those infections are caused by fungi of the Candida genre, with the 
Candida albicans being the species of higher occurrence, but non-albicans species 
like C. glabrata, C. parapsilosis and C. tropicalis are becoming emerging species. 
Due to the increase of the selection and development of resistant isolated fungal, the 
prospect of new alternative treatments that are capable of overcoming those problems 
is necessary. Thus, one of the approaches is the use of combined therapy, that allows 
acting on more than one cellular target, increasing synergic action, higher activity and 
lesser toxicity. Also, the repositioning of medicines is being used on combat of resistant 
fungal infections and recurrences as well, being a cheaper process if compared to the 
development of a new antifungal. 8-hydroxiquinoline's derivatives like nitroxoline (5-
nitro-8-hydroxiquinoline) are showing a wide range of biological activities, like 
antibacterial, antioxidant, antiviral, antiparasitic and antifungal. Therefore, the general 
goal of this work is to evaluate the antibiofilm potential of nitroxoline alone and in 
association as a new alternative to help fight against yeast-form fungi of clinical 
interest. The nitroxoline and three antifungals (amphotericin B, caspofungin and 
fluconazole) were tested isolated and combined in Candida and Trichosporon biofilms 
on polystyrene microplates at the concentrations of MIC, MICx2, MICx10 and MICx20 
(NTX: 1-160 μg/mL; AMB: 0.25-40 μg/mL ; CSP: 0.031-20 μg/mL; FLC: 0.25-2.560 
μg/mL and NTX-AMB-CSP: 0.25-40, 0.031-20 and 
0.015-10 μg/mL). The triple combination of nitroxoline, amphotericin B and 
caspofungin was chosen as the best association, since it had shown synergic action 
to the majority of the tested strains and it was selected to be tested on biofilms. 
Caspofungin and fluconazole reported greater inhibition of biofilm formation on the 
majority of the tested strains. At removal of the previously formed biofilm, fluconazole 
and amphotericin B reported better performance among the tested medicines. 
Nitroxoline, fluconazole and the NTX/AMB/CSP combination were the most effective 
in reducing the metabolic activities of the previously formed biofilm cells. Generally, 
fluconazole showed better performance against biofilms, but due to its background of 
resistance, alternative treatments are necessary. Also, nitroxoline and its combination 
showed a promising antibiofilm potential and a possible option in inhibiting and 
removing the biofilm on medical devices. 
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1. INTRODUÇÃO 

Atualmente, as infecções fúngicas sistêmicas são uma das maiores 

problemáticas na saúde pública, principalmente quando associadas com a formação 

de biofilme em implantes de dispositivos médicos. Apesar da predominância das 

infecções sistêmicas serem de origem bacteriana, o uso crescente de antimicrobianos 

de amplo espectro, de cateteres venosos centrais e outros dispositivos médicos, 

resultou no aumento da incidência das infecções causadas por fungos nos últimos 

anos. Durante a pandemia por SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2), houve o aumento de internações hospitalares, pacientes 

imunocomprometidos, intubações relacionadas à ventilação mecânica e necessidade 

de outros procedimentos e dispositivos invasivos. Como consequência, as infecções 

fúngicas oportunistas tornaram-se uma grande problemática, uma vez que estas 

possuem altas taxas de mortalidade e a terapia antifúngica é pouco eficaz e limitada. 

Predominantemente, essas infecções são causadas por fungos do gênero Candida, 

mas também podem ser causados por outras espécies leveduriformes e fungos 

filamentosos, como Aspergillus. 

Dentre as infecções fúngicas, Candida albicans é a espécie de maior 

incidência em infecções sistêmicas no mundo. Porém, nos últimos anos, as espécies 

de Candida não-albicans, como C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis tornaram-

se emergentes, sendo a formação de biofilme um importante fator de virulência e 

resistência fúngica, limitando ainda mais as opções de tratamento clínico. A 

capacidade de formação de biofilmes de Candida spp. pode variar entre as espécies. 

Segundo estudos atuais, C. albicans é a espécie com maior capacidade de formar 

biofilme, tanto em superfícies bióticas quanto abióticas, como dispositivos médicos. 

Devido a problemática da presença de biofilme em implantes de 

dispositivos médicos e o alto risco de infecções sistêmicas, algumas medidas 

precisam ser implementadas para minimizar os riscos. A remoção do cateter e outros 

dispositivos médicos muitas vezes causam desconforto e risco a vida do paciente, 

portanto pode-se utilizar medidas profiláticas para tentar prevenir a perda do acesso, 

como a terapia de bloqueio, conhecida como “antifungal catheter lock therapy”, na 

qual o cateter, ou outro dispositivo médico, é exposto ao antifúngico por certo período 

de tempo, tentando minimizar os riscos de formação de biofilme e 
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consequente fungemia. Devido ao aumento da seleção e desenvolvimento de 

resistência fúngica e da eficácia limitada apresentada pelos antifúngicos disponíveis 

comercialmente, faz-se necessário estudos avaliando novas alternativas de combate 

ao crescimento fúngico e formação de biofilme. 

Derivados da 8-hidroxiquinolina vêm apresentando um amplo espectro de 

atividades biológicas, como antibacteriana, antioxidante, antiviral, antiparasitária e 

antifúngica. Assim, o interesse nesse grupo de compostos vem aumentando muito nos 

últimos anos. A nitroxolina (5-nitro-8-hidroxiquinolina), fármaco derivado de 8-

hidroxiquinolina, é utilizada desde a década de 1960 como um antibacteriano para o 

tratamento de infecções urinárias, tendo a capacidade de quelar cátions divalentes. 

A nitroxolina apresenta amplo espectro de ação, sendo ativa contra a maioria das 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas uropatogênicas, apresentando também 

atividade antibiofilme frente às cepas de Staphylococcus aureus e Acinetobacter 

baumannii resistentes a medicamentos, na qual reduziu em 80% a síntese de biofilme 

formados por Pseudomonas aeruginosa. Além disso, a nitroxolina apresentou ação 

antifúngica frente ao gênero Candida (C. albicans e Candida não-albicans) em testes 

in vitro. 

Portanto, diante da necessidade de novas alternativas ao combate a 

infecções causadas por biofilmes fúngicos, acredita-se que o reposicionamento da 

nitroxolina como um inibidor de formação de biofilme e a sua associação com outros 

antifúngicos (anfotericina B, caspofungina e fluconazol) possa ser promissor, 

sobretudo como uma alternativa imediata e segura na rotina de prevenção de infecção 

de pacientes que fazem uso de dispositivos como cateteres ou sondas. 

 
2. OBJETIVOS 

 
 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar o potencial antibiofilme da nitroxolina sozinha e em associação 

dupla e tripla (fluconazol, anfotericina B e caspofungina) frente a cepas leveduriformes 

de interesse clínico. 

 
2.2. Objetivos Específicos 

2.2.1. Avaliar o espectro de ação antifúngico da nitroxolina sobre cepas 
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de diferentes espécies de Candida e de Trichosporon, respectivamente: C. albicans, 

C. glabrata, C. haemulonii, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. tropicalis e 

Trichosporon asahii; 

2.2.2. Avaliar o possível efeito sinérgico in vitro das associações duplas e 

triplas frente a diferentes espécies de leveduras, com as combinações: NTX-AMB 

(nitroxolina e anfotericina B), NTX-CSP (nitroxolina e caspofungina), NTX-FLC 

(nitroxolina e fluconazol), NTX-AMB-CSP (nitroxolina, anfotericina B e caspofungina), 

NTX-AMB-FLC (nitroxolina, anfotericina B e fluconazol) e NTX-CSP-FLC (nitroxolina, 

caspofungina e fluconazol); 

2.2.3. Determinar a atividade dos fármacos e da melhor associação sobre 

a inibição da formação, remoção e redução da atividade metabólica de biofilmes de 

leveduras em microplacas de poliestireno. 

 
3. REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

3.1. Infecções fúngicas 

Os fungos são microrganismos eucarióticos que podem ser encontrados no 

ambiente e também na microbiota de animais, plantas e seres humanos. Apesar de 

nem todos serem patogênicos, alguns podem causar desde infecções leves a fatais, 

como as leveduras dos gêneros Candida, Trichosporon e Cryptococcus e os 

filamentosos, como Aspergillus, Penicillium, Mucorales e dermatófitos (Trichophyton, 

Epidermophyton e Microsporum), sendo considerados uma preocupação na saúde 

pública mundial. Nas últimas décadas houve um aumento nos casos de infecções 

fúngicas, principalmente infecções nosocomiais em pacientes imunocomprometidos, 

com altas taxas de morbidade e mortalidade, sendo prevalente a infecção por 

leveduras do gênero Candida (Sydnor, Perl, 2011; CDC, 2014; Moubasher, Abdel-

Sater, Soliman, 2017; Rocha, Azevedo, Chaves, 2017; Tsentemeidou et al., 2017; 

Rodrigues, Nosanchuk, 2020; Sharma, Nonzom, 2021). As infecções fúngicas podem 

ser classificadas em quatro grupos: superficiais, cutâneas, subcutâneas e sistêmicas. 

As infecções superficiais são as mais comuns, e ocorrem quando há a invasão do 

estrato córneo da pele, afeta milhões de indivíduos, principalmente em países com 

clima tropical e subtropical (Dismukes, Pappas, Sobel, 2003; Westerberg, Voyack 

2014; Kim, 2016; Moubasher, Abdel-Sater, Soliman, 2017, 
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Mayser, Gräser, 2020). Essas infecções superficiais podem ser causadas por fungos 

como os dermatófitos, principalmente os gêneros Trichophyton, Microsporum e 

Epidermophyton, assim como leveduras do gênero Candida, Malassezia, 

Trichosporon (Ameen, 2010; Kaushik, Pujalte, Reese, 2015; Kim, 2016; Rocha, 

Azevedo, Chaves, 2017; Rocha et al., 2018; Maranhão et al., 2019). 

Devido ao aumento dos números de pacientes imunocomprometidos, os 

quais apresentam uma maior suscetibilidade às infecções fúngicas, há um aumento 

do número de casos de infecções fúngicas invasivas, sendo uma grande problemática 

na saúde humana. Embora possam ocorrer com maior gravidade em pacientes 

imunossuprimidos, as infecções fúngicas também podem acometer pacientes 

imunocompetentes. Estima-se que cerca de 1.5 milhão de indivíduos morrem 

anualmente em decorrência de uma infecção fúngica, dentre os quais não receberam 

acesso à terapêutica adequada. Apesar de seu efeito desfavorável na saúde humana 

e considerada uma emergência médica, essas infecções continuam sendo 

negligenciadas, principalmente em países e populações de baixa renda, que muitas 

vezes não possuem acesso ao diagnóstico e tratamento adequado (Perlin, 2015; 

Bongomin, Gago, Oladele et al., 2017; GAFFI, 2018; Rodrigues, Nosanchuk, 2020). 

