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RESUMO 

A resistência aos antifúngicos em casos de candidíase vulvovaginal (CVV) afeta cada 

vez mais mulheres mundialmente, sendo uma recorrência em consultas ginecológicas. A 

necessidade de novas terapias eficazes e a dificuldade em introduzir antifúngicos no 

mercado farmacêutico, torna a combinação de fármacos uma estratégia terapêutica 

rápida e interessante para solucionar tal problema. O presente estudo tem como objetivo 

avaliar a associação da nimesulida, um anti-inflamatório não-esteroidal, com 

antifúngicos utilizados em tratamentos tópicos para candidíase vaginal (cetoconazol e 

nistatina). Secundariamente, nós relacionamos o perfil de suscetibilidade de isolados 

clínicos provenientes de unidades básicas de saúde do sul do Brasil. A metodologia de 

microdiluição em caldo foi utilizada para os testes de suscetibilidade, e o método de 

Checkerboard foi usado para avaliar o efeito sinérgico da nimesulida com os 

antifúngicos. Altas porcentagens de isolados resistentes aos antifúngicos testados foram 

observadas: 75% dos isolados foram resistentes ao fluconazol e 36,1% ao itraconazol, 

bem como 22,2% apresentaram baixa suscetibilidade ao cetoconazol e 55% à nistatina A 

associação da nimesulida e cetoconazol demonstrou efeito sinérgico para 62,5% dos 

isolados de Candida spp. testados, incluindo isolados de C. albicans, C. glabrata e C. 

tropicalis. Por outro lado, a associação de nimesulida e nistatina resultou em 100% de 

indiferença.     

Palavras-chave: resistência antifúngica, sinergismo, nimesulida, cetoconazol, nistatina 

candidíase.  



INTRODUÇÃO 

 A candidíase vulvovaginal (CVV) é uma infecção oportunista causada pelo 

crescimento descontrolado de leveduras do gênero Candida trato genital feminino 

(Alizadeh M et al., 2017), sendo favorecida em indivíduos imunocomprometidos e 

quando há alterações na microbiota vaginal (Smeekens et al., 2013). A CVV afeta 

milhões de mulheres e é a causa mais comum de vaginite aguda na Europa, nos Estados 

Unidos e em alguns países tropicais (Paiva et al., 2012). Estima-se que 

aproximadamente 75% das mulheres em idade fértil são acometidas ao longo da vida e 

5% delas apresentam candidíase vulvovaginal recorrente (CVVR), manifestando 

episódios sintomáticos 4 (quatro) ou mais vezes ao ano (Zhai et al., 2018). 

 Estudos demonstram que C. albicans é a espécie mais frequente, sendo 

responsável por 50-60% das CVV (Gunther et al., 2014; Bitew e Abebaw, 2018). 

Porém, as espécies não-albicans estão emergindo, especialmente nos episódios 

recorrentes, demonstrando uma situação preocupante devido à alta resistência desses 

micro-organismos aos antifúngicos (Basso Rangeli et al., 2012; Leal et al., 2016; 

Brandolt et al., 2017). A subjetividade dos sintomas e o grande desconforto causado aos 

pacientes levam ao uso descontrolado de antifúngicos sem o devido diagnóstico; esse 

uso indiscriminado contribui para a emergência de micro-organismos resistentes à 

terapia antifúngica (Santos et al., 2005; Izquierdo et al., 2015).   

 Devido ao crescente isolamento de cepas resistentes e à dificuldade de introduzir 

novos antifúngicos no mercado farmacêutico, a combinação de medicamentos torna-se 

uma estratégia terapêutica interessante (Fuentefria et al., 2018). O uso de anti-

inflamatórios não-esteroidais (AINEs), como nimesulida, já vem sendo utilizado por 

alguns prescritores para amenizar os sintomas da candidíase (Costa-de-Oliveira et al., 

2015; Sharma et al., 2015). A nimesulida é um inibidor seletivo das enzimas que 

sintetizam as prostaglandinas, as ciclooxigenases (COX), preferencialmente a COX-2. 

Além desse principal mecanismo de ação, possui outras propriedades bioquímicas 

responsáveis pela ação terapêutica. Dentre elas, inibição dos radicais tóxicos de 

oxigênio, diminuição da secreção de enzimas, como também a diminuição da liberação 

de histaminas (Araujo, 2012). 

 Tendo como base tais informações, o presente estudo busca analisar a ação 

antifúngica do fluconazol, itraconazol, cetoconazal, nistatina e nimesulida sobre 



isolados de Candida spp. de origem cervico-vaginais. Ainda, com o objetivo de 

evidenciar o uso de anti-inflamatórios como tratamento complementar à terapia 

antifúngica, nós avaliamos a ação antifúngica da associação de nimesulida com 

cetoconazol e nistatina.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Isolados Fúngicos: 

 Um total de 36 isolados clínicos de Candida spp. foram incluídos nesse estudo. 

