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Vega Chacón YDP. Susceptibilidade de Candida albicans resistente a fluconazol ao 

efeito fotodinâmica e inibidores dos sistemas de efluxo [Dissertação de Mestrado]. 

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 

RESUMO 

Um dos principais mecanismos de resistência microbiana são os sistemas de 
efluxo, que transportam medicamentos antimicrobiano para fora da célula. A eficácia 
de alguns agentes de inibição dos sistemas de efluxo tem sido reportada para reverter 
a resistência microbiana e também para potencializar as terapias antimicrobianas. Além 
disso, métodos alternativos aos agentes antimicrobianos convencionais têm sido 
investigados, como a Terapia Fotodinâmica antimicrobiana (aPDT). O objetivo desse 
estudo foi avaliar in vitro o efeito da aPDT e de dois inibidores de sistemas de efluxo 
microbiano (curcumina e verapamil) na resistência à inativação de C. albicans. Foram 
utilizadas duas cepas de C. albicans, uma susceptível (CaS) e outra resistente (CaR) a 
fluconazol. Os parâmetros de inativação fúngica foram determinados submetendo-se 
culturas planctônicas de ambas as cepas à curcumina, ao verapamil, ao fluconazol e 
também à aPDT (mediada pela curcumina 40 μM (14,73 μg/mL) e luz de LED azul de 
≅455 nm a 5,28 J/cm2). As duas cepas foram cultivadas e tratadas associando-se os 
agentes de inibição do efluxo ao fluconazol em concentrações não letais.  Os dados de
UFC/mL foram analisados pelos testes paramétricos t de Student, ANOVA/Welch e 
post-hoc de Games-Howell e pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney (α=0,05; 
n=12). Os resultados demostraram que aPDT promoveu uma redução significativa 
(p<0,001) de 4,5 e 4,42 log10 para CaS e CaR, respectivamente. Para CaS, os valores 
de Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) de fluconazol, curcumina e verapamil 
foram de 0,5 μg/mL, 20 μM (7,37 μg/mL) e 4 mg/mL (4.000 μg/mL), respectivamente; 
as quais promoveram reduções ≥ 1,4 log10 nas concentrações ≥ CIM (p≤0,045). Para 
CaR, fluconazol e verapamil apresentaram valores de CIM de 128 μg/mL e 4 mg/mL 
(4.000 μg/mL), respectivamente; a curcumina não reduziu a viabilidade de CaR, ao 
passo que redução significativa ≥ 1,74 log10 foram observadas para verapamil e 
fluconazol ≥ CIM (p<0,001). A associação sub-CIM de verapamil + fluconazol de 2 
mg/mL (2.000 μg/mL) + 0,25 μg/mL, respectivamente, para CaS e 2 mg/mL (2.000 
μg/mL) + 64 μg/mL, respectivamente, para CaR mostrou uma redução (p<0,001) maior 
para CaR de 4,08 log10 em comparação com CaS (p<0,001, 0,59 log10). A associação 
de curcumina + fluconazol de 10 μM (2,68 μg/mL) + 0,25 μg/mL, respectivamente, para 
CaS e 40 μM (14,73 μg/mL) + 64 μg/mL, respectivamente, para CaR promoveu redução 
maior para CaR (p<0,001) de 2,28 log10 do que para CaS (p<0,001) de 1,58 log10. A 
associação de curcumina, verapamil e fluconazol nessas mesmas concentrações 
resultou em uma redução (p<0,001) de 0,77 log10 para CaS e de 2,86 log10 e para CaR. 
Concluiu-se que a aPDT reduziu tanto a viabilidade de CaS como a de CaR. O 
verapamil e a curcumina reverteram a resistência de C. albicans ao fluconazol em 
culturas planctônicas, tendo um efeito inibitório maior para CaR do que para CaS.  