O diagnóstico precoce e correto de uma infecção fúngica é extremamente 

importante para o prognóstico do paciente. Os principais métodos de diagnóstico 

utilizados na rotina laboratorial para essas infecções é o Exame Direto - visualização 

da amostra clínica do paciente com solução de hidróxido de potássio (KOH) 20-40% 

em microscópio óptico, histopatologia e cultura de crescimento fúngico. Como 

métodos complementares podem ser utilizados testes sorológicos para detecção de 

antígenos fúngicos e também testes moleculares. Entretanto, observa-se algumas 

dificuldades relacionadas ao diagnóstico clínico, principalmente inerentes ao exame 

direto e à cultura fúngica, como coleta errônea da amostra, contaminação por outros 

microrganismos, falta de expertise dos profissionais microscopistas, demora e 

ausência de crescimento fúngico no cultivo da amostra. Tais adversidades decorrem 

em um diagnóstico tardio, que pode levar até um mês para liberação do laudo, 

contribuindo para as falhas terapêuticas, recidivas da infecção e limitação nos 

parâmetros dos testes de suscetibilidade antifúngica (Backx, White, Barnes, 2014; 

Rodrigues, Nosanchuk, 2020). 
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3.1.1 Infecções por Candida spp. 

Apesar de fazerem parte da microbiota de humanos e animais, as 

leveduras do gênero Candida são oportunistas e também podem causar infecções 

de baixa a alta complexidade quando ocorre um desequilíbrio na microbiota desses 

hospedeiros (Rocha, Azevedo, Chaves, 2017; Sharma, Nonzom, 2021). Espécies de 

Candida podem causar desde infecções superficiais e mucosas, até infecções 

invasivas e disseminadas, com altas taxas de mortalidade. As leveduras do gênero 

Candida são responsáveis por causar cerca de setecentos mil casos anuais de 

candidíase invasiva e cerca de cinco espécies são responsáveis por 92% dos casos 

(C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis), sendo C. albicans 

a principal espécie (Mora-Montes, Lopes-Bezerra, 2017; Rocha, Azevedo, Chaves, 

2017; Sharma, Nonzom, 2021). A capacidade de escapar dos mecanismos de defesa 

do hospedeiro e a capacidade de formar biofilme são alguns dos principais fatores de 

virulência que regulam a patogenicidade dessas leveduras (Pappas et al., 2016). 

 
3.1.1.1. C. albicans 

A C. albicans é uma levedura comensal que faz parte da microbiota 

humana. No entanto, quando há um desequilíbrio na homeostase no indivíduo, essa 

levedura torna-se um patógeno, podendo desenvolver um quadro infeccioso na pele, 

mucosa, e/ou disseminando-se por diferentes órgãos e pela corrente sanguínea do 

paciente. Essa espécie diferencia-se dos outros membros do gênero devido a 

presença de clamidósporos e pseudo-hifas, as quais estão expressas em processos 

patogênicos (Kaushik, Pujalte, Reese, 2015; Sachivkina, Podoprigora, Bokov, 2021). 

C. albicans é a mais prevalente do gênero, tanto em infecções superficiais quanto 

em invasivas. Além disso, também é a espécie com maior capacidade de formar 

biofilme. Biofilmes de C. albicans são comunidades microbianas estruturadas e 

compostas por duas camadas: uma camada basal, mais fina e formada por matriz 

extracelular com células leveduriformes, e uma camada mais espessa e compacta, 

com hifas e pseudo-hifas (Kim, 2016; Abdullah, Mushrif, Fahad, 2022). O principal alvo 

dos antifúngicos atuais é o ergosterol da membrana plasmática, inibindo sua 

biossíntese, como os azóis ou ligando-se a ele, como os polienos, levando a 
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formação de poros na membrana celular fúngica (Gonzalez et al., 2017). O antifúngico 

de primeira escolha na clínica médica é o fluconazol, devido ao seu amplo espectro 

de ação, baixo custo e baixa toxicidade ao paciente. Entretanto vem-se observando o 

surgimento de cepas de Candida com resistência adquirida ao fluconazol (Pai, 

Ganavalli, Kikkeri, 2018). A C. albicans pode adquirir resistência devido a mutações 

em genes, responsáveis por alterar o sítio de ligação do fármaco, aumentar a 

quantidade de enzimas alvos, diminuir subprodutos que podem ser tóxicos e/ou 

bombear o fármaco para fora da célula (Kim, 2016; Abdullah, Mushrif, Fahad, 2022). 

 
3.1.1.2 Candida não-albicans 

Candida glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis tornaram-se 

patógenos emergentes nas últimas décadas, apresentando distribuição variada 

conforme a região geográfica de cada continente. No Brasil e na América Latina 

predominam as espécies C. tropicalis e C. parapsilosis, enquanto no hemisfério norte, 

a predominância de C. glabrata é maior (Epelbaum, Chasan, 2017; Sharma, Nonzom, 

2021). C. glabrata é o segundo patógeno mais comum nos casos de candidemia, 

apresentando altas taxas de mortalidade, cerca de 30-60%. Essa espécie possui 

resistência intrínseca aos fármacos azólicos, utilizados como primeira linha para o 

tratamento de candidíases, pois apresenta uma grande capacidade de adaptação 

frente a antifúngicos fungistáticos e a desenvolver mecanismos que favorecem a 

formação de biofilme. Tais características dificultam o tratamento de infecções 

causadas por C. glabrata (Deorukhkar, Saini, Mathew, 2014; Rodrigues, Duarte, 

Rosalem, 2014; Gabaldón; Gómez-Molero; Bader, 2019). Também foram relatados 

casos de falha terapêutica em tratamentos com equinocandinas em casos de 

candidemia por C. glabrata. Estudos em modelo animal sugerem que as 

equinocandinas possam ter efeito fungistático frente a C. glabrata (Nucci et al., 2013; 

Pristov; Ghannoum, 2019). O biofilme dessa espécie é compacto, possui metade da 

espessura de um biofilme de C. albicans e sua composição possui um alto teor de 

proteínas e carboidratos (Cavalheiro, Teixeira, 2018). C. krusei possui morfologia de 

blastoconídeos alongados e pseudo-hifas. Apesar de ser menos virulenta, e possuir 

uma adesão menor que C. albicans, é um importante patógeno do gênero, pois 

possui resistência intrínseca ao fluconazol, e 
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também pode apresentar uma diminuição da susceptibilidade frente à anfotericina B 

e flucitosina (Pfaller et al., 2007; Whaley et al., 2017, Pappas et al., 2018). O complexo 

C. parapsilosis é formado por três espécies: C. parapsilosis, C. metapsilosis e C. 

orthopsilosis (Neji et al., 2017). Comumente isolada nas mãos de profissionais da 

saúde, a espécie é responsável por cerca de 15-30% dos casos de candidemia no 

Brasil. É uma espécie formadora de biofilme, e comumente afeta usuários de 

cateteres, recém-nascidos, prematuros e usuários de nutrição parenteral (Quindós, 

2014; Pristov; Ghannoum, 2019). Seu biofilme é o mais compacto e fino entre todas 

as espécies de Candida, com uma matriz celular composta por carboidratos e baixo 

teor de proteínas, apresentando células leveduriformes e pseudo-hifas. Também 

apresentou cepas resistentes aos azóis, assim como outras espécies de Candida 

(Silva et al., 2017; Pristov; Ghannoum, 2019). 

C. tropicalis é frequentemente encontrada em pacientes internados em 

unidades de tratamento intensivo (UTI) e isolada em amostras de hemocultura e 

urocultura, sendo um emergente agente causador de candidemia hospitalar (Silva, et 

al., 2012). Essa espécie também costuma ser suscetível aos antifúngicos disponíveis, 

porém algumas cepas apresentam perfil de resistência aos azóis. Em biofilmes, possui 

a segunda maior capacidade de adesão, atrás de C. albicans, sendo seu biofilme 

formado por uma matriz extracelular contendo baixo teor de proteínas e carboidratos, 

com uma rede de células leveduriformes, pseudohifas e hifas (Cavalheiro; Teixeira, 

2018; Silva et al., 2017). Outras espécies como C. haemulonii e C. lusitaniae, apesar 

de não serem isoladas com a mesma frequência que as demais espécies, observa-se 

o aumento de casos de infecções graves causadas por essas espécies. C. haemulonii 

pode apresentar multirresistência aos antifúngicos, assim como a C. auris, 

principalmente aos fármacos fluconazol e anfotericina B, com taxas de letalidade de 

83,3%, sendo uma preocupação emergente. Os métodos de diagnóstico laboratorial 

convencionais podem identificar erroneamente cepas de C. auris com C. haemulonii, 

sendo recomendado métodos complementares para a confirmação da espécie. Há 

relatos de cepas resistentes à anfotericina B e com susceptibilidade reduzida frente 

aos azóis e equinocandinas (Lima et al., 2020; Ramos et al., 2020; Silva et al., 2020; 

Pharkjaksu et al., 2021). C. lusitaniae é um patógeno oportunista raro, que afeta 

principalmente indivíduos imunocomprometidos, como os pacientes com câncer e/ou 

em tratamento com 
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quimioterapia. Podem apresentar resistência à anfotericina B, flucitosina e fluconazol, 

sendo as equinocandinas o tratamento de primeira linha. C. lusitaniae possui uma alta 

capacidade de formação de biofilme (Salari et al., 2018; Apsemidou et al., 2020; Raja 

e Park, 2021; Mendoza, Gómez e Mora, 2022). 

 
3.1.2 Infecções por Trichosporon spp. 

O gênero Trichosporon faz parte da microbiota dos seres humanos, sendo 

as principais espécies T. inkin, T. asahii e T. asteroides. Atualmente vem 

apresentando relevância no contexto clínico, tornando-se leveduras oportunistas 

emergentes, provocando desde micoses superficiais a doenças invasivas, 

especialmente em pacientes imunocomprometidos, com taxas de mortalidade de 

cerca de 50-80% (Moubasher, Abdel-Sater, Soliman, 2017; Sharma, Nonzom, 2021). 