Os isolados são provenientes de coletas cérvico-vaginais e estão armazenados no 

Departamento de Análises da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, Porto Alegre, RS. As espécies foram identificadas previamente pela 

técnica de microcultivo em lâmina e através de semeadura em ágar cromogênico 

(CHROMagarTM
, Difco). Antes dos experimentos, todos os isolados foram repicados em 

ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol ((HIMEDIA) e incubados a 35°C por 24 h.  

 

Antifúngicos e Anti-inflamatórios: 

 As soluções estoques de antifúngicos foram preparadas conforme preconizado 

pelo protocolo M27-A3 da Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008).  

Soluções estoque de fluconazol foram preparadas em água destilada, e soluções estoque 

de itraconazol, cetoconazol e nistatina, bem como a solução estoque do anti-

inflamatório nimesulida, foram preparadas em dimetilsulfóxido (DMSO; Nuclear, 

Brazil). Para os testes, os fármacos foram diluídos em meio RPMI 1640 (Roswell Park 

Memorial Institute 1640; Sigma-Aldrich, EUA) tamponado com MOPS (ácido 

morfolinopropanosulfônico; Sigma-Aldrich) e ajustado para pH 7, a fim de obter uma 

concentração máxima de 1% de DMSO.  

 

  

 

 

 



Teste de suscetibilidade: 

 Os testes de suscetibilidade aos antifúngicos frente aos 36 isolados foram 

realizados através do método de microdiluição em caldo de acordo com as normas de 

padronização publicadas no documento M27-A3 da CLSI (CLSI, 2008). Diluições 

seriadas foram realizadas com meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA), obtendo-se as 

seguintes faixas de concentrações teste: 64 – 0,125 µg/mL (fluconazol e nistatina), 16 – 

0,0312 µg/mL (cetoconazol e itraconazol) e 256 – 0,5 µg/mL (nimesulida). As 

concentrações inibitórias mínimas (CIM) foram definidas como as menores 

concentrações em que não se observou crescimento visível (nistatina) ou que se 

observou diminuição de 50% (azóis e nimesulida) do crescimento em 48 horas. Os 

critérios de definição de suscetibilidade ao fluconazol e itraconzaol foram definidos 

conforme a CLSI M27-A3 (CLSI, 2008) levando em consideração as atulizações 

publicadas no documento M27-S4 (CLSI, 2012). Para o cetoconazol e nistatina, os 

critérios de suscetibilidade foram estabelecidos conforme estudos anteriores (Isham & 

Ghannoum, 2010; Diaz et al. 2016).  

 

 Avaliação da associação da nimesulida com antifúngicos pelo ensaio Checkerboard: 

A interação da nimesulida com cetoconazol e nistatina foi analisada em 8 isolados 

de Candida spp. através do método checkerboard (Johnson et al. 2004). O ensaio 

permitiu avaliar 49 diferentes combinações entre o anti-inflamatório e os agentes 

antifúngicos. Os experimentos foram realizados em duplicata e incubados a 35 °C por 

48 h. O efeito das combinações foi classificado pela determinação do índice de 

concentração inibitória fracionada (ICIF), expresso como a soma das concentrações 

inibitórias fracionadas (CIF), conforme definido pela seguinte equação: 

ICIF = CIFA + CIFB = (CIMA em combinação)/(CIMA testado sozinho) + (CIMB em 

combinação)/(CIMB testado sozinho) 

onde CIMA e CIMB são os CIMs do agente antifúngico e do antiinflamatório, 

respectivamente (Mukherjee et al, 2005). Sinergismo foi definido quando ICIF ≤ 0,5, 

indiferença quando 0,5 < ICIF≤ 4 e antagonismo quando ICIF > 4 (Johnson et al., 

2004). 

 

 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 A espécie de Candida mais frequentemente isolada de coletas vaginais é a C. 

albicans, correspondendo a aproximadamente 55% dos casos com sintomas clínicos 

(Gunther et al, 2014; Bitew and Abebaw, 2018). Entretanto, a emergência de espécies 

não-albicans e a relação dessas espécies com maiores incidências de resistência aos 

antifúngicos estão mudando a etiologia da candidíase (Leal et al, 2016). Das 36 

amostras de Candida spp. avaliadas neste estudo, 36,1% foram de C. albicans, não 

correspondendo aos estudos epidemiológicos relatados na literatura (Zhai et al, 2018; 

Gunther et al, 2014; Leal et al, 2016; Bitew and Abebaw, 2018). Das espécies não-

albicans a mais frequente foi a C. glabrata (27,7%), seguida de C. krusei (16,6%), C. 

tropicalis (8,3%), C. parapsilosis (8,3%) e C. guilliermondii (2,7%).  

