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RESUMO 

As dermatofitoses ou micoses cutâneas são infecções causadas por dermatófitos, 

fungos que apresentam características morfológicas e fisiológicas especializadas. 

Apesar dos avanços na terapia antifúngica, a incidência de micoses cutâneas tem 

aumentado. Entre as várias razões para isso, duas causas merecem destaque: o 

crescente número de indivíduos imunossuprimidos, e a crescente resistência aos 

antifúngicos. Além disso, resistência a múltiplos antifúngicos tem se revelado como 

um sério problema no setor da saúde pública. Assim, este trabalho teve como objetivo 

avaliar o potencial antifúngico de duas frações purificadas de saponinas de 

Chenopodium quinoa e analisar o potencial sinérgico in vitro da associação de 

griseofulvina (GF) e terbinafina (TF) contra 23 isolados de Microsporum canis, M. 

gypseum, Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum. Os testes de susceptibilidade 

foram realizados segundo a CLSI (M38-A2), seguindo o método de microdiluição. 

Apesar de já existir relato de saponinas com atividade antifúngica, as duas frações 

purificadas das saponinas de quinoa testadas, FQ70 e FQ90, não demonstraram efeito 

inibitório sobre os fungos dermatófitos, mesmo quando combinadas com a GF e a TF.  

O sinergismo da GF com a TF baseia-se no fato de ambos antifúngicos apresentarem 

mecanismos de ação diferentes. O teste de susceptibilidade com isolados susceptíveis e 

resistentes, pelo método do checkerboard, mostrou que em 70% dos casos a 

combinação apresentou aditividade. Mais ainda, a associação de GF e TF foi capaz de 

reverter a multirresistência em dois isolados. Os dados do teste com MTT revelaram 

que o percentual de dano na hifa era maior para a combinação do que o observado com 

GF e TB isoladamente. A associação também provocou alterações evidentes na 

morfologia e na composição química do micélio, corroborando com as observações de 

dano celular in vitro. A análise por DSC e FT-IR indicam a ocorrência de interação 

molecular entre os dois antifúngicos. A formação de diferentes hábitos cristalinos, 

observada pela análise por MEV da mistura de ambos fármacos, tende a confirmar 

essa hipótese, sem descartar o surgimento de formas polimórficas. 

Palavras chave: Chenopodium quinoa, terbinafina, griseofulvina, miltirresistência, 

antifúngicos,DSC, FT-IR,  interação molecular. 



 

 

ABSTRACT 

 

Antifungal activity terbinafine, griseofulvin and saponins extracted from 

Chenopodium quinoa aganst multi-resistant isolates of dermatophytes 

 

Dermatophytoses, also called cutaneous mycoses, are infections caused by 

dermatophytes, fungi that have specialized morphological and physiological 

characteristics. In despite of the advances in the current antifungal therapy, the 

incidence of cutaneous mycoses has increased in past years. There are many 

reasons for this, but two causes deserve attention: the growing number of 

immunocompromised individuals, and resistance to antifungal agents. 

Furthermore, resistance to multiple antifungals has been considered as the major 

problem in the public health sector. This study aimed to evaluate the antifungal 

potential of two purified fractions of saponins of Chenopodium quinoa and the in 

vitro potential synergism of griseofulvin (GF) and terbinafine (TF) against 23 

isolates dermatophytes of the genera Microsporum canis, M. gypseum 

Trichophyton mentagrophytes and T. rubrum. Susceptibility tests were performed 

according to the CLSI Norm M38-A2, following the method of broth 

microdilution. Though already exists reports about the antifungal activity of 

saponins, the two saponins of purified factions from quinoa, and FQ70 FQ90, 

tested showed no inhibitory effect on dermatophyte fungi, even when combined 

with GF and TF. The synergistic potential GF and TF was postulated considering 

that both antifungal drugs act by different mechanisms of action. The test of 

susceptibility in susceptible and resistant isolates by the checkerboard method 

revealed an additive effect in that 70% of the isolates. Noteworthy, the GF-TF 

association was able to reverse the multi-drug-resistance in two isolates. In that 

case, data from the MTT test evidenced that percentage of damage of hyphae 

induced by the GF-TF association was greater than that observed in 

monotherapy. Moreover, it also caused significant alterations in the morphology 

and chemical composition of the mycelium. The analysis of the freeze-dried 

mixture of GF and FT by DSC and FT-IR allowed the detection of a manifest 

molecular interaction between the two antifungals. The formation of different 

crystal habits observed by SEM analysis of the mixture of both drugs tends to 

endorse this hypothesis, but, without confirming the occurrence of genuine 

polymorphic forms. 

Keywords: Chenopodium quinoa, terbinafine, griseofulvin, multi-drug-

resistance, antifungal, molecular interaction, DSC, FT-IR. 
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APRESENTAÇÃO 

 
De acordo com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, a presente dissertação de mestrado foi redigida na forma de 

capítulos e encontra-se organizada da seguinte forma:  

 

 Introdução e Relevância do Tema  

 Objetivos: geral e específicos  

 Referencial teórico  

 Capítulo 1: Avaliação da atividade antifúngica e sinérgica das frações de 

saponinas de Chenopodium quinoa Willd 

 Capítulo 2: Atividade sinérgica e reversão da resistência de dermatófitos 

multirresistentes à griseofulvina e terbinafina, apresentado na forma de 

encarte de artigo a ser submetido a publicação e com anexos pertinentes 

 Discussão Geral  

 Conclusões gerais  
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 Durante a última década, micoses cutâneas tornaram-se cada vez mais 

comuns, afetando aproximadamente 20-25% da população mundial 

(HAVLICKOVA et al., 2008). Entre os fatores que têm contribuído para o 

aparecimento de dermatofitoses e infecções fúngicas generalizadas, causadas por 

agentes oportunistas, cabe mencionar o aumento de pacientes em quimioterapia 

ou imunossuprimidos e infectados com HIV. Não menos importante, contudo, é a 

resistência decorrente da automedicação e do uso irracional e intensivo de 

antifúngicos intensivamente na terapia institucional, como terbinafina, 

itraconazol, cetocanazol e fluconazol (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 

2010).  

 A resistência simultânea a múltiplos fármacos antifúngicos tem se 

revelado um problema emergente e grave no setor da saúde pública. Para 

algumas dermatofitoses, especificamente, constata-se um número crescente de 

relatos de falhas terapêuticas e de tempos de tratamento cada vez mais longos. 

Igualmente, casos de recorrência, maior incidência de toxicidade e aumento dos 

custos de tratamento têm sido também objeto de relatos sobre o tema (YIN, XU ; 

LUO, 2012; BAATH, HONG; SATTAR, 2006). Nesse mesmo contexto, há 

relatos sobre o incremento de múltipla-resistência para diferentes cepas de 

bactérias e fungos não dermatófitos (ALMEIDA JÚNIOR et al., 2014; 

D'COSTA, et al., 2011; JOSEPH et al., 2010; SAHA et al., 2009). 

 Uma alternativa frequentemente utilizada para esses casos refratários é a 

terapia de combinação antifúngica (HENAO-MARTÍNEZ et al., 2013; GROLL 

et al., 2010; JOHNSON et al., 2004). Entre os regimes de combinação 

antifúngicos mais utilizados cabe destacar a estratégia de combinar terbinafina 

com itraconazol e amorolfina, em função do potencial sinergismo decorrente dos 

diferentes mecanismos de ação desses fármacos. Especificamente, itraconazol e 

amorolfina alteram a função da membrana celular, enquanto que a terbinafina 

impede a biossíntese do ergosterol, com acúmulo de metabólitos tóxicos para o 

fungo (GUPTA et al., 2013a; TAMURA et al., 2013). 
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Face ao acima apresentado, o presente trabalho visou estudar a atividade 

antifúngica da fração saponosídica de sementes de Chenopodium quinoa, além de 

também avaliar a atividade sinérgica dessas frações combinadas com a 

terbinafina ou griseofulvina. Em virtude das saponinas apresentarem a 

particularidade de formarem micelas, acreditava-se que as frações fossem 

capazes de gerar essas estruturas e assim aprimorar a atividade antifúngica 

quando associadas aos medicamentos. Provavelmente essas micelas poderiam 

proteger o fármaco dos mecanismos de resistência dos fungos, auxiliando na sua 

atividade. 

Além disso, esta dissertação destinou-se também em avaliar a o potencial 

sinérgico da associação de terbinafina e griseofulvina, mediante a testes de 

susceptibilidade de isolados clinicamente relevantes, inclusive isolados 

resistentes. Uma vez que a combinação destes antifúngicos não é relatada na 

literatura, portanto o trabalho focou em estudar o sinergismo e a potencial 

reversão da resistência (constatada em testes preliminares), sobretudo em 

dermatófitos multirresistentes.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antifúngico de duas frações de 

saponinas de Chenopodium quinoa e analisar o efeito sinérgico in vitro da associação 

de griseofulvina e terbinafina contra isolados de micoses superficiais causadas por 

espécies relevantes de dermatófitos. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 • Avaliar o perfil de susceptibilidade de isolados de micoses superficiais, 

frente a frações enriquecidas de saponinas de quinoa e dos antifúngicos griseofulvina e 

terbinafina; 

• Determinar a concentração fungicida mínima (CIM) para essas frações e 

esses fármacos sobre isolados de cada espécie; 

• Avaliar o efeito da associação entre a griseofulvina e a terbinafina contra 

isolados de dermatófitos, selecionados a partir dos valores de CIM; 

• Avaliação do efeito da associação de antifúngicos na morfologia de 

células fúngicas multirresistentes a griseofulvina e terbinafina;  

• Analisar a alteração na composição química do micélio fúngico após 

tratamento com griseofulvina e terbinafina em associação;  

• Avaliar interações físico-químicas entre griseofulvina e terbinafina por 

meio de análises de calorimetria exploratória diferencial, espectrofotometria no 

infravermelho e microscopia eletrônica de varredura, como forma de fundamentar 

mecanismos de ação que ocorrem fora da célula fúngica. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REFERENCIAL TEÓRICO



24 

 

DERMÁTOFITOS 

Os dermatófitos são fungos filamentosos hialinos e septados que compreendem 

um grupo de microorganismos com características morfológicas e fisiológicas 

especializadas, tidos como os agentes causais das denominadas tineas. Esses fungos 

possuem a capacidade de digerir a queratina da pele, cabelo e unhas, tanto em 

humanos quanto em animais, e utilizá-la como nutriente durante a instalação da 

infecção (AJELLO, 1968). Epidemiologicamente, três gêneros fúngicos predominam 

nas dermatofitoses: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (MATSUMOTO E 

AJELLO, 1987).  