Dentre as espécies do gênero, T. asahii é agente mais comum em casos de 

tricosporonose invasiva. O diagnóstico e tratamento precoce são fundamentais para 

reduzir os riscos de vida ao paciente. Possui capacidade de formar biofilme, com 

células leveduriformes e filamentosas na matriz extracelular, sendo o biofilme um 

dos seus principais fatores de virulência. Apresenta resistência intrínseca às 

equinocandinas e pode apresentar suscetibilidade moderada para anfotericina B, 

fluconazol e itraconazol. O tratamento de escolha inicial é com o antifúngico 

voriconazol, além disso, a associação de equinocandinas com anfotericina B ou azóis 

pode apresentar efeitos antifúngicos sinérgicos (Bassetti et al., 2004; Taj-Aldeen et 

al., 2009; Mehta et al., 2021), 

 

3.2. Associação de COVID-19 com infecções fúngicas 

No ano de 2020 iniciou-se a pandemia provocada pelo vírus SARS-CoV-

2, causador da COVID-19 (Coronavirus disease 19). No Brasil, em dados relatados 

até novembro de 2022, houve quase setecentas mil mortes decorrentes da doença 

e/ou de suas sequelas (Ministério da Saúde, 2022). A COVID-19 pode causar desde 

sintomas leves, semelhantes a um resfriado, síndrome respiratória aguda grave e, 

até mesmo, o óbito, principalmente em pacientes portadores de comorbidades, como 

hipertensão, doenças renais, coronarianas, síndrome da imunodeficiência adquirida 

(AIDS) e sobrepeso. Devido 
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ao aumento de casos de internações hospitalares, intubações e utilização de 

dispositivos médicos invasivos, como cateteres e sondas, o risco de uma co-infecção 

secundária, seja por bactéria, fungos ou parasitos, se tornou uma grande 

preocupação na área médica e na saúde pública (Janniger, Kapila, 2021; Erami et al., 

2022). Com isso, observou-se a associação de infecções por COVID-19 com infecções 

invasivas causadas por Aspergillus spp. e agentes da mucormicoses em pacientes 

internados. Houve também o aumento de infecções causadas por Candida spp. 

nesses pacientes, sendo C. albicans e C. parapsilosis as espécies mais frequentes. 

Como escolha terapêutica, a equinocandina foi utilizada em 86% desses casos 

(Garnica et al., 2022). Houve também um aumento na incidência de candidemias no 

período da pandemia, com aumento de infecções por C. krusei e C. glabrata (Moser 

et al., 2021; Garnica et al., 2022). As co-infecções entre COVID-19 e fungos, como 

Aspergillus sp. e Candida sp. resultaram em uma complexidade maior nos quadros 

clínicos e prognóstico dos pacientes. Nos casos de candidemia associada à COVID-

19, a taxa de mortalidade é cerca de 83%, mesmo após administração da terapêutica 

antifúngica (Moser et al., 2021; Erami et al., 2022). Em 2021, a Índia apresentou cerca 

de quarenta e sete mil casos de mucormicose associados ao COVID-19, gerando uma 

preocupação mundial (Hoenigl et al., 2022). 

As co-infecções fúngicas são um dos vários fatores que contribuem para o 

aumento das taxas de mortalidade em pacientes COVID-19, especialmente nos casos 

mais graves. O uso de antibióticos, corticóides sistêmicos, anticorpos monoclonais 

anti-IL6 e outros medicamentos imunossupressores, cuja função é deter a 

“tempestade de citocinas” causada pelo vírus, podem potencializar os riscos de co-

infecções nesses pacientes (Arastehfar et al., 2020; Bhagali, Prabhudesai, 

Prabhudesai, 2021; Norberg et al., 2021; Segrelles-Calvo et al., 2021; Erami et al., 

2022). Em tratamentos de candidíase pulmonar associada à infecção por COVID-19, 

recomenda-se o uso de anfotericina B e caspofungina, as quais apresentam atividade 

superior frente às espécies de Candida (Erami et al., 2022). O diagnóstico precoce e 

o tratamento adequado e imediato são essenciais para um prognóstico favorável ao 

paciente, entretanto, há diversas limitações principalmente em países de baixa renda 

(Arastehfar et al., 2020; Janniger, Kapila, 2021; Erami et al., 2022; Hoenigl et al., 

2022). A pandemia pelo vírus SARS-CoV-2 resultou num colapso mundial dos 

sistemas de saúde, e com isso houve um aumento exacerbado do uso 
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de antimicrobianos e outros medicamentos, mesmo sem a devida comprovação 

científica de sua eficácia frente ao vírus causador da COVID-19. No entanto, esse uso 

excessivo e muitas vezes sem necessidade, pode causar agravamento das infecções 

hospitalares, bem como a seleção e desenvolvimento de microrganismos resistentes 

aos antimicrobianos disponíveis (Segala et al. 2021; Wykowski, Fuentefria, De 

Andrade, 2022). 

 
3.3.1. Biofilmes fúngicos 

Os biofilmes são comunidades microbianas aderidas a um substrato, 

biótico ou abiótico, e protegidas por uma matriz extracelular polimérica, composta por 

carboidratos, proteínas, glicose, fósforo, entre outros. É efetivo para a adaptação a 

condições de estresse, disponibilidade de nutrientes e cooperação metabólica, 

permitindo um aumento da resistência frente a antifúngicos, aumento da virulência e 

proteção contra mecanismos de defesa do hospedeiro. A formação de biofilme está 

relacionada com a dificuldade de tratamento e cronicidade das infecções (Mohandas, 

Ballal, 2011; Borghi, Borgo, Morace, 2016; Gupta, Daigle, Carviel, 2016; Souza et al., 

2020; Tirado-Sánchez, Bonifaz, 2020). Os biofilmes demonstram uma tolerância 

superior a antimicrobianos, variando de 50 a 1.000 vezes maior do que quando 

comparados a sua forma planctônica. O processo de formação de um biofilme fúngico 

(Figura 1) ocorre em quatro etapas: i) adesão das células leveduriformes sobre uma 

superfície formando uma camada basal do biofilme; ii) proliferação das células com o 

aparecimento de hifas e/ou pseudo-hifas, promovendo estabilidade; iii) maturação do 

biofilme, onde ocorre o espessamento da matriz extracelular e estruturação deste; iv) 

dispersão, quando há o desprendimento das células do biofilme para outros sítios, 

processo crítico no contexto das infecções sistêmicas por biofilme de espécies de 

Candida (Alim, Sircaik, Panwar, 2018; Wall et al., 2019; Atriwal et al., 2021). 

A formação do biofilme por Candida spp. pode ser dividida em três fases: 

fase inicial (0-6h), fase intermediária (7-12h) e fase madura (13-48h) (Gu, Xu e Sun, 

2015). Embora as espécies de Candida apresentem diferenças entre si na formação 

de seus biofilmes, e na expressão de resistência aos antifúngicos (Silva et al., 2017; 

Cavalheiro, Teixeira, 2018), atualmente utiliza-se equinocandinas e formulações 

lipossomais de anfotericina B no tratamento contra biofilmes, uma vez que, nesses 
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casos, esses fármacos demonstram ser mais eficientes que os grupos azólicos 

(Ramage, Robertson, Williams, 2014; Costa-Orlandi et al. 2017). 

 

 

 

Figura 1. Processo de formação de biofilme entre as diferentes espécies de Candida. 

 
 

Uma taxa de mortalidade de aproximadamente 60% é observada em 

infecções hospitalares causadas por fungos formadores de biofilme. Dessas 

infecções, cerca de 80% correspondem a infecções pelo gênero Candida (Langer et 

al., 2018). A maioria dos casos de infecção grave por Candida spp. está associada à 

formação de biofilmes em superfícies bióticas e abióticas (Ramage et al., 2005; 

Douglas, 2003). Esses biofilmes são clinicamente importantes pois costumam ser 

resistentes aos antifúngicos, como o fluconazol e a anfotericina B (Bink et al., 2011). 

Biofilme de C. albicans pode apresentar resistência cinco a oito vezes maior aos 

antifúngicos do que quando comparado às células planctônicas (Cavalheiro, Teixeira, 

2018). Os fármacos fluconazol e voriconazol, de forma geral, não costumam 

apresentar ação eficaz contra os biofilmes de Candida spp. (Ziccardi et al., 2015). 

Uma estratégia utilizada para tentar contornar a problemática da formação 

de biofilme em dispositivos médicos, é a “antifungal lock therapy”, ou terapia de 

bloqueio antifúngico, na qual o catéter (ou outro dispositivo) é colocado em contato 

com uma solução antifúngica com concentrações 100-1000 vezes maiores do que 

aquelas utilizadas frente a células planctônicas. A solução é deixada em contato 
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com o dispositivo por um período, antes de ser implantado no paciente, para minimizar 

e/ou prevenir a colonização do dispositivo ou então para esterilizar um dispositivo 

previamente contaminado (Justo, Bookstaver, 2014; Atriwal et al., 2021). Estudos 

realizados por Cateau, Berjeaud e Imbert (2011), em cateteres de silicone infectados 

com isolados de C. albicans e C. glabrata, demonstraram que os fármacos 

micafungina, caspofungina e posaconazol, quando utilizados na técnica de “Antifungal 

Lock Therapy”, ajudaram a diminuir os biofilmes, sendo a micafungina a mais eficaz. 

O gênero Trichosporon é considerado produtor moderado de biofilme e 

apresentam riscos à saúde humana, uma vez que podem se aderir aos dispositivos 

implantados causando uma infecção no paciente já fragilizado. Uma vez formado, 

esse biofilme auxilia na invasão da superfície, na evasão celular a resposta imune e 

na suscetibilidade aos antifúngicos. Em ensaios realizados, as células do biofilme de 

T. asahii eram altamente resistentes aos antifúngicos testados, anfotericina B, 

caspofungina, fluconazol e voriconazol, quando comparados com as células 

planctônicas. Alguns autores sugerem o uso de associação de fármacos, como 

voriconazol e anfotericina B, como uma potencial opção de tratamento nos casos de 

fungemia por Trichosporon sp. (Mehta et al., 2021; Tiseo et al., 2021). 