 Estes isolados apresentaram suscetibilidade variável aos antifúngicos. As CIMs 

variaram de 1 a > 64 µg/mL para fluconazol, de 0,03 a > 16 µg/mL para cetoconazol, de 

0,25 a > 16 µg/mL para itraconazol e de 2 a 8 µg/mL para nistatina. Em relação à 

nimesulida, nenhum isolado foi sensível a esse anti-inflamatório (CIM > 256 µg/mL). 

Os resultados dos testes de suscetibilidade para todos os fármacos avaliados estão 

representados na tabela1. 



Tabela 1. Valores de concentrações inibitórias mínimas (CIM) do fluconazol (FLC), 

cetoconazol (CEC), itraconazol (ITC) e nimesulida (NMS) frente isolados de Candida 

spp. 

      ESPÉCIE 

 

ISOLADO 

 CIM (µg/mL) 
 

  FLC ITC CEC NIT NMS 
  CA06  16* 0,5 16* 4* >256 

  CA07  >64* 0,5 16* 8* >256 

  CA09  32* 0,5 0,125 2 >256 

  CA10  16* 0,5 0,125 2 >256 

  CA11  16* 1* NR 4* >256 

  CA12  16* 0,5 NR 4* >256 

C. albicans  CA13  32* 1* NR 4* >256 

(n=13)  CA14  16* 1* 0,03 4* >256 

  CA15  8* >16* >16* 4* >256 

  CA16  4 >16* >16* 2 >256 

  CA17  8* >16* >16* 2 >256 

  CA18  >64* >16* >16* 4* >256 

  CA19  8* 0,5 4 2 >256 

  CG02  >64* 0,5 2 2 >256 

  CG04  16 1* 2 2 >256 

  CG07  16 0,5 0,25 4* >256 

  CG08  1 0,25 0,5 2 >256 

C. glabrata  CG09  >64* >16* 4 2 >256 

(n=10)  CG13  2 0,5 0,125 2 >256 

  CG15  2 0,5 0,125 2 >256 

  CG17  >64* 1* 8 2 >256 

  CG18  >64* 1* 32* 2 >256 

  CG20  0,5 0,25 0,03 2 >256 

C. guilliermondii 

(n = 1) 

 
CGUI01  8 0,5 1 2 >256 

  CK01  >64* 0,5 1 4* >256 

  CK02  >64* 0,25 0,5 2 >256 

  CK03  16* 0,25 0,03 4* >256 

C. krusei  CK04  >64* 0,5 1 8* >256 

(n=6)  CK06  8* 0,5 0,06 4* >256 

  CK12  16* 0,5 0,03 4* >256 

  CP01  4 0,125 0,03 4* >256 

C. parapsilosis  CP04  >64* 0,25 0,03 4* >256 

(n=3)  CP11  8* 0,25 0,06 4* >256 

  CT01  >64* 4* >16* 4* >256 

C. tropicalis  CT03  16* 0,5 0,25 4* >256 

(n=3)  CT04  >64* 1* 0,25 4* >256 

NR = Não realizado; *Resistentes ou cepas com baixa suscetibilidade. 



 Pode-se observar que 75% dos isolados foram resistentes ao fluconazol e 25% 

foram sensíveis dose-despendente. Nenhum dos isolados foi sensível a esse antifúngico. 

Em relação ao itraconazol e cetoconazol, 36,1% e 22,2% dos isolados foram resistentes, 

respectivamente. Ainda, aproximadamente 55% dos isolados de Candida spp. tiveram 

baixa suscetibilidade à nistatina, um antifúngico poliênico. Santos et al. (2005). 

encontraram ampla sensibilidade de C. albicans ao fluconazol, e as espécies não-

albicans  foram totalmente resistentes em pacientes com candidíase vulvovaginal 

recorrentes. Estudo realizado por de Feng et al. (2018) mostrou que  38,71%  dos 

isolados de Candida spp. foram resistentes ao itraconazol. Já em estudo realizado por 

Pérez et al. (2016), todos os isolados de Candida testados foram suscetíveis à nistatina.  