O gênero Epidermophyton apresenta os macroconídios amplamente clavados 

com extremidades arredondadas e paredes tipicamente lisas e finas. Esses conídeos 

exibem um a nove septos, e normalmente são abundantes, ao contrario dos 

microconideos que são ausentes (Figura 1A). Este gênero tem apenas duas espécies 

conhecidas: E. stockdaleae e E. Floccosum, sendo a última a única considerada 

patogênica. O gênero Microsporum, apresenta macroconídios sésseis e clavados, 

geralmente dispostos ao longo das hifas isoladamente, de paredes grossas, verrucosas, 

de forma fusiforme, com 1 a 15 septos (Figura 1B). Finalmente, o gênero 

Trichophyton caracteriza-se por poucos macroconídios alongados, em forma de lápis, 

clavados, fusiformes ou cilíndricos (Figura 1C). De modo geral, esses macronídios 

apresentam paredes lisas e finas, com um a doze septos, isolados ou em grupos. 

Diferentemente dos outros dois gêneros, há abundantes microconídios, que podem ser 

globosos, piriformes, clavados ou sésseis, dispostos isoladamente ao longo dos lados 

das hifas (WEITZMAN ; SUMMERBELL, 1995; AJELLO, 1968).  

 

Figura 1. Diferenciação entre os gêneros segundo as estruturas de reprodução 

assexuada. A) Epidermophyton B) Microsporum e C) Trichophyton. 
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As espécies de dermatófitos são também divididas em zoofílicos, geofílicos ou 

antropofílicos, dependendo do seu habitat primário (AJELLO, 1968). O grupo dos 

geofílicos apresenta como característica primária a capacidade de manter sua 

viabilidade em solos ricos em resíduos de queratina humana ou animal. 

Por sua vez, os zoofílicos se adaptaram em relações de parasitismo em animais 

que mantém um contato próximo com o solo, sendo responsáveis por cerca de 30% 

das dermatofitoses humanas, provocando infecção com inflamação aguda.  

O subgrupo dos dermatófitos antropofílicos são responsáveis por 70% das 

dermatofitoses, causando infecção crônica própria de uma adaptação preferencial ao 

hospedeiro humano (BRILHANTE et al., 2005; WHITE et al., 2008). Ainda que 

apresentem uma distribuição cosmopolita, sua distribuição e perfil epidemiológico são 

influenciados por condições geoclimáticos e sociais. Os perfis epidemiológicos são 

variados, segundo fatores regionais, estacionais, de faixa etária, frequência de contato 

com animais e da exposição a locais públicos (AQUINO, CONSTANTE; BAKOS, 

2007). 

AGENTES ETIOLÓGICOS DAS MICOSES CUTÂNEAS E ASPECTOS DE 

INCIDÊNCIA  

As micoses cutâneas são as infecções fúngicas mais comuns e são causadas 

principalmente por dermatófitos. Essas infecções são restritas a camada córnea da 

epiderme, devido à incapacidade que os fungos têm de penetrar tecidos profundos e 

órgãos do hospedeiro. As micoses causadas especificamente por dermatófitos são 

denominadas de tineas ou dermatofitoses e caracterizam-se segundo o local atingido, 

por exemplo, tinea capitis (no couro cabeludo), tinea corporis (na pele glabra e 

tronco), tinea cruris (na virilha), tinea ungueal (nas unhas), tinea barbae (na barba e 

bigode), tinea manuum (na mão) e tinea pedis (nos pés) (DEI CAS E VERNES, 1986). 

Em termos de prevalência local, o número de micoses por Trichophyton rubrum 

em Porto Alegre (62,2%) foi maior do que a observada para Trichophyton 

mentagrophytes (20,3%), Microsporum canis (5,7%) e M. gypseum (1,4%) (AQUINO, 

CONSTANTE; BAKOS, 2007). Esses números corroboram trabalhos anteriores 
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realizados em Porto Alegre e interior do Rio Grande do Sul (MEZZARI, 1998). Ao 

mesmo tempo, evidenciam diferentes taxas de incidência dessas espécies em outras 

regiões da União, como no Pará e no nordeste, (SILVEIRA-GOMES et al., 2013; 

MATOS ; MARIANO, 2010) ou a prevalência de outras espécies, como M. canis em 

âmbito nacional, (NURIMAR, TIYOMI ; MARIA DA GLÓRIA, 2001), e T. 

tonsurans na Amazônia (CORTEZ et al., 2012). 

Esse perfil epidemiológico varia entre países e regiões do planeta, mostrando 

ser variável segundo a época histórica considerada. Por exemplo, a forma clinica mais 

prevalente é tinea capitis e o agente etiológico mais frequente na Europa é M. canis 

(FRANGOULIS, ATHANASOPOULOU ; KATSAMBAS, 2004), enquanto que nos 

Estados Unidos é o T. tonsurans, e não mais Microsporum spp, como relatado para o 

inicio do século XX (GHANNOUM et al., 2000; GINTER-HANSELMAYER et al., 

2007).  

MECANISMOS DA INFECÇÃO FÚNGICA  

O mecanismo de infecção por dermatófitos envolve três etapas (ESQUENAZI 

et al., 2004): 

a) rompimento da camada intacta de queratina e a superação do mecanismo de 

defesa do hospedeiro; 

b) adesão decorrente da expressão de glicoproteínas adesinas que se ligam a 

resíduos de manose e galactose na superfície das células; 

c) e início da germinação dos artroconídios favorecendo a penetração das hifas 

na pele. 

Após a instalação do fungo no extrato córneo da epiderme, esse passa a utilizar 

as macromoléculas do hospedeiro como fonte de carbono, enxofre, nitrogênio e 

fosforo, através da secreção de enzima hidrolíticas como, nucleases, lipases, proteases 

e queratinases (GIDDEY, MONOD, et al., 2007b). Esse processo enzimático é o 

maior fator de virulência e a atividade queratinolítica está intimamente ligada a 
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patogenicidade dos dermatófitos (OGAWA et al., 1998). Devido ao favorável pH 

ácido da pele, o agente patogênico expressa a síntese de proteases não especificas e 

queratinases. Entretanto, na sequência do processo, a utilização do substrato e 

conseguinte produção de aminoácidos ocorre a alcalinização do meio, favorecendo a 

atividade de queratinases com atividade ótima em pH alcalino, permitindo a 

manutenção da infecção (CERVELATTI et al., 2004) (Figura 2). 

 

Figura 2. Modelo de manutenção da infecção proposto para dermatófitos, regulada 

pela secreção de enzimas dependendo do pH do meio (Fonte: CERVELATTI et al., 

2004). 

CLASSES DE ANTIFÚNGICOS  

Os antifúngicos mais frequentemente utilizados na clinica pertencem a oito 

classes de compostos: azóis (fluconazol, cetoconazol, itraconazol, entre outros.), 

poliênicos (anfotericina B e nistatina), não poliênicos (griseofulvina), nucleosídeos 

pirimidínicos (fluocitosina), equinocandinas (caspofungina, micafungina e 

anidulafungina), alilaminas (terbinafina, butenafina e naftifina), ciclopiroxolamina, 

morfolinas (amorolfina). 
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Os azóis possuem um amplo espectro de atividade antifúngica baseado no 

bloqueio da síntese do ergosterol, inibição da atividade da enzima esterol 14-α-

demetilase, com a consequente alteração da permeabilidade da membrana celular. 

Contudo, esta classe é fungistática e as células persistentes, principalmente em 

organismos imunossuprimidos, conduzem à seleção positiva de mutantes resistentes. 

Sua toxicidade deve-se ao seu mecanismo de ação, alguns sendo hepatotóxicos 

(ODDS, BROWN; GOW, 2003; ONYEWU et al., 2003). 

Os polienos pertencem a uma classe de substâncias formadas por átomos de 

carbono com duplas ligações não saturadas em sequência, conformando uma estrutura 

cíclica complexa. Essa classe de substâncias liga-se diretamente ao ergosterol presente 

na membrana dos fungos formando poros, o que altera a permeabilidade celular, 

acarrentando assim perda de componentes citoplasmáticos e morte celular 

(GHANNOUM; RICE, 1999). Polienos possuem uma maior afinidade pelo ergosterol 

do que pelo colesterol (devido à sua conformação espacial). Apesar o predomínio 

desse primeiro esterol na composição da membrana fúngica, esta classe de 

antifúngicos também se liga ao colesterol da membrana de células humanas. Além 

disso, anfotericina B causa problemas renais, sendo utilizada preferencialmente por via 

intra-venosa ou intra-tecal. O efeito fungicida também é atribuído a danos oxidativos 

causados na célula pelo polieno (ODDS et al., 2003). 