 
3.4. Fármacos antifúngicos 

Os principais antifúngicos disponíveis possuem como alvo terapêutico a 

síntese de DNA e proteínas, a parede celular fúngica e componentes da membrana 

plasmática (Pfaller, 2012; Scorzoni et al., 2017). Atualmente há cinco principais 

classes de antifúngicos utilizadas comercialmente: azóis, equinocandinas, polienos, 

alilaminas e análogos da pirimidina (Pfaller, 2012; Flevari et al., 2013; Fuentefria et al., 

2017) Alguns antifúngicos têm como alvo principal o ergosterol, inibindo sua 

biossíntese, como os azóis e alilaminas (Kathiravan et al., 2012; Ngo et al., 2016), 

ou ligando-se a ele, como os polienos, levando a formação de poros na membrana 

celular fúngica (Odds, 2003; Walsh et al., 2008; Baginski, Czub, 2009). As 

equinocandinas agem na parede celular inibindo a síntese de β-glucano, causando 

estresse na parede e levando a lise celular (Kathiravan et al., 2012; Song, Stevens, 

2016). Nucleotídeos pirimidínicos atuam inibindo a síntese de DNA (Kathiravan et al., 

2012; Atriwal et al., 2021). 
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3.4.1. Polienos 

Os polienos foram os primeiros fármacos antifúngicos de uso clínico, são 

fungicidas de amplo espectro, atuando tanto frente a fungos filamentosos quanto a 

leveduriformes. Os fármacos nistatina, natamicina e anfotericina B, fazem parte da 

classe dos polienos. Esses fármacos são de origem natural e obtidos a partir dos 

actinomicetos do gênero Streptomyces (Nett & Andes, 2016; Thomaz et al., 2022). Os 

polienos agem ligando-se ao ergosterol presente na membrana celular fúngica. Então, 

forma-se um complexo que aumenta a permeabilidade celular por meio de poros que 

atravessam a membrana, acarretando no extravasamento do material intracelular e 

consequentemente morte da célula fúngica (Gonzalez et al., 2017). Há poucos relatos 

de resistência a esses antifúngicos, entretanto devido a sua afinidade por esteróis, 

como o colesterol humano, acabam acarretando em alta toxicidade ao paciente, 

principalmente nefrotoxicidade, podendo acarretar em doenças renais e, assim, não 

são indicados a pacientes em hemodiálise ou que possuam outras patologias renais 

(Chatelon et al., 2019; Thomaz et al., 2022). A nistatina é utilizada principalmente para 

o tratamento de candidíases e a natamicina para os casos de ceratite fúngica, 

principalmente em ceratites causadas por fungos filamentosos, como o Fusarium 

spp., ambas são de uso tópico devido a sua alta toxicidade e baixa absorção no 

intestino (Chatelon et al., 2019). A administração de anfotericina B é por via 

intravenosa, uma vez que possui baixa disponibilidade oral. Apresenta diversas 

reações adversas, associadas às funções gastrointestinais, hepática e renal (Muller et 

al., 2013; Butani et al., 2014). 

 
3.4.2. Azóis 

Os azóis são fármacos fungistáticos, de amplo espectro, mas que 

apresentam limitações para fungos filamentosos e algumas espécies intrinsecamente 

resistentes. Fazem parte dessa classe os fármacos fluconazol, itraconazol, 

cetoconazol, posaconazol e voriconazol (Scorzoni et al., 2017; Thomaz et al., 2022). 

Os azóis também podem ser classificados em dois grupos, imidazóis (clotrimazol, 

miconazol, cetoconazol) e triazóis (itraconazol, fluconazol, voriconazol e posaconazol). 

Os imidazóis formam a primeira geração, porém, apresentaram alta toxicidade, efeitos 

colaterais adversos e interações medicamentosas. Atualmente, seu uso é restrito 

apenas para administração tópica, sendo substituídos pelos 
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triazóis, (Prasad, 2017). O itraconazol e o fluconazol fazem parte da primeira geração 

de triazóis, apresentando ampla atividade e segurança, entretanto apresentaram ação 

limitada contra espécies de Scedosporium, Fusarium e Mucorales. Por outro lado, o 

voriconazol e o posaconazol fazem parte da segunda geração de triazóis, 

apresentando um amplo espectro e ação fungicida (Scorzoni et al., 2017; Thomaz et 

al., 2022). Esses fármacos atuam inibindo a enzima lanosterol-14-α-desmetilase, uma 

das principais enzimas envolvidas na rota de biossíntese do ergosterol fúngico, 

consequentemente inibindo a formação do ergosterol na membrana celular e 

impedindo o crescimento e a replicação celular. Esse bloqueio também resulta em um 

acúmulo de precursores que são tóxicos à célula fúngica (Pappas et al., 2018; 

Chatelon et al., 2019). O fluconazol é o fármaco de primeira escolha no tratamento de 

candidíases superficiais e mucosas, pois possui uma boa disponibilidade oral e 

segurança tolerada para o paciente. A sua limitação é devido ao aumento dos casos 

de seleção de cepas resistentes, principalmente em espécies de Candida não-

albicans (Nett & Andes, 2016; (Cavalheiro, Teixeira, 2018). O voriconazol possui um 

espectro de ação mais amplo que o fluconazol, sendo eficaz para espécies de Candida 

que possuem menor susceptibilidade frente ao fluconazol, como C. glabrata. Além 

disso, o voriconazol é indicado como o principal tratamento em casos de aspergilose 

invasiva e é amplamente utilizado para o tratamento de candidemias, sendo mais 

efetivo que o fluconazol e com similar eficácia quando comparado à anfotericina B 

(Nett, Andes, 2016; Ben-Ami, 2018; Chatelon et al., 2019). 

 
3.4.3. Equinocandinas 

As equinocandinas são a última linha de antifúngicos comerciais 

atualmente disponíveis. Fazem parte dessa classe a anidulafungina,   a micafungina 

e a caspofungina. Esses fármacos são administrados pela via parenteral, pois 

possuem baixa absorção no trato gastrointestinal, possuem ação fungicida e ampla 

ação frente a maioria das leveduras, sendo a primeira escolha para o tratamento de 

candidíases sistêmicas (Thomaz et al., 2022). Quando administrados frente à 

espécies de Candida e Saccharomyces possuem ação fungicida, entretanto, frente a 

espécies de Aspergillus, são considerados fungistáticos, além de não possuírem ação 

frente aos gêneros Cryptococcus, Fusarium, Trichosporon, Rhodotorula e 
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Scedosporium (Perlin et al., 2017). As equinocandinas apresentam alvo de ação 

seletivo, afetando a síntese de β-glucana, polissacarídeo essencial e principal 

constituinte da paredes celular fúngica, causando rupturas na mesma e, 

consequentemente, promovendo a morte das células fúngicas. Portanto, esses 

fármacos não agem sobre as células humanas, tornando-os mais seguros quando 

comparados aos demais antifúngicos (Nett & Andes, 2016; Chatelon et al., 2019; 

Thomaz et al., 2022). 

 
3.4.4. Análogos de pirimidina 

O principal representante dos análogos da pirimidina é a flucitosina, a qual 

possui atividade contra espécies de leveduras como Candida, Cryptococcus e 

Saccharomyces, porém não apresenta ação frente às espécies de Aspergillus e 

Zigomicetos. Seu mecanismo de ação interfere no metabolismo da pirimidina, síntese 

de ácidos nucleicos e na síntese de proteínas da célula fúngica (Campoy, Adrio, 2017). 

É comum a seleção de resistência fúngica frente à flucitosina. Assim, uma alternativa 

é o uso da terapia combinada com outros antifúngicos, como fluconazol e a 

anfotericina B (Perfect, 2017). 

 
3.4.5. Alilaminas 

O mecanismo de ação das alilaminas ocorre através da inibição da enzima 

esqualeno epoxidase, uma das enzimas responsáveis pela biossíntese do ergosterol, 

ocasionando o aumento da permeabilidade e ruptura da célula fúngica (Campoy, 

Adrio, 2017). A terbinafina é o principal representante dessa classe, apresentando 

amplo espectro de ação frente a infecções dermatofíticas e exibem baixa eficácia para 

leveduras (Campoy, Adrio, 2017; Thomaz et al., 2022) 

 
3.4.6. Outros fármacos antifúngicos 

O ciclopirox olamina é um derivado sintético da hidroxipiridina e é 

considerado um inibidor do processo de transporte intracelular, agindo como um 

quelante de cátions trivalentes, como Fe3+ e Al3+. Tal mecanismo resulta na inibição 

de enzimas metais-dependentes, como citocromos, catalases e peroxidases, 

apresentando um amplo espectro de ação frente a Candida spp, Fusarium spp e 

dermatófitos (Shen & Huang, 2016; Campoy, Adrio, 2017). A 
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griseofulvina, um metabólito natural do fungo Penicillium griseofulvum, age no núcleo 

da célula fúngica, ligando-se com a tubulina e inibindo a síntese de microtúbulos, 

interrompendo a divisão celular. Esse antifúngico é eficaz frente a dermatófitos, mas 

apresenta pouca atividade frente a outros fungos filamentosos e leveduras 

(Sigurgeirsson, 2016; Campoy, Adrio, 2017). A amorolfina pertence à classe das 

morfolinas e a sua ação ocorre na membrana celular fúngica, inibindo enzimas 

essenciais da biossíntese do ergosterol, resultando na inibição do crescimento celular, 

e acúmulo de produtos tóxicos no interior da célula. Esse fármaco é utilizado para o 

tratamento tópico de onicomicoses, principalmente comercializado na forma de 

esmalte, podendo apresentar atividade fungistática e fungicida, dependendo da 

concentração utilizada (Campoy, Adrio, 2017). 

 
3.5. Problemática e desafios da terapia antifúngica atual 

Ao longo dos anos com o uso desenfreado de antifúngicos de uso clínico 

e agrícola, as espécies fúngicas desenvolveram processos adaptativos para suportar 

essa pressão. Assim, esses organismos expressam diferentes mecanismos de 

resistência frente aos antifúngicos disponíveis comercialmente, tornando-os cada vez 

menos efetivos no combate das infecções fúngicas (Ribas et al., 2016; Scorzoni et al., 

2017). Além da problemática da resistência fúngica, a busca por novos agentes 

possui diversas limitações, como o perfil de segurança dos medicamentos, toxicidade, 

farmacocinética, efeitos colaterais indesejáveis, interações medicamentosas, alto 

custo e espectro de atividade limitado (Pfaller, 2012; Pianalto, Alspaugh, 2016; 

Scorzoni et al., 2017). Os tratamentos com antifúngicos são longos, dispendiosos, 

muitas vezes possuem baixa adesão pelos pacientes, além de seus efeitos adversos 

à saúde do indivíduo (Pappas et al., 2018). A formação de biofilme fúngico está 

relacionada à dificuldade de tratamento e cronicidade das infecções (Mohandas, 

Ballal, 2011; Borghi, Borgo, Morace, 2016). A eficácia do tratamento depende de 

diversos fatores, como o estado imunológico do indivíduo, o diagnóstico precoce e 

correto, bem como o tratamento adequado para o isolado fúngico causador da 

infecção, por isso, exames laboratoriais associados à avaliação da suscetibilidade 

antifúngica são de extrema importância para que o paciente possua o melhor 

prognóstico (Borghi, Borgo, Morace, 2016). 
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Uma das grandes dificuldades na busca por novos agentes antifúngicos é 

o fato de os fungos também serem organismos eucariotos, havendo semelhança da 

célula fúngica com a do hospedeiro humano, dificultando a busca por alvos de ação 

com seletividade fúngica e, com isso, ausência de toxicidade ao paciente (Perlin et 

al., 2017; Rodrigues, Nosanchuck, 2020). O último antifúngico aprovado foi a 

anidulafungina, há 16 anos atrás, e atualmente ainda seguimos na busca por novas 

opções de tratamento e novos alvos terapêuticos (Fuentefria et al., 2017). 