Palavras chaves: Proteínas de membrana transportadoras. Candidíase. Resistência 
microbiana á medicamentos. Antifúngicos. Fotoquimioterapia. 
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ABSTRACT 

One of the major mechanisms of microbial resistance is the efflux systems, or 
efflux pumps, present in the plasma membrane of microorganisms that carry an 
antimicrobial drug out of the cell. The efficacy of some inhibitors of efflux systems has 
been reported to reverse microbial resistance, including C. albicans, and also to 
potentiate antimicrobial therapies. In addition, alternative methods to conventional 
antimicrobial agents have been investigated, such as antimicrobial Photodynamic 
Therapy (aPDT). The objective of this study was to evaluate in vitro the effect of aPDT 
and two inhibitors of microbial efflux systems (curcumina and verapamil) on the 
resistance to inactivation of C. albicans. For this, two strains of C. albicans, one 
susceptible (CaS) and another resistant (CaR) to fluconazol were used. Fungal 
inactivation parameters were determined by subjecting planktonic cultures of both 
strains to curcumina, verapamil, fluconazol, and also aPDT (mediated by curcumin at 
40 μM (14.73 μg/mL) and blue LED light of ≅455 nm and 5.28 J/cm2). These strains 
were then cultured and treated associating one of the efflux inhibitors with fluconazole 
using non-lethal concentrations. For the statistical analysis, the normality and the 
homogeneity of variances were evaluated by the Shapiro-Wilk and Levene tests, 
respectively. Data were analyzed by Student's t-tests, Welch-corrected ANOVA and 
Games-Howell post-hoc and Mann-Whitney non-parametric test (α = 0.05) (n = 12). 
aPDT promoted a significant reduction (p<0.001) of 4.5 log10 for CaS and 4.42 log10 for 
CaR. For CaS, the values of Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of fluconazole, 
curcumin and verapamil were 0.5 μg/mL, 20 μM (7.37 μg/mL) and 4 mg/mL (4000 
μg/mL), respectively; which promoted reductions of ≥ 1.4 log10 at concentrations ≥ MIC 
(p≤0,045). For CaR, fluconazole and verapamil showed MIC values of 128 μg/mL and 
4 mg/mL (4000 μg/mL), respectively; curcumin did not reduce the viability of CaR, 
whereas significant reduction ≥ 1.74 log10 were observed for verapamil and fluconazole 
at ≥ MIC (p<0.001). The association of verapamil + fluconazole at sub-MIC of 2 mg/mL 
(2000 μg/mL) + 0.25 μg/mL, respectively, for CaS, and 2 mg/mL (2000 μg/mL) + 64 
μg/mL, respectively, for CaR showed higher reduction (p<0.001) for CaR of 4.08 log10 
compared to CaS (p<0.001; 0.59 log10). The association of curcumin + fluconazole at 
10 μM (3.68 μg/mL) + 0.25 μg/mL, respectively, for CaS and at 40 μM (14.73 μg/mL) + 
64 μg/mL, respectively, for CaR promoted higher reduction for CaR (p<0.001) of 2.28 
log10 than for CaS (p<0.001) of 1.58 log10. The association of curcumin, verapamil, and 
fluconazole at the same concentrations showed reduction (p<0.001) of 0.77 log10 for 
CaS and 2.86 log10 for CaR. In conclusion, aPDT significantly reduced the viability of 
CaS and CaR. Verapamil and curcumin reversed the resistance of C. albicans to 
fluconazole in planktonic cultures, having a higher inhibitory effect for CaR than CaS. 

Keywords: Membrane transport proteins. Candidiasis. Drug resistance, microbial. 
Antifungal agents. Photochemotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

A candidíase bucal é a infecção fúngica mais comum que acomete os humanos 

e cujo principal fator etiológico são os fungos do gênero Candida, sendo Candida 

albicans a espécie mais prevalente1. Os fatores de risco para essa infecção incluem o 

uso de próteses dentárias, antibióticos, medicamentos imunossupressores e também 

condições sistêmicas, como diabetes, deficiências nutricionais e câncer2. C. albicans é 

um fungo oportunista que tem como fator de virulência a capacidade de alterar sua 

morfologia de levedura (forma inerte) para forma filamentosa de hifas ou pseudohifas 

(invasiva, infecciosa), conhecida como polimorfismo3. Além disso, antes do surgimento 

dos antiretrovirais, a candidíase bucal já foi considerada uma indicadora do 

desenvolvimento de Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), por afetar cerca 

de 90% dessa população4. Tem sido demonstrado que acima de 90% dos casos de 

fungemia são atribuídos às espécies de Candida, e que o número de mortes como 

resultado dessa infecção varia de 40% a quase 80% em pacientes 

imunossuprimidos5,6,7. 