Griseofulvina é o principal representante da classe dos antifúngicos não 

poliênicos. O seu mecanismo de ação baseia-se na inibição da divisão celular ao 

interagir com a biossíntese dos microtúbulos e rompendo o fuso mitótico. Também 

atua como um inibidor da síntese do ácido nucleico (LACAZ et al., 2002). É utilizada 

por via oral, sendo indicada quando a terapia tópica se revela insuficiente (LACAZ et 

al., 2002), a griseofulvina apresenta hepatotoxicidade moderada (KNASMMULLER 

et al., 1997).  

O antifúngico 5-fluorocitosina é um derivado fluorado da citosina, 

primariamente destinado à administração oral, em associação com a anfotericina B, no 

tratamento de candidiases e criptococoses. Este fármaco é transformado pela célula 
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fúngica em um antimetabólito da uracila, inibindo a síntese proteica e a enzima 

timidilato sintase, o que leva ao bloqueio da síntese de DNA, entretanto, o 

desenvolvimento de resistência pode ser rápido. Mostra pouca toxicidade em humanos, 

uma vez que a biotransformação em metabólitos de uracila tem pouca relevância em 

mamíferos. Contudo, os efeitos adversos mais comumente relatados incluem anemia, 

leucopenia e trombocitopenia (ODDS et al., 2003).  

As equinocandinas são lipopeptídeos que apresentam ação diferente dos 

restantes fármacos antifúngicos. Seu mecanismo de ação está baseado na inibição da 

síntese do 1,3-ß-d-glucano, componente essencial da parede celular de algumas 

leveduras e fungos filamentosos (ESPINEL-INGROFF, 2009). A inibição da síntese 

do B-(1,3)-D-glucano origina um duplo efeito, fungistático e fungicida. O efeito 

fungistático resulta do bloqueio da síntese da parede celular, reduzindo o crescimento 

do fungo. O efeito fungicida resulta na alteração da integridade na parede celular, que 

perde a sua resistência mecânica e a sua capacidade de resistir à pressão osmótica, 

provocando a morte celular (DENNING, 2003). 

Alilaminas constituem uma classe de fármacos inibidores biossíntéticos do 

ergosterol, contudo, são química e funcionalmente distintos de outras classes de 

agentes antifúngicos inibidores do ergosterol (GHANNOUM; RICE, 1999). 

Terbinafina é o representante mais usado e seu mecanismo de ação tem por base a 

inibição da enzima esqualeno epoxidase, atuando na formação do precursor do 

lanosterol. A deficiência em ergosterol e consequente acumulação de esqualeno 

provocam a ruptura da membrana e a morte da célula (LACAZ et al., 2002; 

VANDEPUTTE et al., 2012). 

Ciclopiroxolamina é uma piridona sintética, usada no tratamento de 

dermatofitoses e candidíases leves na forma de creme e solução cutânea a 1% ou 

verniz ungueal a 8% (LEEM et al., 2003). Casos de micoses superficiais de maior 

gravidade geralmente são tratados por via oral (RICHARDSON; WARNOCK, 2003).  

 As morfolinas inibem duas enzimas na etapa de biossíntese de ergosterol, ∆7,8- 

isomerase (ERG24) e ∆14-redutase (ERG2) (VANDEPUTTE et al., 2012). Nesta 
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classe de compostos, destaca-se amorolfina, um fungicida de amplo uso contra fungos 

dermatófitos. O mecanismo de resistência deste grupo de substâncias ainda é 

desconhecido (VANDEPUTTE et al., 2012). 

 

MECANISMOS DE RESISTÊNCIA A FÁRMACOS ANTIFÚNGICOS 

O aumento da incidência de infecções fúngicas e o aparecimento de cepas 

resistentes estão se tornando cada vez mais frequente, principalmente no ambiente 

hospitalar (ALMEIDA JÚNIOR et al., 2014). 

Vários mecanismos bioquímicos contribuem para desenvolvimento da resistência, 

entre eles (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008):  

a) redução da entrega ou efluxo do fármaco; 

b) modificação metabólica ou degradação do fármaco pela célula; 

c) alterações na interação entre a fármaco e o local alvo ou modificação no 

próprio local alvo; e 

d) modificações enzimáticas em uma mesma via enzimática. 

Essas alterações acontecem através de mutações pontuais, super-expressão da 

molécula alvo ou, ainda, amplificação do gene. Os mecanismos de resistência mais 

frequentes em dermatófitos envolvem a diminuição da absorção do fármaco, alterações 

estruturais em moléculas alvos, aumento no efluxo e resposta ao estresse 

(MARTINEZ-ROSSI et al., 2008).  

Atualmente o T. rubrum é o agente antropofílico mais frequentemente isolado e 

com maior taxa de resistência à medicação tópica (COSTA et al., 2002; VENA et al., 

2012). O primeiro caso de resistência clínica foi relatado para uma linhagem de T. 

rubrum refratária ao tratamento com terbinafina, um dos fármacos mais utilizados para 

o tratamento de dermatofitoses causada por esse agente etiológico (MUKHERJEE et 

al., 2003). Embora esse isolado tenha sido outrora susceptível a itraconazol, fluconazol 

e griseofulvina, tem desenvolvido resistência cruzada a outros inibidores da enzima 
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esqualeno epoxidase, incluindo naftifina, butenafina, tolnaftato e tolciclato, sugerindo 

um mecanismo de resistência vinculado a uma enzima alvo específica. A base deste 

mecanismo parece envolver mutações nos genes vinculados à expressão da enzima 

alvo, propiciando alteração no tipo e na sequência de aminoácidos (OSBORNE et al., 

2006). Outros autores têm proposto um mecanismo disparado pela combinação de 

mais de uma mutação, em uma mesma cepa (ROCHA et al., 2002), assim como a 

superexposição da enzima alvo, baseada na introdução de copias extra dos genes que 

codificam a enzima, como visto para os dermatófitos resistentes ao cetoconazol 

(OSHEROV et al., 2001).  

Vários genes foram super-expressos após exposição de dermatófitos a 

diferentes classes de antifúngicos (acriflavina, fluconazol, griseofulvina, terbinafina) 

tendo-se proposto que essa super-expressão pode ser uma forma de resposta ao 

estresse inespecífico (PAIÃO et al., 2007). Esse estresse seria causado pela exposição 

do fungo a concentrações sub-inibitorias, como observado para griseofulvina 

(FACHIN et al., 2001). 

Os transportadores de efluxo de múltiplos fármacos são proteínas plasmática ou 

de organelas celulares (KANG et al., 2011), que tem a capacidade de se ligar a uma 

variedade de compostos químicos diferentes e expulsá-los do interior da célula, ainda 

que contra um gradiente de concentração. A caracterização de quatro domínios 

intracitoplasmáticos e outras peculiaridades de estrutura dos transportadores ABC 

(Fig. 3) são bem descritos na literatura (DE ROSSI et al., 2006). A participação de 

fatores mutagênicos neste mecanismo de resistência foi observado em um isolado T. 

rubrum resistente simultaneamente a griseofulvina e tioconazol. Em 2006 Cervelatti et 

al. codificam o gene (TruMDR1) responsável pela resistência de T. rubrum como 

sendo um transportador  “ATP-binding cassette” (ABC).  
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Figura 3. Representação esquemática da bomba de efluxo ABC e arranjo dos domínios 

dos transportadores ABC (Fonte: CANNON et al., 2009). 

Existem quatro principais abordagens para anular os efeitos de efluxo: (a) usar 

antifúngicos que não são substratos de bombas de efluxo, com estrutura molecular 

grande o que dificulta a capacidade de entrar no poro para a ligação do fármaco com o 

transportador (Figura 4, imagem 1); (b)  proteger os antifúngicos sujeitos a efluxo 

mediante de inibidores da bomba de efluxo, como verapamil (Figura 4, imagem 2a e 

b); (c) destruir a energia da célula necessária para o funcionamento da bomba de 

efluxo através da redução do potencial de membrana (Figura 4, imagem 3); (d) 

desenvolver fármacos com taxa aumentada de absorção, alterando assim o equilíbrio 

entre a absorção e o efluxo (Figura 4, imagem4) (CANNON et al., 2009). 
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GRISEOFULVINA 

Griseofulvina (GF) (Figura 5) é um metabólito secundário produzido pela 

Penicillium griseofulvum, sendo o primeiro antibiótico para o qual se pode afirmar que 

tem atividade inibidora seletiva para fungos (TRISSEL; OGUNDELE, 2005). É 

administrado por via oral, sendo o fármaco de escolha para o tratamento das 

dermatofitoses. Este agente antifúngico sistêmico é o único aprovado pelas autoridades 

reguladoras (Organização Mundial da Saúde) para o tratamento de tinea capitis, nos 

Estados Unidos e no Reino Unido (TEY et al., 2011). A griseofulvina age inibindo a 

síntese de ácidos nucleicos e a mitose celular, por interferir na formação do 

microtúbulos do fuso acromático (GEORGOPAPADAKOU; WALSH, 1996; PAIÃO 

et al., 2007).  

 

Figura 4. Esquema de como a célula desenvolve a resistência por bomba de efluxo e as 

quadros maneiras de superar essa resistência. 