 
3.6 Resistência fúngica 

Os fungos expressam alguns mecanismos de seleção de resistência, como 

o aumento da expressão das bombas de efluxo, formação de biofilme, desvios 

metabólicos, mutações de genes, alteração ou super expressão dos alvos do fármaco 

(Gonçalves et al., 2016; Sanglard, 2016; Scorzoni et al., 2017). Mutações nos genes 

FKS1 e FKS2 levam a substituições de aminoácidos na enzima β-1,3-D-glucana-

sintase, acarretando em uma redução da sensibilidade das equinocandinas com essa 

enzima (Campoy, Adrio, 2017; Pristov; Ghannoum, 2019). A resistência aos azóis pode 

estar relacionada a mutações nos genes ERG11, ERG1, ERG3, ERG7, ERG9 e 

ERG25, envolvidos na biossíntese de ergosterol, alvo celular dessa classe de 

antifúngicos (Campoy, Adrio, 2017). Mutações pontuais no genes FCY2, que pode 

promover alteração nas enzimas responsáveis pela absorção dos antifúngicos, e nos 

FCY1 e FUR1, envolvidas nas enzimas responsáveis pela metabolização do fármaco, 

podem resultar numa resistência aos análogos de pirimidina, como a flucitosina 

(Campoy, Adrio, 2017). Assim, a resistência fúngica pode ser classificada como 

microbiológica (in vitro), sendo uma característica do fungo, ou clínica (in vivo), 

relacionada ao hospedeiro ou aos antifúngicos (Pai, Ganavalli, Kikkeri, 2018). A 

resistência microbiológica ocorre quando não há susceptibilidade de um fungo com 

um antifúngico a partir do observado nos testes de suscetibilidade antifúngica in vitro, 

podendo tal característica ser decorrente de um caso de resistência intrínseca, em 

que a resistência é uma característica do fungo sem uma exposição prévia ao 

antifúngico; ou adquirida, sendo desenvolvida após sucessivas exposições ao 

antifúngico. Algumas espécies já são conhecidas como intrinsecamente resistentes a 

determinados antifúngicos, como a C. krusei ao fluconazol, Cryptococcus 
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neoformans às equinocandinas e Candida não-albicans à flucitosina (White, Marr, 

Bowden, 1998; Kanafani, Perfect, 2008; Pai, Ganavalli, Kikkeri, 2018). A resistência 

adquirida pode ser observada em algumas cepas após exposição prévia ao 

antifúngico, como cepas de T. rubrum resistentes à terbinafina e C. albicans ao 

fluconazol (Pai, Ganavalli, Kikkeri, 2018). 

Na resistência clínica ocorre a falha no tratamento da infecção fúngica 

mesmo com a administração de um antifúngico que apresentou atividade in vitro frente 

à espécie (Pai, Ganavalli, Kikkeri, 2018). Essa resistência depende de múltiplos 

fatores que envolvem o hospedeiro e os medicamentos, como: imunidade do paciente, 

natureza e farmacocinética do fármaco, uso de antifúngico inadequado, baixa 

dosagem, longa duração do tratamento, interações medicamentosas, reações 

adversas e custo da terapia. Para se obter sucesso no tratamento antifúngico, faz-se 

necessário o uso prudente dos antifúngicos nas dosagens e tempo de tratamento 

adequado (Pai, Ganavalli, Kikkeri, 2018). A resistência observada em Candida spp. 

frente aos antifúngicos azólicos, é um dos maiores desafios da terapêutica clínica 

atualmente. Algumas cepas de C. krusei apresentam resistência intrínseca aos azóis, 

algumas espécies de Candida apresentam resistência às equinocandinas e 

multirresistência a mais de uma classe de antifúngico, como a C. glabrata (Pfaller, 

2012; Perlin et al., 2017; Revie et al., 2018). Estudo realizado em 2013, com isolados 

clínicos de 31 países demonstrou que 11,9% das cepas de C. glabrata e 11,6% das 

cepas de C. tropicalis apresentaram resistência ao fluconazol (Castanheira et al., 

2016). Cerca de 10% das cepas de C. albicans apresentam resistência primária à 

flucitosina, mesmo sem haver exposição prévia ao fármaco (Scorzoni et al., 2017). 

Martins et al. (2016) relata em seu estudo que dentre 114 leveduras do gênero 

Candida testadas, 22% foram resistentes ao fluconazol, 47% resistentes ao 

itraconazol, 16% ao miconazol e 11% ao cetoconazol, sendo C. tropicalis e C. glabrata 

as espécies mais resistentes. Lei et al. (2018) relatam uma maior atividade dos 

antifúngicos voriconazol e itraconazol frente a leveduras do gênero Candida sp. 

quando comparados ao fluconazol em estudos in vitro. Segundo Perlin et al. (2017) 

foram relatadas infecções fúngicas resistentes a anfotericina B causadas pelas 

espécies C. albicans, C. glabrata, C. rugosa, C lusitaniae e C. tropicalis. 
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Em estudo realizado por Singh et al. (2018), dentre os vinte e quatro 

isolados clínicos do gênero Trichosporon testados, 79,16% foram identificados como 

T. asahii. Os isolados relacionados a infecções superficiais apresentaram resistência 

ao fluconazol, itraconazol e as equinocandinas, dois isolados foram resistentes ao 

voriconazol e todos foram susceptíveis ao cetoconazol (Singh et al., 2018). Apesar 

de incomum, observou-se o aumento de casos de cepas multirresistentes a, no 

mínimo, duas classes de antifúngicos, como cepas dos gêneros Candida, Aspergillus, 

Microsporum, Trichophyton e Fusarium (Martins et al., 2016; Campoy & Adrio, 2017). 

Uma grande preocupação atual para as autoridades em saúde pública é a emergência 

da levedura C. auris, intrínsecamente resistente a diferentes classes de antifúngicos, 

apresentando altas taxas de mortalidade ao paciente (Sanyaolu et al., 2022). 

 
 

fúngica 

3.7. Perspectivas para superação dos desafios na terapêutica 

 
 

Diante do cenário atual das infecções fúngicas e suas consequências a 

saúde humana e animal, novas abordagens e estratégias são necessárias para 

contornar essa problemática. Sendo desde o desenvolvimento de novos 

medicamentos antifúngicos, até otimização da dosagem, melhores diagnósticos, 

exames de suscetibilidade e estratégias como a terapia combinada e 

reposicionamento de fármacos (Livengood, Drew, Perfect, 2020; Rodrigues, 

Nosanchuck, 2020). 

 
3.7.1. Associação de fármacos 

Uma das formas de contornar a problemática da resistência fúngica e a 

dificuldade de se obter novos agentes antifúngicos eficazes é o uso da terapia 

antifúngica combinada, que permite a atuação em mais de um alvo celular, 

potencialização da ação – promovendo uma ação sinérgica, maior espectro de 

atividade e, com isso, menor toxicidade devido a menor dosagem utilizada. Como 

consequência há a possibilidade de reduzir a ocorrência de microrganismos 

resistentes. A estratégia de associação de medicamentos já é reconhecida e 

amplamente utilizada na clínica médica para o tratamento de outras doenças, como 

HIV (Vírus da Imunodeficiência Humana), tuberculose e malária (Shrestha, Fosso, 
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Garneau-Tsodikova, 2015; Campitelli et al., 2017; Dala Lana et al., 2018; Danielli et 

al., 2018; Pai, Ganavalli, Kikkeri, 2018). Ao escolher os fármacos a serem 

combinados, deve-se selecionar aqueles que possuem alvos de ação diferentes e que 

não possuam os mesmos mecanismos de resistência, além de apresentarem 

toxicidade reduzida (Anighoro et al., 2014). Uma das dificuldades da terapia 

combinada é fazer a correlação da eficácia observada in vitro com a eficácia in vivo 

(Livengood, Drew, Perfect, 2020). A terapia combinada tem se demonstrado uma 

alternativa eficaz e interessante no tratamento de dermatofitoses, principalmente em 

infecções resistentes, recorrentes e em casos crônicos (Tamura et al., 2014; Scorzoni 

et al., 2017). 

Segundo Baran et al. (2000), a associação de terbinafina e amorolfina 

apresentou resultados positivos frente a casos de onicomicoses graves. Romano et 

al. (2005) relataram eficácia no tratamento de onicomicoses causadas por 

dermatófitos utilizando associações entre a terbinafina, ciclopirox olamina, imidazol e 

um antifúngico de uso tópico. Shrestha et al. (2015) relataram os efeitos da 

combinação sinérgica entre análogos da tobramicina e quatro azólicos (fluconazol, 

itraconazol, posaconazol e voriconazol) frente a maioria das cepas de C. albicans 

testadas. A terapia combinada com triazóis e equinocandinas tem sido usada com a 

esperança de melhorar os resultados em relação à monoterapia no tratamento de 

micoses invasivas causadas por Aspergillus, Candida e Cryptococcus (Panackal, 

2016; Pai, Ganavalli, Kikkeri, 2018; Bidaud et al., 2019). 

A associação entre anfotericina B e flucitosina tem sido descrita no 

tratamento de meningite criptocócica, sendo superior ao uso isolado de anfotericina 

B (Chang et al., 2017; Livengood, Drew, Perfect, 2020). Laurent e Monod (2017) 

relatam efeito sinérgico de amorolfina associada a derivados azólicos. Sharma et al. 

(2019) relatam que a combinação entre itraconazol e terbinafina foi efetiva para 

dermatófitos. Perfect (2017) relata que, apesar de não ser o tratamento clínico padrão, 

a adição de um antibacteriano inibidor da RNA polimerase, como a rifampicina, 

demonstrou aumentar a atividade antifúngica da anfotericina B em estudos in vitro. 

Segundo Liu et al. (2016), bloqueadores dos canais de cálcio, como o verapamil, 

também amplificam a potência do antifúngico fluconazol. A combinação de 

anidulafungina e anfotericina B apresentou ação sinérgica in vitro, além disso, 

apresentou excelente ação inibindo a formação de biofilme de Candida em cateter 
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venoso, sendo uma alternativa promissora (Reginatto et al., 2020). Alguns estudos 

sugerem a associação de voriconazol e anfotericina B, como um potencial tratamento 

em casos de fungemia por Trichosporon (Tiseo et al., 2021). 