 Atualmente, o tratamento para candidíase vulvovaginal se apoia na utilização de 

nistatina e derivados azólicos orais ou tópicos. Em casos de candidíase recorrente, 

impõe-se inicialmente regime de supressão com dose prolongada de antifúngico oral ou 

qualquer azólico tópico por sete a 14 dias, como o cetoconazol (Feuerschuette et al., 

2010). Porém, como demonstrado aqui, isolados clínicos resistentes são frequentemente 

encontrados. A solução mais imediata para contornar tais problemas de resistência 

talvez seja a associação entre fármacos com o objetivo de potencializar a ação na clínica 

(Carillo-Muñoz et al., 2014). A investigação da eficácia de AINEs em combinação com 

antifúngicos tem mostrado grande valor na tentativa de combater a resistência 

microbiana (Yücesoy et al. 2000; Zhang et al., 2014). Para investigar o efeito sinérgico 

de nimesulida com cetoconazol e nistatina, foram selecionados isolados que 

apresentaram resistência ou baixa suscetibilidade aos antifúngicos testados. As CIMs da 

combinação, o ICIF e o tipo de interação obtidos no ensaio do checkerboard são 

demonstrados na tabela 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 2. Suscetibilidade in vitro de Candida spp. a nimesulida (NMS) combinada com 

cetoconazol (CEC) e nistatina (NIT).  

                          NMS + CEC             NMS + NIT 

 ISOLADO              CIM da associação (µg/mL)             CIM da associação (µg/mL) 

 

 

   

NMS 

  

CEC    ICIF       Interação 

 

 NMS  NIT  ICIF Interação 

 C. albicans CA07  4 2 0,13 SIN  256 2 0,75 IND 

 C. albicans CA18  32 2 0,09 SIN  4 4 1 IND 

 C. glabrata CG09  32 1 0,31 SIN  4 2 1 IND 

 C. glabrata CG18  4 2 0,07 SIN  4 4 1 IND 

 C. krusei CK01  256 0,25 1 IND  4 8 1 IND 

 C. krusei CK04  256 0,5 1 IND  4 8 1 IND 

 C tropicalis CT01  16 0,5 0,06 SIN  4 4 1 IND 

 C tropicalis CT04  4 0,25 1 IND  4 4 1 IND 

ICIF: índice de concentração inibitória fracionada; SIN: sinergismo; IND: indiferença. 

 Através da análise dos dados podemos observar que a associação de cetoconazol 

e nimesulida resultou predominantemente em interação sinérgica, sendo esse efeito 

observado em 62,5% dos isolados de Candida spp. A associação obteve resultados 

relevantes para os dois isolados de C. glabrata e C. albicans testados, bem como para 

um dos isolados de C. tropicalis. Os isolados de C. krusei não demonstraram maior 

suscetibilidade frente à combinação.  Por outro lado, a nistatina associada à nimesulida 

resultou em 100% de indiferença. Antagonismo não foi detectado em ambas as 

combinações. Tais resultados corroboram com estudos realizados por Yücesoy et al. 

(2000), onde verificou-se atividade sinérgica da combinação de fluconazol com outros 

AINEs, tais como salicilato de sódio, tenoxicam e diclofenaco sódico. Costa-de-oliveira 

et al. (2015) e Sharma et al. (2015) também constataram que a associação do AINE 

ibuprofeno com fluconazol é uma boa alternativa terapêutica para a reversão da 

resistência de espécies de Candida spp. 

 Durante a infecção, a presença de antígenos fúngicos levam à síntese de 

prostaglandinas, cuja cascata é ativada pelas COX, as quais são responsáveis pelo 

mecanismo da inflamação (Tsitsigiannis et al., 2005). O gênero Candida é capaz de 

produzir enzimas similares à COX dos mamíferos, as quais interferem no metabolismo 

fúngico, aumentam a transição de levedura para o estado hifal e contribuem para a 

virulência (Noverr et al., 2001). Sendo assim, a administração concomitante de 

inibidores das COX, como AINEs, com antifúngicos pode ser uma alternativa eficaz na 

terapia da candidíase. Desse modo, a utilização da nimesulida pode ter potencializado a 

ação do cetoconazol por bloqueio do crescimento fúngico e prevenção da transição para 



o estado hifal, fator importante para a instalação da infecção. Além disso, há também as 

vantagens anti-inflamatórias desse fármaco em relação às manifestações clinicas da 

doença e, portanto, melhores resultados in vivo podem ser alcançados (Ashrafet al. 

2015; Zhang et al., 2014). 

 

CONCLUSÃO 

 Os dados obtidos, bem como o levantamento bibliográfico realizado, sugerem 

que os AINES têm papel importante e promissor no controle das infecções fúngicas 

ocasionadas por espécies de Candida spp.  No presente estudo os resultados 

demonstraram que a combinação de nimesulida com cetoconazol pode ser útil para o 

tratamento de candidíase vulvovaginal, especialmente aquelas causadas por cepas 

resistentes aos azóis. No entanto, trabalhos pré-clínicos adicionais e estudos in vivo são 

necessários para definir seu uso clínico. 
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