Os microtúbulos são heterodímeros compostos de duas subunidades de 

polipeptídeos: α e β-tubulina, que formam um esqueleto celular altamente organizado 

em todas as células eucariotas, a sua polimerização e despolimerização desempenha 

um papel chave na divisão celular e crescimento. A polimerização de microtúbulos é 
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inibida pela griseofulvina, que interagem com β-tubulina impedindo a formação do 

fuso mitótico por ruptura dessa estrutura, detendo assim a divisão celular e a 

multiplicação do fungo (SIDRIN et al., 2004).  

A griseofulvina apresenta uma baixa solubilidade em água e alta 

permeabilidade, sendo um fármaco do tipo II na classificação biofarmacêutica dos 

fármacos (ZHU et al., 2012; FENG et al., 2009).  

Cristais de GF caracterizam-se por apresentar uma forte hidrofobia com escassa 

formação de ligações de hidrogênio com água na superfície do cristal. Assim, o 

balanço termodinâmico tende a desfavorecer a sua dissolução em água (ZHU et al., 

2012). 

A existência de polimorfismo em cristais moleculares é um fenômeno bem 

documentado e mais comum do que se pensava anos atrás (BRITTAIN, 2012). 

Também para GF tem sido relatado polimorfismo, sendo reconhecidas as formas 

polimorfas II e III (MAHIEU et al., 2012) após fusão da forma cristalina estável. 

Também o meio solvente e o método de cristalização tem forte influência no hábito 

cristalino, entretanto, sem afetar termodinamicamente a estrutura cristalina (DE 

GIOANNIS et al., 2004; JARMER et al., 2005). O processamento tecnológico 

mediante moagem de formas cristalinas favorecem a obtenção de produtos com maior 

percentual de forma amorfa, maior superfície de contato e menor temperatura de 

cristalização (TRASI et al., 2010). Pelo contrário, o processo de maceração aquosa da 

GF amorfa tende a favorecer o aparecimento de formas cristalinas (BRITTAIN, 2012).  

Como outros antibióticos, griseofulvina é um produto biotecnológico obtido por 

fermentação. Consequentemente, a forma comercial contém metabolitos como 

impureza, principalmente, declorogriseofulvina, deidrogriseofulvina, 

diidrogriseofulvina, ácido griseofúlvico, tetraidrogriseofulvina e isogriseofulvina 

(Figura 5). O teor máximo aceito dessas impurezas é de 0.15 % segundo a Agência 

Europeia de Medicamentos (EMEA). Níveis maiores podem decorrer de processos de 

degradação por armazenagem, como observados para impurezas 2, 3 e 4 (KAHSAY et 

al., 2013).  
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Figura 5. Estrutura química da griseofulvina e impurezas relatadas (KAHSAY et al., 

2013). 

 

TERBINAFINA  

Terbinafina (TF) (Figura 6) é uma alilamina sintética com amplo espectro de 

atividade contra fungos patogênicos da pele, cabelo e unhas, inclusive os dermatófitos 

dos Gêneros Tricophyton e Microsporum. Seu mecanismo de ação está baseado na 

inibição não competitiva da esqualeno epoxidase (FAVRE; RYDER, 1997) e bloqueio 

a síntese de 2,3-oxidoesqualeno, o que leva ao esgotamento do ergosterol e ao 

acumulo do esqualeno, que interfere nas funções da membrana e na síntese da parede 

celular provocando a inibição do crescimento do fungo (RYDER, 1992).  
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A distribuição da terbinafina pela pele, em particular, se dá rápida e 

extensivamente: as altas concentrações encontradas no extrato córneo e nos tecidos 

adjacentes refletem o alto índice de lipofilia desse fármaco (FLEECE et al., 2004; 

SIDRIN et al., 2004).  

 

Figura 6. Estrutura química Terbinafina. 

 

A terbinafina é um fármaco que tem baixa toxicidade e potencial teratogênico 

(BECHTER; SCHMID, 1987). Entretanto, há relatos de hepatoxicidade induzida 

terbinafina. (Fernandes et al., 1998; FDA, 1998). 

Dados disponíveis na literatura indicam que o solvente de cristalização 

influencia na morfologia do cristal de TF, devido à interação que ocorre entre soluto-

solvente em várias interfaces do cristal. Com isso, vários são os fatores que podem ser 

afetados, como a cinética de crescimento de cristal, a melhoria ou inibição de 

crescimento em certas faces cristalinas e arredondamento das interfaces. 

(BERKOVITCH-YELLIN, 1985). 

Cabe salientar ainda, que a morfologia do cristal tem um papel importante no 

processamento e desenvolvimento de produtos farmacêuticos, uma vez que o habito 

cristalino influencia nas propriedades físicas, como, a orientação das partículas, a 

velocidade de dissolução, o fluxo de pó, comportamento de compactação e 

compressão. Portanto, diferentes taxas de dissolução são esperadas quando ocorre 

alteração na morfologia do cristal (RASENACK et al., 2003). 
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Kuminek et al. em 2013 descrevem diferentes hábitos cristalinos para a TF 

dependendo do solvente utilizado no processamento. Quando utilizaram água:etanol na 

proporção de 1:1 (v / v) observaram uma morfologia do tipo placa. Por outro lado, 

obtiveram cristais na forma de agulha quando a solução utilizada foi acetato de etila. 

Além disso, esses autores relatam que os diferentes hábitos cristalinos apresentavam 

taxa de dissolução distintas, sendo que o cristal em forma de agulha revelou uma 

menor cinética de dissolução,  

 

A ASSOCIAÇÃO DE FÁRMACOS COMO ESTRATÉGIA TERAPÊUTICA 

A adoção da associação de fármacos como uma estratégia terapêutica responde 

a várias necessidades levantadas nos últimos anos, como as limitações surgidas de uma 

elevada toxicidade e a baixa tolerância (MUKHERJEE et al., 2005).  

Entretanto, o principal motivo para a proposta de novas estratégias de 

combinação é a crescente resistência aos antifúngicos. Isso atinge principalemente 

casos nos quais, devido ao longo período de tratamento e a difícil cura das 

dermatofitoses, a combinação de medicamentos tópicos, orais e anti-inflamatórios tem 

sido proposta para aumentar a taxa de cura (GUPTA; COOPER, 2008).  

Existem vários mecanismos envolvidos na atividade sinérgica promovida pela 

combinação de agentes antifúngicos (JOHNSON et al., 2004): 

a) inibição de diferentes etapas de uma mesma via bioquímica que seja vital à 

sobrevivência do fungo; 

b) aumento da penetração de um dos antifúngicos proporcionada pela ação do 

outro fármaco; 

c) inibição de proteínas carreadoras, exemplificada pela anfotericina B que 

inibe a ação de proteínas da membrana plasmática responsáveis pelo efluxo 

da flucitocina da célula; 

d) inibição simultânea de diferentes alvos celulares. 
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O critério envolvido na associação de fármacos baseia-se essencialmente nos 

mecanismos de ação e respectivos alvos terapêuticos dos fármacos em estudo. Porem 

existe pouco estudo abordando a combinação de fármacos frente às diferentes espécies 

de dermatófitos. Assim, as combinações mais lógicas seriam aquelas que envolvem 

fármacos com diferentes mecanismos de ação (NISHI et al., 2009), conforme 

explicado a seguir: 

 A associação in vitro de ciclopirox (ativa contra dermatófitos, leveduras e 

fungos não dermatófitos) e terbinafina (fármaco de escolha contra dermatófitos) 

mostrou efeitos sinérgico e aditivo em testes de susceptibilidade contra 

Trichophyton spp. (GUPTA; KOHLI, 2003). Pelo contrário, a associação de 

ciclopirox e itraconazol mostrou ser ineficaz para a maioria dos casos, 

entretanto, sem que tenham sido observados casos de antagonismo para 

nenhuma das associações.  

 Estudos com cetoconazol, griseofulvina e terbinafina demonstraram a 

potencialização da atividade fungicida desses três agentes antifúngicos contra T. 

mentagrophytes, quando combinados com amorolfina (POLAK, 2009). Os 

resultados das associações desses com amorolfina foram sempre mais eficiente 

em um modelo de combinação do que de monoterapia para dermatofitose. 

Outros casos de interação clara de sinergismo entre amorolfina e outros 

antifúngicos é relatada pelo mesmo autor (POLAK, 2009). Resultados similares 

foram relatados com a combinação de amorolfina e itraconazol, sem qualquer 

evidencia de antagonismo (TAMURA et al, 2013). Esta combinação apresenta 

efeito sinérgico ou aditivo in vitro sobre a maioria das espécies de dermatófitos.  

 A combinação de antifúngicos com outras classes de fármacos, como as 

estatinas, tem apresentado uma melhor atividade antifúngica por causa do efeito 

sinérgico, por exemplo, com terbinafina e diferentes azóis. As combinações de 

cetoconazol-sinvastatina e terbinafina-sinvastatina mostraram uma excepcional 

atividade antifúngica in vitro contra quatro espécies de dermatófitos testadas 

especificar espécies (NYILASI et al., 2013).  



39 

 

Cabe aqui destacar o fato de os mecanismos de ação da GF e da TF serem 

intrinsecamente diferentes, o que justifica seu uso com indicações complementares na 

terapia de varias micoses. Por exemplo, para o tratamento de tinea capitis causada por 

Microsporum sp., griseofulvina é mais indicada, promovendo melhor a cura, porém 

quando o agente etiológico é o Trichophyton spp. terbinafina é superior (TEY et al., 

2011; GUPTA; DRUMMOND-MAIN, 2013a; PRANTEDA et al., 2013). Já para o 

tratamento de tinea pedis a terbinafina é mais eficaz, requerendo um tempo menor de 

tratamento, além de ter um custo-benefício melhor. A terbinafina tem demonstrado ser 

mais eficaz e também estar associada a uma menor de recorrência do que o itraconazol 

para onicomicose causadas por dermatófitos (VAN DUYN GRAHAM; ELEWSKI, 

2011; YIN et al., 2012; GUPTA et al., 2013b). Contudo, não se tem relatos sobre seu 

uso combinado na clínica nem na formulação de formas farmacêuticas. 