 
3.7.5. Reposicionamento de fármacos 

A descoberta inicial de um medicamento até sua aprovação pelos órgãos 

reguladores pode levar até vinte anos e o seu custo pode alcançar $2 bilhões de 

dólares. Nesse contraponto, apenas 5% dos novos compostos investigados obtêm 

sucesso nos ensaios clínicos e são introduzidos no mercado (Wall, Lopez-Ribot, 

2020). Dessa forma, o reposicionamento de fármacos é uma alternativa terapêutica 

que, assim como a terapia combinada, vem sendo adotado no combate das infecções 

fúngicas resistentes e em casos de recidivas. O reposicionamento de fármacos é um 

processo de menor custo e menos dispendioso comparado ao desenvolvimento de 

um novo antifúngico, além de já se possuir as informações sobre toxicidade, 

tolerabilidade e farmacocinética conhecidas e estabelecidas (Anighoro et al., 2014; 

Pianalto, Alspaugh, 2016; Corsello et al., 2017; Fuentefria et al., 2017; Wall, Lopez-

Ribot, 2020). 

Estudos sobre o reposicionamento de diversos fármacos vêm sendo 

abordados nas últimas décadas. A talidomida, utilizada inicialmente para tratar enjoo 

em mulheres grávidas na década de 1950 foi banida por muitos anos em todo o mundo 

devido aos seus efeitos colaterais graves nos fetos. Entretanto, na década de 1960 

houve o seu reposicionamento, o qual é atualmente o principal tratamento para a 

Hanseníase. Além disso, seu uso também foi aprovado no tratamento de mieloma 

múltiplo (Rehman, Arfons, Lazarus, 2011; Schein, 2020; Wall, Lopez-Ribot, 2020) A 

5-flucitosina foi inicialmente desenvolvida como um medicamento anticancerígeno, 

entretanto apresentou baixa eficácia, posteriormente foi estudada e reposicionada 

como um agente antifúngico (Grunberg, Titsworth, Bennett, 1963; Wall, Lopez-Ribot, 

2020). Estudos recentes sobre reposicionamento de fármacos demonstram que o 

tamoxifeno, agonista do receptor de estrogênio, usado há décadas no tratamento de 

câncer de mama, apresentou atividade anti criptocócica (Dolan et al., 2009; Butts et 

al, 2014) e atividade frente à S. cerevisiae e C. albicans (Wiseman, Cannon, Arnstein, 

1989; Beggs, 1994; Pianalto, Alspaugh, 2016). A sertralina, medicamento 

antidepressivo, apresentou ação contra cepas de Cryptococcus, e potencializou o 
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tratamento com fluconazol, devido a sua capacidade de penetração no sistema 

nervoso central (Nayak, Xu, 2010; Zhai et al., 2012, Wall, Lopez-Ribot, 2020). O 

reposicionamento da nitroxolina, fármaco destaque deste estudo, vem sendo 

estudado como opção de tratamento de diversas doenças, desde infecções 

bacterianas, fúngicas e parasitárias, a tratamento de doenças neurodegenerativas e 

diversos tipo de câncer (Sosič et al., 2018; Mitrović, Kos, 2019; Van Hau et al., 2019; Xu 

et al., 2020). 

 
3.8. Derivados da 8-hidroxiquinolina 

Os derivados quinolínicos apresentam diversas atividades biológicas, como 

ação antiparasitária, antimalárica, antifúngica e antibacteriana (Keri, Patil, 2014; El-

Gamal et al., 2015). O núcleo quinolínico (Figura 2) apresenta uma grande 

versatilidade, permitindo o desenvolvimento de diferentes e novos derivados 

(Solomon, Lee, 2011; Joaquim et al., 2019; Machado et al., 2020). Como exemplo, a 

8-hidroxiquinolina (Figura 2) e os seus derivados, pertencentes a uma subclasse 

das quinolinas, vêm sendo amplamente explorados devido ao seu potencial 

anticâncer (Chan-On et al., 2015), neuroprotetor (Suwanjang et al., 2016), 

antimicrobiano (Cherdtrakulkiat et al., 2016; Abouelhassan et al., 2017) e antifúngico 

(Song, Stevens, 2016; Oliveri, Vecchio, 2016). Os derivados da 8-hidroxiquinolina 

mostram um potencial antifúngico interessante, apresentando amplo espectro de ação 

e atividade antibiofilme, podendo ser uma alternativa às limitações terapêuticas atuais. 

Seu mecanismo de ação ainda não é totalmente esclarecido, entretanto estudos 

relatam que o provável mecanismo é através da quelação de metais pelo nitrogênio 

do anel quinolínico com a 8-hidroxila (Musiol et al. 2010; You, Zhang, Ran, 2020). 

Um dos membros mais conhecido dessa classe é o clioquinol (5-cloro-7-

iodo-8-hidroxiquinolina), o qual tem sido utilizado nos últimos anos como 

antimicrobiano de uso tópico e vem demonstrando-se promissor, com potencial 

tratamento para diversas patologias, como Alzheimer, Parkinson e doença de 

Huntington (Zhang et al., 2013; Finkelstein et al., 2016; Franklin et al., 2016; Oliveri, 

Vecchio, 2016). O clioquinol, que é um derivado da 8-hidroxiquinolina, teve, na década 

de 70, suas formulações orais retiradas do mercado devido a relatos de pacientes 

japoneses que apresentaram quadros de neuropatía mielo-óptica 
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subaguda, no entanto, há controvérsias sobre a relação do clioquinol com a doença, 

e recentemente houve um aumento no interesse do seu potencial terapêutico (Kuru, 

2021; Wykowski, Fuentefria, De Andrade, 2022). Estudos atuais demonstram que o 

clioquinol inibiu a formação de pseudo-hifas de C. albicans (Pippi et al., 2019) e 

apresentou atividade antifúngica frente a diferentes espécies de Candida e fungos 

dermatofíticos (Pippi et al., 2017; You et al., 2018; Costa et al., 2020; Machado et al., 

2020). O clioquinol protegeu totalmente as moscas da espécie Drosophila 

melanogaster da infecção por Candida albicans (Pippi et al., 2019). As associações 

duplas e triplas de clioquinol com ciclopirox e com terbinafina foram sinérgicas para 

cepas de dermatófitos (Costa et al., 2020). Apresentou também atividade antibiofilme, 

inibindo 90% da formação e reduzindo a atividade metabólica do biofilme de Candida 

(Pippi et al., 2018); removeu cerca de 80% do biofilme de Candida em dispositivos 

intrauterinos (DIU) (Pippi et al., 2018), em associação com voriconazol e ciclopirox 

olamina, o clioquinol inibiu cerca de 90% a formação de biofilme de Fusarium sp. 

(Chaves et al. 2020). Apesar do seu amplo espectro de ação, o mecanismo de ação 

antifúngica do clioquinol ainda não está completamente elucidado, porém, relatos 

demonstram que ele possivelmente atue na parede celular fúngica (Pippi et al., 2019). 

O PH151, um derivado da 8-hidroxiquinolina, em combinação com o fluconazol, 

demonstrou potencial como uma alternativa de tratamento ao combate da formação 

de biofilme de Candida em dispositivos de hemodiálise (Rocha et al., 2021). Os 

derivados PH157 e PH100, apresentaram ação frente a células planctônicas e ao 

biofilme de Candida spp. (Reginatto et al., 2022). 

 
 

 
Figura 2. Estrutura química do núcleo quinolínico (A) e da 8-hidroxiquinolina (B). 
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3.9. Nitroxolina 

A nitroxolina (5-nitro-8-hidroxiquinolina) (Figura 3) é um fármaco derivado 

da 8-hidroxiquinolina utilizado desde a década de 1960 como um antibacteriano para 

o tratamento de infecções urinárias (Kranz et al., 2017; Wijma et al., 2018). A 

administração oral de nitroxolina demonstrou boa segurança com apenas alguns 

efeitos colaterais toleráveis, como distúrbios gastrointestinais e algumas reações 

alérgicas (Naber et al., 2014; Kranz et al., 2017; Puértolas-Balint et al., 2020). Ocorre 

adsorção completa e rápida no sistema urinário e posteriormente é excretada na urina, 

onde apresenta principalmente ação bacteriostática, possuindo maior ação em urina 

ácida do que em alcalina (Naber et al., 2014; Wijma et al., 2018). Apresenta atividade 

antimicrobiana frente à maioria das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

causadoras de infecção no trato urinário e espécies patogênicas de Candida (Naber 

et al., 2014). Na década de 70, devido aos limitados conhecimentos de farmacologia 

da época, não foi possível compreender o espectro de ação e janela terapêutica da 

nitroxolina, o que fez com que o composto fosse utilizado erroneamente, e assim o 

fármaco caiu em desuso na clínica médica (Wijma et al. 2018). Recentemente houve 

um aumento no interesse na classe das 8-hidroxiquinolinas e suas diversas 

aplicabilidades na saúde humana. 

A nitroxolina demonstra-se como promissora para diversas aplicabilidades, 

apresentando potencial antiangiogênico (Shim et al., 2010), ação neuroprotetora (Van 

Hau et al., 2019), atividade antitumoral sobre diversas linhagens tumorais, como 

mieloma, câncer de mama, glioma, câncer de pâncreas, câncer de próstata e câncer 

de bexiga (Sosič et al., 2018; Mitrović, Kos, 2019; Xu et al., 2020), bem como atividade 

frente a infecções parasitárias, como aquelas causadas pela ameba de vida livre 

patogênica, Balamuthia malandrillaris (Laurie et al., 2018). Apresenta atividade 

antibacteriana frente a espécies de Mycoplasma sp. (Valentine-King et al., 2020), N. 

gonorrhoeae (Fuchs, Hamprecht, 2019), Escherichia coli, A. baumannii, S. aureus, S. 

epidermidis e Providencia rettgeri (Abouelhassan et al., 2017; Cherdtrakulkiat et al., 

2019), Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis multirresistentes (Hof, Juretschke, 

2019) e bactérias produtoras de carbapenemases (Cherdtrakulkiat et al., 2019; Fuchs, 

Hamprecht, 2019). Em seu estudo, Puértolas-Balint et al. (2020) sugere que a ação 

antibacteriana da nitroxolina ocorra devido a sua ação quelante de íons metálicos 

bivalentes presentes na célula 
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bacteriana, resultando em menor aderência a superfícies e morte celular. Também 

causa rápida inibição da síntese de RNA em leveduras (Naber et al., 2014; Sakka, 

Gould, 2016). A nitroxolina apresentou atividade antifúngica frente a cepas de 

Candida spp., como C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata, 

com valores de CIM entre 1-4mg/L (Kranz et al., 2017). Fuchs e colaboradores (2022), 

demonstraram em seu trabalho que a nitroxolina possui excelente ação antifúngica 

frente às cepas de C. auris, apresentando valores de CIM entre 0,125-1mg/L. O 

fármaco também apresentou atividade antifúngica moderada frente a cepas de 

Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans (Cherdtrakulkiat et al., 2016). 