O tratamento convencional da candidíase bucal envolve a utilização de 

medicamentos tópicos ou sistêmicos. Os medicamentos mais utilizados são os polienos 

(nistatina, anfotericina B), que alteram a permeabilidade da membrana fúngica, e os 

azóis que inibem a biossíntese de ergosterol, os quais podem ser divididos em 

imidazólicos (clotrimazol, miconazol e cetoconazol) e triazólicos (fluconazol e 

itraconazol)8-11. Existe também a classe de antifúngicos equinocandinas (caspofungina, 

micafungina e anidulafungina), os quais inibem a síntese do β-1,3 glucano da parede 

celular fúngica11. Os agentes tópicos, apesar de serem muitas vezes efetivos, têm sua 

concentração reduzida a valores subterapêuticos devido aos efeitos diluentes da saliva 

e à ação de limpeza da musculatura bucal. Já os medicamentos sistêmicos podem 

promover efeitos colaterais hepatotóxicos e/ou nefrotóxicos12,13, o que requer muita 

cautela em sua prescrição. Além disso, o uso indiscriminado dos agentes antifúngicos 

tem levado ao desenvolvimento de cepas resistentes.  

Clinicamente, a resistência aos antifúngicos é um conceito que descreve a falha 

de uma terapia antifúngica que resulta na persistência ou progressão da infecção13. Em 

termos laboratoriais, a resistência antifúngica é determinada pela Concentração 
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Inibitória Mínima (CIM), em que o crescimento do micro-organismo é mensurado por 

uma série de concentrações do agente antimicrobiano ao longo de um período de 

tempo definido de acordo com protocolos padrões14. A menor concentração do 

medicamento que inibe o crescimento microbiano, geralmente em 50% ou 90%, é 

definido como CIM. Atualmente, a resistência microbiana é uma ameaça mundial e uma 

das maiores preocupações da área da saúde8. 

Embora a resistência de C. albicans aos agentes polienos seja rara3 muitos 

mecanismos de resistência aos azóis têm sido reportados, como mutações genéticas 

que promovem alterações no alvo da droga, superexpressão de transportadores 

multidrogas da membrana plasmática (também denominada bombas de efluxo) e 

sinalização de vias de respostas ao estresse celular3,13,15. As bombas de efluxo ou 

sistemas de efluxo microbiano transportam de maneira ativa substâncias tóxicas para 

fora da célula e têm sido amplamente reconhecidos como os principais mecanismos de 

resistência microbiana a muitas classes de antimicrobianos3,16. Esses sistemas de 

efluxo são, na verdade, sistemas de transporte celulares responsáveis pela 

comunicação da célula com o meio ambiente, permitindo a captação de nutrientes e 

íons essenciais à célula como também a excreção de produtos finais do metabolismo 

e substâncias tóxicas à célula17. Existem duas principais classes de sistemas de efluxo 

microbiano da membrana plasmática que são clinicamente importantes: as classes de 

transportadores dependentes de energia, ou super-família de transportadores ABC (do 

inglês ATP-binding cassette), e a classe de transportadores ou super-família de maiores 

facilitadores (do inglês MFS, major facilitator superfamily)18. Foram identificados 28 

genes associados a 28 proteínas pertencentes à classe de transportadores ABC, e 95 

genes e proteínas dos transportadores MFS dos quais somente 2 (dois) estão 

relacionados ao efluxo de drogas19,20. Entretanto somente os transportadores ABC 

Cdr1p e Cdr2p e o transportador MFS Mdr1p são os principais responsáveis pela 

resistência aos azóis18,21. Apesar da importância desses sistemas de transportes para 

a viabilidade celular, a superexpressão desses sistemas acarreta em resistência 

microbiana. 