 

NOVOS ANTIFÚNGICOS DE ORIGEM NATURAL 

Perante a toxicidade de alguns fármacos antifúngicos e a emergente resistência 

a muitos deles, outra estratégia é a pesquisa de extratos e frações purificadas, assim 

como de substâncias bioativas isoladas de plantas, principalmente. Alguns exemplos 

são destacados na sequência. 

Os estudos sobre as atividades antifúngicas contra dermatófitos de dez plantas 

da ilha de Guadalupe revelaram resultados que sugerem que os extratos de Bursera 

simaruba, Cedrela odorata, Enterolobium cyclocarpum e Pluchea carolinensis tem 

uma atividades promissora e poderiam ser bons candidatos para o desenvolvimento de 

formulações antifúngicas (BIABIANY et al., 2013)  

O estudo do fracionamento biomonitorado, dos constituintes das raízes 

Hypericum perforatum subsp. angustifolium demostraram que a fração de xantona 

apresentou uma maior atividade antifúngicas contra C.  neoformans e dermatófitos, 

com valores de CIM aproximados de 20 µg/mL. Os autores concluíram que a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Biabiany%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23280633
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associação de extratos das raízes e O-carboximetilchitosana pode ser um tópico 

promissor para futuros estudos farmacológicos e clínicos (TOCCI et al., 2013).  

 

SAPONINAS 

Quimicamente, as saponinas consistem em um núcleo esteroide ou triterpênico 

(sapogenina), de caráter hidrofóbico, ao qual se encontram ligadas cadeias osídicas, 

hidrofílicas, originando estruturas anfipáticas ou anfifílicas. Dependendo do número e 

natureza das cadeias de açúcares ligados à sapogenina, as saponinas são classificadas 

em monodesmosídicas (uma cadeia) e bidesmosídicas (duas cadeias). 

Uma das características frequentemente associadas às saponinas é a sua 

capacidade de complexar esteróis presentes na membrana de células eucarióticas - o 

que inclui fungos- causando formação de poros e perda da integridade da membrana, 

(KEUKENS et al., 1995; ARMAH et al., 1999). No entanto, nem todas as saponinas 

apresentam atividade antifúngica, uma vez que esta depende da sua estrutura química. 

Essa atividade é mais acentuada em saponinas monodesmosídicas com quatro ou cinco 

monossacarídeos (HOSTETTMANN; MARSTON, 1995).  

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd) é sistematicamente cultivada no Peru, 

Bolívia e Equador. A casca exterior do grão contém um elevado teor de saponinas 

bidesmosídicas (20 a 30%), conferindo-lhe forte sabor amargo e obrigando a retirada 

dessa casca antes do consumo como alimento.  

 As saponinas de quinoa apresentam quatro núcleos triterpênicos predominantes 

(ácido oleanólico, hederagenina, ácido fitolacagênico e ácido serjánico) tendo sido 

identificadas ou apenas detectadas 70 estruturas isoladas, podendo ser 

monodesmosídicas ou bidesmosídicas.  (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; ZHU et 

al., 2002; MADL el al., 2006).  

Ainda que escassos, há relatos sobre a atividade das saponinas de quinoa contra 

fitopatógenos agrícolas. Assim, a atividade de saponinas de quinoa hidrolisadas em 
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meio alcalino contra o fitopatógenos Botrytis cinerea merece destaque. Ao contrário 

do preconizado por outros autores (ANISIMOV; CIRVA, 1980), foram as agliconas e 

as saponinas mais hidrofóbicas e menos solúveis as que mostraram maior atividade, 

inibindo o crescimento de hifas e a produção de esporos. Experimentos que avaliaram 

a integridade de membrana de fungos mostraram que após tratamento alcalino das 

saponinas, estas podem gerar ruptura da membrana, enquanto que as saponinas não 

tratadas, não apresentaram estes efeitos (SAN MARTÍN et al., 2008; STUARDO; 

SAN MARTÍN, 2008).  

Ainda, existem poucos relatos de atividade antifúngica para saponinas contra 

fungos patogênicos a humanos, Segundo Woldemichael ; Wink (2001), uma fração de 

saponinas totais de C. quinoa foi capaz de inibir o crescimento de Candida albicans.  

Entretanto, somente a mistura de saponinas totais apresentou atividade (CIM de 50 

µg/mL.), enquanto que as saponinas isoladas mostraram pouca ou nenhuma atividade, 

o que sugere um possível efeito sinérgico entre esses saponinas (SPARG et al., 2004). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1. Avaliação da atividade antifúngica de frações 

de saponinas de Chenopodium quinoa Willd  
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1. INTRODUÇÃO 

Chenopodium quinoa (quinua ou quinoa) é uma espécie de ocorrência nos 

Andes. Particularmente, suas sementes são ricas em proteínas e, também, em 

saponinas. Essas últimas se acumulam nas cascas dos grãos, conferindo-lhes baixa 

palatabilidade e isso obriga a sua remoção antes do consumo (WOLDEMICHAEL; 

WINK, 2001; MADL et al., 2006; KULJANABHAGAVAD et al., 2008). Uma das 

características das saponinas de quinoa é a diversidade de núcleos triterpênicos 

presentes, entre outros, derivados dos ácidos oleanólico, fitolacagênico, serjânico e da 

hederagenina (VERZA, 2011). 

A atividade antifúngica tem sido relatada para diversas saponinas (VERZA, 

2011). Entretanto, no caso específico das saponinas de quinoa há poucos estudos 

tratando deste tema. Estudos anteriores relatam atividade significativa contra Candida 

albicans, fungo patógeno que acomete seres humanos, e Botrytis cinerea, fitopatógeno 

de parreirais (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; STUARDO; SAN MARTÍN, 2008).  

Neste contexto, o presente capítulo aborda a avaliação da associação da fração 

de saponinas de quinoa com griseofulvina e terbinafina, dois antifúngicos comerciais 

amplamente utilizados para o tratamento de dermatofitoses. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 ASPECTOS BOTÂNICOS  

Chenopodium quinoa Willd (Chenopodiaceae) é uma espécie granífera originária 

da América do Sul, cultivada pelos povos habitantes da Cordilheira dos Andes há 

milhares de anos desde o nível do mar até uma altitude de 3800 m, podendo crescer 

em diferentes tipos de solos, com ciclo variando de 80 a 150 dias nas condições do 

Brasil Central. Seus frutos são do tipo aquênio, pequenos, de forma cilíndrica, 

achatada de tamanho que varia de 2 a 2,5 mm de diâmetro e 1,2 a 1,6 mm de largura e 

sem dormência, por isso é considerado um pseudocereal (BRADY et al., 2007; 

YAWADIO et al., 2008).    

2.2 ASPECTOS FITOQUÍMICOS 

A importância alimentícia das sementes de quinoa quanto à sua composição em 

proteínas, gordura, fibras, aminoácidos e minerais está bem fundamentada na literatura 

(COMAI et al., 2007; YAWADIO et al., 2008). Contudo, no que diz respeito ao 

presente trabalho, a fração bioativa de interesse é a das saponinas, cuja remoção das 

sementes faz parte do beneficiamento do grão visando sua maior palatabilidade como 

alimento (COMAI et al., 2007).  

 As saponinas de quinoa são substâncias anfifílicas e incluem mais de 70 

estruturas isoladas, com massas moleculares relativamente altas. Ocorrem na forma de 

triterpenos monodesmosídicos e bidesmosídicos, em que a porção hidrofílica consiste 

em uma ou mais cadeias de açúcares ligadas a uma aglicona hidrofóbica. As principais 

agliconas encontradas em quinoa incluem: hederagenina e os ácidos oleanólico, 

fitolacagênico e serjânico. As cadeias de açúcares estão normalmente ligadas às 

posições C-3 (monodesmosídicas) ou C-3 e C-28 do núcleo triterpênico 

(bidesmosídicas) (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; MICHAEL, 2007; 

KULJANABHAGAVAD; WINK, 2009.) 

 Métodos de extração e de purificação de saponinas de quinoa foram 

desenvolvidos anteriormente em trabalho de tese (VERZA, 2011). A composição 
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química das denominadas frações de saponinas FQ70 e FQ90 foi analisada por 

técnicas de CLAE-PDA e UPLC/Q-TOF-MS. Observou-se um predomínio de 

saponinas derivadas do ácido oleanólico e da hederagenina na fração FQ90, que não 

foram detectadas em FQ70 em quantidades mensuráveis. Essa diferença na 

composição química das duas frações foi relevante para entendimento das 

propriedades químicas e físicas de cada uma.  

2.3 ATIVIDADES BIOLÓGICAS ATRIBUÍDAS A SAPONINAS 

 Para as saponinas de diversas espécies tem sido relatada atividade antifúngica, 

quer seja para leveduras ou fungos filamentosos, incluindo fitopatógenos e fungos 

patogênicos ao ser humano e mamíferos (Tabela 1).  

Tabela 1. Exemplos de saponinas com atividade antifúngica relatada.  

Nome comum Nome científico Composto Espécie(s) alvo(s) Referência 

Alho Allium sativum 

L. var. 

Voghiera. 

Furostanol saponinas: 

 

B. cinérea 

T. harzianum 

(LANZOTTI 

et al., 2012a) 

 

 

Cebola Allium cepa L. 