A atividade antibiofilme bacteriano da nitroxolina também foi relatada, 

apresentando ação antibiofilme frente às cepas de Staphylococcus aureus e 

Acinetobacter baumannii resistentes (Abouelhassan et al., 2017), Pseudomonas 

aeruginosa (Sobke et al., 2012; Sakka, Gould, 2016). Apresentou excelente ação 

frente às leveduras do gênero Candida, sendo um promissor candidato ao tratamento 

de Candidemias e combate aos biofilmes em dispositivos médicos (Kim, Zilbermintz e 

Martchenko, 2015; Wijma et al., 2018; Cherdtrakulkiat et al., 2019). No estudo de 

Molina et al. (1991), a nitroxolina apresentou atividade antifúngica frente a espécies 

de Candida in vitro, a qual foi superior à ação dos imidazóis, e semelhante à eficácia 

da anfotericina B. Assim, a nitroxolina apresenta um potencial uso hospitalar, 

especialmente em infecções relacionadas a cateteres e outros dispositivos médicos 

(Sakka, Gould, 2016). 

Com base no contexto apresentado, é evidente a necessidade de novas 

abordagens para contornar a problemática de formação de biofilme, resistência 

fúngica, e a limitação na terapia antifúngica. Assim, este projeto buscou prospectar 

novas alternativas ao combate às infecções fúngicas e formação de biofilme, 

utilizando-se o fármaco nitroxolina e sua associação com outros antimicrobianos 

frente a espécies de fungos leveduriformes de interesse clínico (Fuentefria et al., 2017; 

Livengood, Drew e Perfect, 2020). 
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Figura 3. Estrutura química do fármaco nitroxolina. 

 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

4.1.Local de trabalho 

Os experimentos foram realizados nas dependências do Laboratório de 

Pesquisa em Micologia Aplicada (LPMA), no Anexo II da Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

 
4.2. Cepas fúngicas 

Para este estudo foram selecionadas 22 cepas pertencentes às espécies 

fúngicas leveduriformes de importância clínica na formação de biofilme. Assim, foram 

utilizadas cepas das espécies de Candida spp. (C. albicans (CA MT02, CA MT04 e 

CA MT05), C. tropicalis (ATCC 750 e CT MT28), C. krusei (ATCC 6258, CK 

MT01 e CK MT02), C. parapsilosis (CP MT34, CP MT03 e CP MT19), C. glabrata 

(CG MT01, CG MT02 e CG MT29), C. lusitaniae (CL MT01, CL MT02 e CL MT06), 

C. haemulonii (CH MT07, CH MT02 e CH MT06) e 2 cepas de Trichosporon asahii 

(TAH 05 e TA RL19) nos ensaios de avaliação da concentração inibitória mínima 

(CIM). Posteriormente foram selecionadas uma cepa de cada espécie para os demais 

ensaios. As cepas encontram-se depositadas e registradas na coleção de fungos do 

Laboratório de Pesquisa em Micologia Aplicada (LPMA) da Faculdade de Farmácia 

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os isolados foram 

identificados por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization - Time of 

Flight; Shimadzu), e também foram utilizadas cepas padrão provenientes da ATCC 

(American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA). 

 
4.3. Fármacos 

O fármaco nitroxolina (NTX) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e os 
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antifúngicos caspofungina (CSP) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), anfotericina B 

(AMB) (InLab, São Paulo, Brasil) e fluconazol (FLC) (Pharma Nostra, São Paulo, 

Brasil), todos foram obtidos comercialmente. A solução estoque de FLC foi 

preparada em água destilada estéril e as demais soluções foram preparadas em 

DMSO (Dimetilsulfóxido; Sigma-Aldrich), de modo que nos ensaios fosse obtido uma 

concentração máxima de 2% de DMSO. 

 
4.4. Teste de suscetibilidade antifúngica 

A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada através do método 

de microdiluição em caldo, de acordo com o protocolo da BrCAST (Brazilian 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2020). As soluções antifúngicas 

foram preparadas em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640; Sigma-

Aldrich), nas concentrações finais de 0,031-16 μg/mL para NTX, 0,008-4 μg/mL para 

CSP, 0,008-4 μg/mL para AMB e 0,25-128 μg/mL para FLC. Os ensaios foram realizados 

em triplicatas. Os isolados foram cultivados em meio SDA (Sabouraud Dextrose Agar, 

HiMedia, Índia) por 24h a 35ºC. Foram realizadas suspensões com o inóculo fúngico 

em solução salina 0,85% estéril, sendo ajustados em espectrofotômetro (GT220, 

Global Trade Technology), no comprimento de onda de 530nm, obtendo-se uma 

turbidez equivalente a 1-5x106 UFC/mL (0,5 na escala de McFarland). Prosseguiu-

se com uma diluição de 1:10 em meio RPMI 1640, pH 7,0 e tamponado com MOPS 

(ácido morfolinopropanosulfônico; Dinâmica), obtendo uma concentração de células 

de 1-5 x 105 UFC/mL. 

Os ensaios foram realizados em placas estéreis de poliestireno de 96 poços 

de fundo chato. Os fármacos foram microdiluídos de forma seriada em meio RPMI 

1640, na proporção de 1:2. Posteriormente foi adicionado o inóculo fúngico, na 

proporção 1:2 com os fármacos na placa, resultando em uma concentração fúngica 

final de 0,5-2,5x105 UFC/mL. As microplacas foram incubadas por 24h a 35ºC. 

A CIM foi definida como a menor concentração de fármaco capaz de inibir 

o crescimento fúngico total (para nitroxolina), inibir o crescimento em 90% (para 

anfotericina B) e em 50% (para fluconazol e caspofungina), quando comparado com 

o controle de crescimento (controle positivo), através da leitura visual e em leitora de 

microplacas (Kasuaki, comprimento de onda de 450nm), segundo os pontos de corte 

contidos no documento do BrCAST (2020). 
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𝐶𝐼𝑀 = 𝖥1 − ( 𝐴𝐵𝑆 𝑝𝑜ç𝑜𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 )⎤ 𝑥 100 
⎣ 𝐴𝐵𝑆 𝑝𝑜ç𝑜𝑠 𝑛ã𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 ⎦ 

 

fármacos. 

ABS poços tratados: absorbância dos poços que foram tratados com os 

 
 

ABS poços não tratados: absorbância dos poços do controle positivo 

-crescimento fúngico. 

 
 

4.5. Ensaio de sinergismo (Checkerboard) 

O efeito das associações duplas e triplas da nitroxolina com os demais 

fármacos foi avaliado através da técnica de Checkerboard. Sendo avaliadas as 

combinações: NTX-AMB, NTX-CSP, NTX-FLC, NTX-AMB-CSP, NTX-AMB-FLC e 

NTX-CSP-FLC. Utilizou-se as concentrações de CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2. 

Os ensaios foram conduzidos em triplicata e incubados por 24h a 35ºC. Oito isolados 

foram avaliados, um de cada espécie: CA MT02, CG MT01, CH MT07, ATCC 6258, 

CL MT01, CP MT34, ATCC 750 e TAH 05. 

O efeito das combinações foi classificado através da determinação do 

índice de concentração inibitória fracionária (ICIF), definido pela seguinte equação: 

 
Combinação dupla: 

 
 

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 𝐶𝐼𝐹 + 𝐶𝐼𝐹   = 
𝐶𝐼𝑀 

𝐴 
𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝐶𝐼𝑀 

+ 𝐵 
𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜 

𝐴 𝐵 𝐶𝐼𝑀 
𝐴 
𝑠𝑜𝑧𝑖𝑛ℎ𝑜 𝐶𝐼𝑀 

𝐵 
𝑠𝑜𝑧𝑖𝑛ℎ𝑜 

 

 
Combinação tripla: 

 
 

𝐼𝐶𝐼𝐹 = 𝐶𝐼𝐹 + 𝐶𝐼𝐹   + 𝐶𝐼𝐹   = 
𝐴 𝐵 𝐶 

𝐶𝐼𝑀 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝐶𝐼𝑀 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝐶𝐼𝑀 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜 

  𝐴 + 𝐵 + 𝐶  

𝐶𝐼𝑀 
𝐴 
𝑠𝑜𝑧𝑖𝑛ℎ𝑜 𝐶𝐼𝑀 

𝐵 
𝑠𝑜𝑧𝑖𝑛ℎ𝑜 𝐶𝐼𝑀 𝑠𝑜𝑧𝑖𝑛ℎ𝑜 

𝐶 

 

 
Quando o valor de ICIF for >4, a associação é considerada antagônica, 

quando >0,5 e ≤ 4,0 (combinação dupla) ou >0,75 e ≤ 4,0 (combinação tripla) é 

considerada indiferente, e quando ≤ 0,5 (combinação dupla) e ≤ 0,75 (combinação 

tripla) considera-se sinérgica (Costa et al., 2020). 
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4.6. Inibição da formação do biofilme (IFB) 

Avaliou-se a capacidade dos fármacos e da melhor associação em inibir a 

formação de biofilme em microplacas de poliestireno de 96 poços. Os poços foram 

pré-tratados com 200μL da solução antifúngica nas concentrações de CIM, CIMx2, 

CIMx10 e CIMx20 de cada fármaco NTX: 1-160 μg/mL; AMB: 0,25-40 μg/mL; CSP: 

0,031-20 μg/mL; FLC: 0,25-2.560 μg/mL e NTX-AMB-CSP: 0,25-40, 0,031-20 e 

0,015-10 μg/mL), permanecendo por 48h a 4-8ºC. Posteriormente os fármacos foram 

retirados dos poços das microplacas e lavados com 100 μL de água destilada estéril. 

Realizou-se uma suspensão de células de cada isolado em meio TSB (Tryptic soy 

broth, InLab, São Paulo, Brasil) na concentração de 106 UFC/mL. O inóculo fúngico 

foi adicionado na placa, numa diluição de 1:10, sendo 20 μL de inóculo juntamente 

com 180 μL de meio TSB em cada poço, as placas foram incubadas a 35°C durante 

48 horas para a formação do biofilme. 

A biomassa do biofilme foi determinada segundo a técnica de Stepanović 

et al. (2007), com modificações. O sobrenadante foi aspirado, e os poços lavados 

cuidadosamente com água destilada estéril três vezes, para remover as células não 

aderentes. Fixou-se o biofilme com 150 μL de metanol (Merck; Darmstadt, Alemanha) 

por 30 minutos. O metanol foi removido, e as placas foram secadas por 30 minutos 

em temperatura ambiente. O biofilme foi corado com 150 μL de corante cristal violeta 

(Synth, São Paulo, Brasil), em concentração de 0,5% (p/v) por 30 minutos. O corante 

foi removido, e os poços lavados até a remoção do excesso de corante. Logo após, 

foi adicionado 150 μL de etanol 95% (Merck, Darmstadt, Alemanha) para ressuspender 

o corante, por um período de 30 minutos. 100 μL foram transferidos para outra 

microplaca de poliestireno de 96 poços e prosseguiu-se a leitura. 