Devido aos problemas apresentados pelos tratamentos atualmente disponíveis, 

alternativas antimicrobianas têm sido pesquisadas, como a Terapia Fotodinâmica (do 

inglês, Photodynamic Therapy ou PDT)22,23 que utiliza a associação de um agente 
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fotossensibilizador (FS) a uma fonte de luz de comprimento de onda adequado. A 

interação entre o FS e a luz na presença do oxigênio resulta na produção de espécies 

reativas tóxicas, principalmente o oxigênio singleto, e radicais livres que promovem 

dano e morte celulares23,24,25. Historicamente, a associação de substâncias químicas e 

luz foi relatada no final do século XIX por Oscar Raab, o qual investigou o efeito 

antimicrobiano dos corantes eosina e acridina, na presença de luz, sobre Paramecium 

caudatu 25, e hoje a PDT tem sido utilizada no tratamento de câncer como um método 

de inativação de células neoplásicas26. Os primeiros FS utilizados (derivados da 

porfirina e corantes fenotiazínicos, como azul de toluidina e azul de metileno) são 

conhecidos como FS de primeira geração. Com intuito de se aumentar a eficácia da 

aPDT, FS mais recentes, conhecidos como de segunda e terceira geração, têm sido 

investigados, como as ftalocianinas27 e clorinas28. Além disso, compostos naturais 

como a curcumina tem mostrado um grande potencial de aplicação para fotoinativação 

fúngica, inclusive de C. albicans29,30. A curcumina é um composto fenólico 

(diferulometano) de baixo peso molecular isolado dos tubérculos da Curcuma longa L. 

e um dos componentes presente no açafrão. Tem sido demonstrado que, isoladamente, 

a curcumina já apresenta efeito antifúngico contra C. albicans31, e estudos recentes 

verificaram que esse efeito é potencializado quando a curcumina é utilizada como FS 

associada à luz29,30.  

Algumas abordagens têm sido propostas para enfrentar a resistência às drogas 

antimicrobianas mediada pelos sistemas de efluxo, as quais incluem: uso de drogas 

antifúngicas que não são substratos dos sistemas de efluxo (como equinocandinas), 

inibição do suprimento de energia e inibição farmacológica direta dos sistemas de 

efluxo32,33,34. Alguns estudos demonstraram que determinadas substâncias podem ser 

usadas para inibir as bombas de efluxo presentes na membrana plasmática fúngica, 

como a própria curcumina35 e também verapamil34,36, ibuprofeno37, farnesol38, 

monoterpenos (timol e carvacrol)39, FK506 40, unarmicinas A e C41, derivados de 

chalcona42, disulfiram43 e algumas milbemicinas44. Um desses inibidor do sistema de 

efluxo microbiano que tem sido bastante investigado é o verapamil, um bloqueador dos 

canais de cálcio pertencente à classe fenilaquilamina utilizado no tratamento de 

hipertensão45 e angina pectoris46, que tem sido empregado também para inibição das 

bombas de efluxo de espécies bacterianas32.  
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Assim, verifica-se que a utilização de inibidores dos sistemas de efluxo e a aPDT 

são métodos potenciais para o combate da resistência fúngica. Portanto, as hipóteses 

do presente estudo consideram que cepas de C. albicans susceptível e resistente à 

fluconazol (1) possam apresentar diferente susceptibilidade à aPDT mediada pela 

curcumina, e que (2) a utilização de inibidores dos sistemas de efluxo (curcumina e 

verapamil) possam potencializar a ação antifúngica do fluconazol e reverter a 

resistência fúngica. 
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7.CONCLUSÕES

➢ A aPDT mediada pela curcumina e luz LED foi efetiva para redução da

viabilidade de ambas cepas de C. albicans, as quais mostraram valores de

redução em log10 similares. Para CaS, a curcumina sozinha também promoveu

redução de viabilidade, o que não foi observado para CaR;

➢ Em culturas planctônicas, os inibidores das bombas de efluxo (verapamil e

curcumina), em concentrações sub-inibitórias, aumentaram a susceptibilidade

de ambas as cepas ao fluconazol. Esse efeito sinérgico foi maior para CaR para

ambas combinações, ou seja, houve reversão da resistência ao fluconazol,

sendo que o verapamil foi mais efetivo do que a curcumina. A associação

concomitante dos dois inibidores (verapamil e curcumina) com o fluconazol não

promoveu maior redução das cepas utilizadas.
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