 

Fusarium 
oxysporum f. sp. 

lycopersici,  

R. solani  

 Sclerotium 

cepivorum 

Alternaria 

alternata,  

Aspergillus niger,  

B. cinerea,  

Mucor sp.,  

Phomopsis sp 

T. atroviride  

Trichoderma 

harzianum 

(LANZOTTI, 
et al., 2012b) 
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Nome comum Nome científico Composto Espécie(s) alvo(s) Referência 

Cebola Allium cepa L. 

grupo 

Aggregatum  

 

Fitopatógenos  (TESHIMA et 

al., 2013) 

 

 

Ervilha-de-

cheiro 

Lathyrus ratan 

e Lathyrus 

aphaca. 

3-O-[β-D-glucuronopiranosilo-(1 → 4)-α-

L-arabinopiranosil-(1 → 2)-α-L-

arabinopiranosil]-olean-11, 13 (18) - 

dien-28- olico 

ácido 3-O-{β-D-xilopiranosil-(1 → 2)-β-

D-glcopyranosyl-(1 → 4) - [β-D-

glucopiranosil-(1 → 2 )]-β-D-

xilopiranosil} -2,16 α-diidroxi-4-

hidroximetil-en-28-olico  

Colletotrichum 

dematium 

Alternaria 
alternata 

(KHAN, 

2011) 

 

 

Fruta de sabão Sapindus 

saponaria L. 

 

Candida albicans 

Candida glabrata 

Candida tropicalis 

Candida 

parapsilosis 

 

(TSUZUKI et 

al., 2007) 

 

 

Sêlo-de-

Salomão 

Polygonatum 

odoratum 

(Liliaceae) 

 

 

Candida albicans 

Aspergillus 

fumigatus 

(BAI et al., 

2013) 

 

 

Sabão da Índia Sapindus 

mukorossi 

Gaertn.  

 Diploknema 

butyracea JF 

Gmelin 

 

Rhizoctonia solani, 

 Rhizoctonia 

bataticola, 

 Sclerotium rolfsii 

Sacc.  

Fusarium udum 

(SAHA et al., 

2010) 
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Nome comum Nome científico Composto Espécie(s) alvo(s) Referência 

--- Paris polyphylla 

Smith 

 

C. cladosporioides 

C. albicans 

(DENG et al., 

2008) 

 

 

--- Zygophyllum 

coccineum 

 

Colletotrichum 

acutatum,  

C. fragariae,  

C. gloeosporioides,  

Botrytis cinerea, 

 Phomopsis 

obscurans,  

P. viticola, 

Fusarium 

oxysporum  

(AMIN et al., 

2011) 

 

 

--- Paris polyphylla 

Smith var. 

yunnanensis 

 

Saccharomyces 

cerevisiae 

(ZHU et al., 

2011) 

 

 

Nota: as estruturas químicas foram reproduzidas das fontes bibliográficas respectivas (última coluna) 

 

Sobre a atividade antifúngica relacionada à quinoa, estudos realizados por 

Stuardo e San Martín (2008) revelaram que a atividade inibitória das saponinas sobre 

fitopatôgenos fúngicos é geralmente menor do que a observada em agliconas isoladas. 

Autores postulam que a atividade é altamente influenciada pelo grupo funcional ligado 



49 

 

ao esqueleto da aglicona. Uma cadeia osídica ligada em C-3 é geralmente crítica, tanto 

para a permeabilidade da membrana quanto para as propriedades antifúngicas. 

 

Figura 7. Estrutura geral das principais sapogeninas relatadas para C. quinoa. 

 

Para a fração purificada de saponinas de quinoa tem sido relatada atividade 

antifúngica contra Candida albicans, com inibição de crescimento na concentração de 

50 µg/mL. A avaliação das saponinas individuais mostrou pouca ou nenhuma 

atividade antifúngica, o que sugere um possível efeito sinérgico entre as saponinas 

(WOLDEMICHAEL; WINK, 2001). 

A avaliação pelo método de difusão em ágar da atividade antifúngica de duas 

frações saponosídicas (FQ70 e FQ90) sobre isolados clínicos de leveduras e fungos 

filamentosos revelou serem inativas frente a leveduras (VERZA , 2011). Esta 

constatação se opõe a resultados anteriormente descritos na literatura 

(WOLDEMICHAEL; WINK, 2001). Por outro lado, as frações demonstraram 



50 

 

atividade contra os dermatófitos, e tanto FQ90 quanto FQ70 inibiram M. gypseum e M. 

canis. A concentração inibitória mínima (CIM) da FQ90 foi 62 e 125 µg/mL para M. 

gypseum e M. canis., respectivamente; a CIM da FQ70 foi 125 µg/mL em ambos os 

casos. Essas diferenças de perfis micológicos podem estar relacionadas com a 

composição química das frações, onde a FQ70 apresentou teor superior de derivados 

fitolacagênicos, e FQ90 apresentou maior concentração dos derivados do ácido 

oleanólico e hederagenina. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 MATERIAIS 

3.1.1 Solventes, reagentes e meio de cultura  

Acetonitrila grau CLAE (Tedia); ácido perclórico (Synth); álcool etílico (Nuclear); 

Álcool metílico (Nuclear); Resina adsorvente polimérica Diaion HP 20 (Supelco, 

Estados Unidos); Agar batata dextrose (ABD) (Pronadisa, Madrid, Spain); Meio RPMI 

1640 contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sódio (Sigma-Aldrich Co., St Louis, 

EUA); Tampão ácido propanosulfônico 3-[N-morfolino] (MPOS) (Sigma Aldrich Co., 

St Louis, EUA). 

3.1.2 Equipamentos 

Agitador magnético Fisatom 725 A; balança analítica semi-micro (AND, Estados 

Unidos); banho de ultra-som com aquecimento (UNIQUE, Brasil); banho de água 

Biomatic modelo 869; coluna cromatográfica Phenomenex Gemini NX RP C18 (250 x 

4.6 mm i.d.; 5 μm particle size); coluna de vidro sinterizado (600 x 10 mm d.i); 

evaporador rotatório R-144 (Büchi, Suiça); liofilizador Modulyo® 4k (Edwards, 

Inglaterra); sistema de CLAE Shimadzu LC-20 AT (Kyoto, Japan) composto por 

bomba de alta pressão duplo pistão LC-20 AD, amostrador automático SIL-20A, 

detector espectrofotométrico por arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e software de 

gerenciamento de dados LC-Solution Multi-DAD. 

3.1.3 Material vegetal e fármacos 

As sementes de Chenopodium quinoa de plantas cultivadas na região de 

Cochabamba (Bolívia) foram gentilmente cedidas pela Profa. Dr. Simone Verza. 

 Amostras de griseofulvina e terbinafina foram adquiridas foi adquirida de Deg 

Importações de produtos químicos (São Paulo, Lote 20100523) e Pharmagel 

(Cachoerinha, Rio Grande do Sul, Lote 285334), respectivamente. 

3.1.4 Micro-organismos 
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Os 42 isolados clínicos selecionados para os ensaios microbiológicos foram 

obtidos da micoteca do Laboratório de Micologia de Prof. Alexandre Fuentefria, da 

Faculdade de Farmácia, UFRGS. As cepas foram conservadas em tubos com tampa 

contendo ágar Sabouraud Dextrose inclinado, em temperatura ambiente.   

3.2 MÉTODOS  

3.2.1 Obtenção da solução extrativa de quinoa  

A solução extrativa das sementes de quinoa foi obtida por decocção a 50 ºC, sob 

refluxo de 60 min e agitação constante, utilizando solução hidroetanólica a 40% (v/v) e 

uma proporção planta: solvente de 1:10. A solução foi filtrada por papel filtro 

Whatmann nº 2, aplicando vácuo moderado. O filtrado foi concentrado a 2/3 do 

volume original em evaporador rotatório, a 55 ± 3 ºC. A solução concentrada foi 

congelada a -4 ºC, liofilizado (aparelho, modelo, país) (VERZA, 2011). 

3.2.2 Obtenção da fração enriquecida em saponinas 

 Foi utilizado o método desenvolvido anteriormente (VERZA, 2011). Uma 

amostra de 700 mg de solução extrativa de quinoa foi fracionada utilizando resina 

hidrofóbica Diaion HP-20, etanol e água como eluentes, em gradiente de polaridade 

decrescente (30, 50, 70 e 90%, m/m). As frações correspondentes ao eluatos obtidos 

com misturas hidroetanólicas a 70 e 90% foram reunidas, filtradas por papel-filtro e 

concentradas sob pressão reduzida em rotavapor, até a metade do volume original. O 

concentrado obtido foi liofilizado na sequência. 

3.2.3 Caracterização e doseamento dos extratos e frações bioativas por CLAE 

 A caracterização e o doseamento das saponinas presentes nos extratos e frações 

obtidas foram realizados utilizando o método por CLAE, previamente desenvolvido e 

validado (VERZA, 2011). 