A leitura foi realizada na Leitora de Microplacas (Kasuaki), em comprimento 

de onda de 450 nm. Através da média das absorbâncias obtidas nas diferentes 

concentrações dos fármacos, determinou-se as concentrações capazes de inibir a 

formação do biofilme em 50% e 90%, representadas como IFB50 e IFB90, 

respectivamente. O percentual de inibição foi determinado através da relação com o 

controle não tratado, conforme a fórmula abaixo (Reginatto et al., 2020). 

𝐼𝐹𝐵 = 𝖥1 − ( 𝐴𝐵𝑆 𝑝𝑜ç𝑜𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 )⎤ 𝑥 100 
⎣ 𝐴𝐵𝑆 𝑝𝑜ç𝑜𝑠 𝑛ã𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 ⎦ 
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fármacos. 

ABS poços tratados: absorbância dos poços que foram tratados com os 

 
 

ABS poços não tratados: absorbância dos poços do controle positivo 

-crescimento fúngico. 

 
 

4.7. Remoção do biofilme (RB) 

Avaliou-se a capacidade dos fármacos de remover o biofilme pré-formado 

em microplaca de poliestireno de 96 poços. Realizou-se uma suspensão de células 

de cada isolado em meio TSB na concentração de 106 UFC/mL. O inóculo fúngico foi 

adicionado na placa, numa diluição de 1:10, sendo 20 μL de inóculo juntamente com 

180 μL de meio TSB em cada poço, as placas foram incubadas a 35°C durante 48 

horas para a formação do biofilme. O sobrenadante foi aspirado, e os poços lavados 

cuidadosamente com água destilada estéril três vezes, para remover as células não 

aderentes. Os poços foram tratados com 200μL da solução antifúngica nas 

concentrações de CIM, CIMx2, CIMx10 e CIMx20 de cada fármaco (NTX: 1-160 

μg/mL; AMB: 0,25-40 μg/mL; CSP: 0,031-20 μg/mL; FLC: 0,25-2.560 μg/mL e 

NTX-AMB-CSP: 0,25-40, 0,031-20 e 0,015-10 μg/mL), permanecendo por 24h a 35ºC. 

A biomassa do biofilme foi avaliada de acordo com a técnica descrita por 

Stepanović et al. (2007), com modificações. O sobrenadante foi aspirado, e os poços 

lavados cuidadosamente com água destilada estéril três vezes, para remover as 

células não aderentes. Fixou-se o biofilme com 150 μL de metanol (Merck; Darmstadt, 

Alemanha) por 30 minutos. O metanol foi removido, e as placas foram secas por 30 

minutos em temperatura ambiente. O biofilme foi corado com 150 μL de corante cristal 

violeta (Synth, São Paulo, Brasil), em concentração de 0,5% (p/v) por 30 minutos. O 

corante foi removido, e os poços lavados até a remoção do excesso de corante. Logo 

após, foi adicionado 150 μL de etanol 95% (Merck, Darmstadt, Alemanha) para 

ressuspender o corante, por um período de 30 minutos. 100 μL foram transferidos 

para outra placa microplaca de poliestireno de 96 poços e prosseguiu-se a leitura. 

A leitura foi realizada na Leitora de Microplacas (Kasuaki), em comprimento 

de onda de 450 nm. Através da média das absorbâncias obtidas nas diferentes 

concentrações dos fármacos, determinou-se as concentrações capazes 
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de remover o biofilme pré-formado em 50% e 90%, representadas como RB50 e RB90, 

respectivamente. O percentual de inibição foi determinado através da relação com o 

controle não tratado, conforme a fórmula abaixo (Reginatto et al., 2020). 

𝑅𝐵 = 𝖥1 − ( 𝐴𝐵𝑆 𝑝𝑜ç𝑜𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 )⎤ 𝑥 100 
⎣ 𝐴𝐵𝑆 𝑝𝑜ç𝑜𝑠 𝑛ã𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 ⎦ 

 

fármacos. 

ABS poços tratados: absorbância dos poços que foram tratados com os 

 
 

ABS poços não tratados: absorbância dos poços do controle positivo- 

crescimento fúngico. 

 
 

4.8. Suscetibilidade do biofilme (CIMB) 

A capacidade dos fármacos em matar as células presentes no biofilme pré-

formado foi avaliada. Esta técnica visa avaliar a redução da viabilidade celular do 

biofilme aderido à microplaca. Realizou-se uma suspensão de células de cada isolado 

em meio TSB na concentração de 106 UFC/mL. O inóculo fúngico foi adicionado na 

placa, numa diluição de 1:10, sendo 20 μL de inóculo juntamente com 180 μL de meio 

TSB em cada poço, as placas foram incubadas a 35°C durante 48 horas para a 

formação do biofilme. O sobrenadante foi aspirado, e os poços lavados 

cuidadosamente com água destilada estéril três vezes, para remover as células não 

aderentes. Os poços foram tratados com 200 μL da solução antifúngica nas 

concentrações de CIM, CIMx2, CIMx10 e CIMx20 de cada fármaco (NTX: 1-160 

μg/mL; AMB: 0,25-40 μg/mL; CSP: 0,031-20 μg/mL; FLC: 0,25-2.560 μg/mL e 

NTX-AMB-CSP: 0,25-40, 0,031-20 e 0,015-10 μg/mL), permanecendo por 24h a 35ºC. 

O sobrenadante foi aspirado, e os poços lavados cuidadosamente com água destilada 

estéril três vezes, para remover as células não aderentes. 

A inibição do biofilme pré-formado foi estimada utilizando-se o corante vital 

MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazólio, concentração de 0,5 

mg/mL. A coloração ocorre através da atividade de desidrogenases mitocondriais, 

presentes apenas em células metabolicamente viáveis, que irão clivar o anel de 

tetrazólio, reduzindo o sal MTT e formando cristais insolúveis de formazan E,Z-1-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan (Traba e Liang, 2011; Pippi et al., 2017). Sendo 

assim, foi adicionado 150 μL de MTT nos poços e incubados durante 3h a 35ºC. O 

corante foi retirado e os cristais de formazan foram extraídos com a 
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adição e homogeneização de 150 μL de álcool isopropílico. Após um repouso de 5 

minutos, 100 μL foram transferidos para outra microplaca e prosseguiu-se a leitura. 

A leitura foi realizada na Leitora de Microplacas (Kasuaki), em comprimento 

de onda de 450 nm. Através da média das absorbâncias obtidas nas diferentes 

concentrações dos fármacos, determinou-se as concentrações capazes de reduzir 

a atividade metabólica em 50% e 90%, representadas como CIMB50 e CIMB90, 

respectivamente. O percentual de redução da atividade metabólica foi determinado 

através da relação com o controle não tratado, conforme a fórmula abaixo (Reginatto 

et al., 2020). 

𝐶𝐼𝑀𝐵 = 𝖥1 − ( 𝐴𝐵𝑆 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑒 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 )⎤ 𝑥 100 
⎣ 𝐴𝐵𝑆 𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑒 𝑛ã𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 ⎦ 

 

fármacos. 

ABS biofilme tratado: absorbância dos poços que foram tratados com os 

 
 

ABS biofilme não tratado: absorbância dos poços do controle positivo- 

formação de biofilme. 

 
 

4.9. Análise estatística dos dados 

As análises estatísticas foram realizadas através de ANOVA One way 

seguido pelo teste Tukey de comparações múltiplas (software GraphPad Prism; 

versão 8.0), em que p <0,05 será considerado estatisticamente significante. 

 
5. RESULTADOS 
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7. CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que: 

● A nitroxolina apresentou potencial antifúngico frente às leveduras dos 

gêneros Candida e Trichosporon; 

● As CIM’s para nitroxolina foram baixas (0,5–8 μg/mL), sendo o fármaco 

eficaz em concentrações pequenas para os gêneros Candida e Trichosporon; 

● Dentre as combinações de nitroxolina com os antifúngicos, a melhor 

associação encontrada foi NTX-AMB-CSP, a qual apresentou potencial sinérgico para 

a maioria das cepas avaliadas; 

● Nenhuma combinação avaliada apresentou antagonismo, portanto seu 

uso combinado não traria prejuízos em relação à ação dos fármacos individualmente; 
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● A nitroxolina e a sua combinação NTX-AMB-CSP apresentaram 

excelente potencial antibiofilme, possuindo ação na inibição da sua formação, bem 

como remoção do biofilme pré-formado e sobre a redução da atividade metabólica 

celular; 

● O fármaco nitroxolina apresenta potencial como uma alternativa na 

prevenção e remoção de biofilmes em dispositivos médicos, possuindo ação 

antifúngica e antibacteriana; 

Por fim, conclui-se que nossos resultados são satisfatórios e de grande 

relevância, e sugerem uma nova alternativa terapêutica frente às infecções causadas 

por Candida spp. e Trichosporon spp. Entretanto, estudos complementares avaliando 

o comportamento in vivo da nitroxolina e da associação NTX-AMB-CSP frente a esses 

gêneros fúngicos e a seus biofilmes são necessários para que se possa prospectar 

tais fármacos como uma nova alternativa terapêutica na prevenção da formação de 

biofilme em dispositivos médicos. 

 
8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Como citado neste estudo, as infecções fúngicas tornaram-se um problema 

de saúde pública mundial, principalmente devido à seleção de isolados resistentes e 

às limitações impostas pelos tratamentos antifúngicos atuais. A prospecção de novos 

agentes com ação antifúngica e antibiofilme é extremamente necessária para 

contornar tal problemática, juntamente à a associação e reposicionamento de 

fármacos, exemplos de algumas estratégias que podem ser utilizadas. Neste estudo, 

a nitroxolina e sua associação com anfotericina B e caspofungina, demonstram forte 

potencial como possíveis candidatos a novas terapias para o tratamento de infecções 

e biofilmes causadas pelos gêneros Candida e Trichosporon. Portanto, é necessário 

elucidar e explorar o potencial desse fármaco em estudos futuros, tais como: 

 
Avaliar perfil de toxicidade da combinação NTX-AMB-CSP através de 

testes in vivo utilizando-se animais mamíferos; 

Avaliar a eficácia da nitroxolina e da combinação em modelo de infecção in 

vivo com Drosophyla melanogaster infectadas com Candida spp. e Trichosporon spp.; 
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Avaliar o espectro de ação da nitroxolina e combinação frente a fungos 

dermatofíticos e filamentosos de interesse clínico; 

Avaliar a capacidade da nitroxolina e combinação em inibir e remover o 

biofilme fúngico em diferentes materiais e dispositivos médicos; 
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