3.2.4 Avaliação da atividade antifúngica por teste de suscetibilidade 
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3.2.4.1 Preparação do inóculo fúngico 

O método de microdiluição em placa teve por base as diretrizes do Clinical 

Laboratory Standart Institute (CLSI, 2002, Norma M38-A2), com alterações. Os 

isolados foram cultivados em ágar-batata-dextrose e incubados em estufa a 32 ºC 

durante 7 a 15 dias. Após incubação, as colônias foram cobertas com 

aproximadamente 4 mL de salina estéril (0,85%) e raspadas cuidadosamente com o 

auxílio da uma alça. Esta suspensão, contendo conídios e fragmentos de hifas, foi 

aspirada com pipeta de Pasteur e transferida para um tubo estéril. As estruturas 

fúngicas mais pesadas foram descartadas após repouso de 15 a 20 min e a parte 

superior da suspensão foi transferida para um novo tubo estéril e homogeneizada com 

auxílio de vórtex. As leituras foram realizadas em 530 nm (Diode array 

spectrophotometer, HP), ajustando as concentrações com solução salina estéril de 

modo a obter leituras de transmitância entre 80 e 85% para cada isolado testado. A 

partir desta suspensão, foi preparada uma diluição de 1:100 em RPMI-MOPS (meio 

RPMI 1640 contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sódio – Sigma-Aldrich Co., St 

Louis, EUA – tamponado com 0,165 mol/L de tampão MPOS – Sigma) com o 

objetivo de obter uma concentração final de 0,4 10
4 
 a 5 10

4 
células/mL.  

3.2.4.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 A concentração inibitória mínima foi determinada pelo método da microdiluição 

em placa, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standar Institute 

(CLSI, 2002 doc., M38-A2), com modificações.  

Para o ensaio foram utilizadas placas de microdiluição contendo 96 poços, com 

fundo em forma de “U”, com tampa (ALAMAR®, Diadema, São Paulo, Brasil). A 

FQ70 foi dissolvida em água enquanto que a FQ90 foi diluída em 10% 

dimetilsulfóxido (DMSO), devido sua baixa solubilidade em água. As soluções das 

frações foram diluídas para obter concentrações na faixa de 500 a 1,95 μg/mL. 

Paralelamente foi realizado um controle dos diluentes utilizados no ensaio. Uma 

alíquota de 200 µL da fração de maior concentração foi adicionada na 1ª fileira da 

microplaca, procedendo-se a uma diluição geométrica transferindo 100 μL da 1ª fileira 
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para a 2ª; da 2ª para a 3ª, e assim por diante, até a 10ª fileira. A cada uma dessas 

diluições foi acrescentado 100 μL do inóculo previamente preparado em RPMI. Foi 

incluído no ensaio um controle positivo (somente o inóculo e meio, sem a fração) e um 

controle negativo (somente o meio de cultura). Terbinafina e griseofulvina foram 

utilizados como controle positivo de inibição, variando as concentrações de 0,25 a 32 

µg/mL, segundo o caso. 

As microplacas foram incubadas a 32 ºC, durante 7 dias. A determinação da 

CIM das frações foi feita pelo método visual, tendo por critério a formação ou não de 

aglomerados de células (“botão”) no fundo da cavidade da placa. Dessa forma, foi 

considerado como CIM, a menor concentração do produto em teste capaz de produzir 

inibição visível sobre o crescimento das cepas testadas no ensaio. Cada isolado foi 

testados em triplicata. 

3.2.4.3 Ensaio de Sinergismo - Método de checkerboard 

Foram dispensadas nas cavidades da microplaca alíquotas de 50 µL das frações 

FQ90 e FQ70 e os antifúngicos comerciais, em diversas concentrações (CIM/8, 

CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4, CIMx8): no sentido vertical da microplaca foi 

depositado o volume com as concentrações requeridas dos fármacos e no sentido 

horizontal deposita-se o volume com as concentrações das frações em estudo. Uma 

alíquota de 100 µL do inóculo foi adicionada a cada cavidade, de modo a resultar em 

um volume final de 200 µL. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 48 h. A CIM 

foi determinada por leitura visual. A análise da interação entre os antifúngicos foi 

determinada através dos índices das concentrações inibitórias fracionadas (ICIF). Esse 

índice foi calculado pela soma das concentrações inibitórias fracionadas (CIF), onde 

CIF
A
= (CIM do Antifúngico A em combinação com Antifúngico B)/(CIM Antifúngico 

A sozinho); e CIF
B
= (CIM do Antifúngico B em combinação com Antifúngico 

A)/(CIM Antifúngico B sozinho). Portanto: ICIF= CIF
A
 + CIF

B 
(KONTOYIANNIS ; 

LEWIS, 2003).
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Os resultados serão interpretados conforme o valor do ICIF em sinérgicos 

(ICIF≤0,5), aditivos (0,5 < FICI < 1), indiferentes (1 ≤ FICI < 4) ou antagonistas (FICI 

≥ 4) (WHITE et al., 1996; LEWIS et al., 2002). 
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4. RESULTADOS 

 

Ainda que parcialmente diferentes as composições químicas, no presente 

trabalho optou-se por utilizá-las separadamente, considerando o caráter exploratório 

dos testes.  

As frações de saponinas de quinoa (FQ70 e FQ90) foram inicialmente testadas 

contra quatro isolados de cada espécie dos dermatófitos, selecionados aleatoriamente e 

apresentados na tabela 2. 

Tabela 2. Isolados clínicos utilizados para o ensaio de suscetibilidade frente as frações de 

quinoa  

M. canis M. gypseum T. mentagrophytes T. rubrum 

MCA 29 MGY 42 TME 16 TRU 20 

MCA 39 MGY 45 TME 31 TRU 25 

MCA 36 MGY 53 TME 34 TRU 46 

MCA 40 MGY 58 TME 46 TRU 48 

 

A FQ70 demonstrou ser inativa frente aos isolados de dermatófitos testados e a 

FQ90 demonstrou-se ativa. Entretanto a indução de resultados pseudo-positivos foi 

detectada no controle do solvente da FQ90, corroborando um estudo anterior no qual 

esta possibilidade foi levantada (HAZEN, 2013). A inibição das células foi constatada 

até a concentração de 2,5% de DMSO e, portanto, foram utilizadas concentrações 

inferiores a esta para os testes posteriores de atividade antifúngica. Uma solução 

estoque de 50 mg/mL de FQ90 foi preparada em 100% de DMSO, e diluições foram 

realizadas para a obtenção de 500 µg/mL de FQ90 com concentração máxima de 1% 

de DMSO. Nessas condições não foi possível evidenciar qualquer atividade inibitória 

significativa para as frações de saponinas. 

No estudo da avaliação da atividade sinérgica das frações purificadas de 

saponinas de quinoa com os antifúngicos (TF ou GF), foi observada a atividade da 

associação (FQ 70-GF, FQ70-TF, FQ90-GF e FQ90-TF), e todos os isolados testados 

demonstraram atividade classificada como indiferente. Os IFICs foram calculados e 

estão representados na tabela 3, entretanto em todos os casos os valores foram 
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superiores a 1. Contudo é importante destacar que a atividade antifúngica da 

associação foi sempre indiferente, mesmos contra isolado sensível aos dois 

antifúngicos, resistentes a GF ou multirresistente.  

Tabela 3. Atividade sinérgica da associação de TF ou GF com as frações FQ70 e FQ90 

testada espécies de dermatófitos selecionadas  

Espécie              Isolados Ativ. 

CIM (µg/mL) ICIF das combinações  

GF  TF  FQ70 FQ90 
FQ 70 

/GF 

FQ70 

/TF 

FQ90 

/GF 

FQ90 

/TF 

M. canis 
MCA 39 S 0,25 0,03 >500,0 >500,0 1,03 1,03 1,06 1,03 

MCA 36 R GF >32,0 1,0 >500,0 >500,0 1,12 1,12 1,12 1,12 

M. gypseum 
MGY 42 S 1,0 0,03 >500,0 >500,0 1,06 1,03 1,03 1,03 

MGY 58 R GF >32,0 2,0 >500,0 >500,0 1,12 1,12 1,12 1,12 

T. 

mentagrophytes 

TME 16 R >32,0 4,0 >500,0 >500,0 1,50 1,50 1,50 1,50 

TME 46 S 0,5 0,125 >500,0 >500,0 1,03 1,06 1,03 1,06 

T. rubrum 
TRU 25 R GF >32,0 1,0 >500,0 >500,0 1,12 1,12 1,12 1,12 

TRU 46 S 2,0 0,03 >500,0 >500,0 1,03 1,03 1,06 1,03 

Observação: GF griseofulvina, TF terbinafina, FQ frações purificadas de quinoa, CIM concentração 

inibitória mínima, ICIF índices das concentrações inibitórias fracionadas, S isolado sensível a GF e TF; R 

GF isolado resistente a GF; R isolado resistente a TF e GF.  
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5. DISCUSSÃO 

A diversidade estrutural das saponinas, que são compostas de unidades osídicas 

ligadas a um esqueleto de aglicona hidrofóbica, Essa estrutura molecular confere as 

saponinas à capacidade de formar poros em bicamadas lipídicas, aumentando a 

permeabilidade celular levando a desestabilidade osmótica (SIMONS et al., 2006). 

Devido a esta capacidade e relatos de atividades antifúngicas, esperava-se, encontrar 

atividade antidermatófitica para as saponinas de quinoa. Porém, contrariando estudos 

anteriores (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001), as frações de saponinas não 

apresentaram efeito inibitório sobre os dermatófitos.  

De acordo com os resultados anteriores obtidos por meio de análises CLAE e 

UPLC/Q-TOF-MS (VERZA, 2011), frações FQ70 e FQ90 apresentam perfis 

cromatográficos semelhantes, porem FQ90 exibe saponinas adicionais, que são os 

derivados do ácido oleanólico e a hederagenina. Entretanto, nenhuma das frações 

apresentou atividade antifúngica, embora ambas mostrem diferenças na sua 

constituição, bem como na proporção dos constituintes majoritários. Com isso, cabe 

supor que a atividade antifúngica relatada para extratos não esteja ligada aos derivados 

da hederagenina, do ácido fitolacagênico, ácido serjânico e do ácido oleanólico - 

componentes majoritários das frações de saponinas da quinoa. 

Nesse mesmo contexto, Verza (2011) constatou que as duas frações da quinoa 

apresentam estruturas micelares distintas, quando em concentrações acima da 

concentração micelar crítica. A fração FQ70 apresenta micelas esféricas, enquanto que 

FQ90 apresenta micelas tubulares. Devido a essa característica de formação de 

micelas, presumia-se que as saponinas fossem capazes de produzir essas estruturas e 

assim promover a atividade antifúngica quando associadas com TF ou GF. Além disso, 

esperava-se que essas micelas seriam capazes de proteger o fármaco dos mecanismos 

de resistência dos fungos ajudando assim o fármaco a ter seu efeito. Contrariando as 

nossas expectativas, a combinação das frações de saponinas FQ70 e FQ90 em nada 

alterou a atividade da TF ou GF, tanto em isolados resistentes como em sensíveis esses 

antifúngicos. 
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6. CONCLUSÃO  

 As frações saponosídicas F70 e F90 C. quinoa não apresentaram atividade 

antifúngica para as espécies de dermatófitos testadas. É importante destacar que as 

saponinas apresentam um grupo bastante heterogêneo de estrutura e, desta forma, 

as atividades biológicas podem variar.  

 Apesar das frações de quinoa, FQ70 e FQ90 originarem estruturas micelares 

distintas, nenhuma dessas estruturas foi capaz de potencializar a atividade 

antifúngica da griseofulvina nem da terbinafina. Esse estudo demonstrou que a 

associação dessas saponinas com os antifúngicos testados não possibilitaria 

qualquer potencial tratamento de micoses cutâneas relacionadas à dermatófitos. 
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INTRODUÇÃO  

Um aumento considerável da resistência a muitos fármacos disponíveis no 

mercado, com a griseofulvina e terbinafina, tem ganhado importância clínica, 

atualmente. Além disso, resistência simultânea a múltiplos antifúngicos tem se 

revelado como um relevante problema emergente no setor da saúde pública 

(MARTINEZ-ROSSI et al., 2008). 

Entretanto, é importante destacar que em estudos realizados com bactérias e 

leveduras a associação de fármacos diminui o desenvolvimento de resistência, e pode 

também reverter esse cenário. Os tratamentos utilizando combinações de fármacos 

antifúngicos se revelou mais eficaz contra isolados resistentes quando comparado a 

isolados sensíveis. Além disso, os isolados tendem a adquirir resistência mais 

dificilmente à associação de fármacos quando comparado à monoterapia, uma vez que 

na associação vários mecanismos de adaptações deveriam ser desenvolvidos pelos 

fungos. Com isso, as associações terapêuticas podem se tornar a melhor alternativa de 

tratamento (ALVES et al.,2012; VILCHÈZE; JACOBS JR., 2012 ).   

Nesse contexto, a combinação de fármacos antifúngicos com diferentes 

mecanismos de ação tem se revelado importante para o tratamento de dermatofitoses 

refratárias ou resistentes. Portanto, este capítulo trata da avaliação da atividade da 

associação de griseofulvina (GF) e terbinafina (TF) dentro e fora das células. Para isso 

foram empregadas técnicas de DSC, IV e microscopia eletrônica.  

Este capítulo é apresentado na forma de artigo a ser submetido para publicação no 

periódico Journal of Antimicrobial Chemoterapy. 
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SYNOPSIS: The potential synergism between the antifungal griseofulvin (GF), an inhibitor 

of the mitosis, and terbinafine (TF), an inhibitor of the synthesis of cell membrane, was 

studied on 23 dermatophyte isolates. The susceptibility tests were performed according to the 

CLSI protocol (M38-A2) following the broth microdilution method. The MIC values ranging 

between 0.03─2.0 µgmL
-1

, and 0.24─4.0 µgmL
-1

 were determined for TF and GF, 

respectively. In addition, resistant isolates to TF (two) and GF (eight) could be detected, being 

two of them resistant to both antifungals, after the checkerboard test. In association, GF and 

TF were able to induce an additive effect on about 70% of all isolates tested. Worth 

mentioning, a near complete resistance reversion was noticed in those multi-resistant isolates 

after treatment with a freeze-dried mixture of TF and GF. This observation was compatible 

with the results from the cell viability test by MTT, as the cell damage was higher in isolates 

treated with the GF-TF mixture than those treated with these drugs alone. Physical and 

chemical events outside the cell, as a possible molecular complex between GF and TF, were 

identified by DSC, FT-IR and scanning electron microscopy techniques. The solubility of GF 

in RPMI culture medium suggests a possible overvaluation of the resistance levels reported in 

the literature, due to precipitation of the drug during the incubation period. 

Keywords: griseofulvin; terbinafine; dermatophyte; multi-resistant; resistance reversion; 

molecular complex. 

INTRODUCTION 

Cutaneous mycoses are the most common fungal infection worldwide, being 

dermatophytes from genera Epidermophyton, Microsporum and Trichophyton the prevalent 

etiological agents. The infection is usually limited to the stratum corneum of skin, nails, and 

scalp, causing tinea-like mycoses and onychomycosis characterized by local irritation, 

scaling, redness, swelling and inflammation
1,2

. The prevalence of a distinct causal agent can 
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vary according to the region and country considered. Thus, Trichophytonrubrum is prevailing 

in Brazil and Europe
3,4

, whileT. tonsurans occurs largely in Asia and North America
5,6

. 

Over the last years, an escalating fungal resistance against conventional antifungal 

drugs has been reported
7
. It became still challenging owing the increased number of 

immunocompromised patients undergoing therapeutic treatments, organ transplantation, and 

HIV cases
8
. As a result, since several years ago, the former therapeutic approach based on 

griseofulvin and itraconazole, alone or the combination of both has been progressively 

replaced by terbinafine
9
. Even so, griseofulvin (GF) stays as the drug of choice regarding the 

treatment of tineacapitis
7
, while terbinafine (TF) still shows better efficiency against 

dermatophytes
10,11

. 

From a chemical and biochemical point of view, TF and GF belong to different 

antifungal classes. GF is a spiro-benzofuran derivative obtained from Penicillium 

griseofulvum, which inhibits the synthesis of nucleic acids and the cell mitosis by interfering 

the formation of spindle microtubules through interaction with the β-tubulin
12

. Some 

resistance mechanisms against GF are quoted in the literature, for instance: (a) the altering of 

gene expression after cellular stress during the cell growth in sub-inhibitory concentrations of 

GF
13

. Noteworthy, a similar behavior was also noticed for other antifungals, including 

terbinafine, what suggests a fungal resistance originate from a nonspecific response to 

stress
14

; (b) the involvement of efflux transporters by expression of an ATP-binding cassette 

(ABC) transporter gene
15

.  

The synthetic allylamine TF acts as a noncompetitive inhibitor of the enzyme squalene 

epoxidase. Thus, it is able to suppress the synthesis of 2,3-oxidosqualene, and hence leading 

to the ergosterol depletion with concomitant squalene accumulation. Consequently, vital 

functions of the cell membrane are impaired and the cell wall synthesis as well
16

. The fungal 

http://en.wikipedia.org/wiki/Penicillium
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resistance mechanisms were ascribed to mutations in the genes encoding the target 

enzyme
17,18

, and the overexpression of the target enzyme by introduction of extra copies of 

genes encoding the enzyme
19

. 

The current therapeutic approach considers the combination of antifungals to improve 

the therapeutic response and even to attain the resistance reversal, including in chronic 

dermophytoses
20-23

. Regarding TF and GF specifically, both antifungals operate by dissimilar 

mechanism of action each other, and it explains why the combination of both antifungal have 

been recommended to achieve a wider spectrum of activity and enhancement of the antifungal 

activity
24

.  

In this work, we describe the in vitro synergic activity and resistance reversal of 

combined terbinafine and griseofulvin on some dermatophytes, which were simultaneously 

resistant to both antifungal. An especial emphasis was done to those physicochemical points 

related to the drug-drug molecular interaction occurring before the cell internalization of both 

drugs, it means, outside de cell wall. As far as we know, the available information on this 

topic is scarce or missing at least. 

MATERIALS AND METHODS 

Microorganisms 

The set of isolates included ten strains of Trichophytonmentagrophytes, eleven of 

Trichophytonrubrum, eight of Microsporumcanis, and twelve of Microsporumgypseum. The 

isolates were obtained from the culture collections of the Laboratory of Applied Mycological 

Research, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.  

Material 
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Ultrapure water (Milli Q, Millipore, Bedford, MA, USA); RPMI 1640 (Sigma-

Aldrich, St Louis, USA) consisting of RPMI 1640 medium supplemented with L-glutamine, 

without sodium bicarbonate, and buffered to pH 7.0 with MOPS buffer 0.165 M); potato 

dextrose agar (PDA) (Pronadisa, Madrid, Spain), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich).  

Antifungal compounds 

Terbinafine (TF) was kindly supplied by Cristália (São Paulo, Brazil). Griseofulvin 

(GF) was purchased from Wallace Pharmaceuticals (Mumbai, India). TF and GF stock 

solutions of1600 µgmL
-1

 were prepared using ultrapure water and dimethyl sulfoxide 

(DMSO; Synth, São Paulo), respectively,and stored at 4 °C. 

Antifungal susceptibility testing 

The Minimum inhibitory concentration (MIC) of each antifungal drug were 

determined by the broth microdilution method  according CLSI protocolM38 A2
25

. MICs 

values were defined as the lowest concentration of compounds at which the microorganisms 

tested did not demonstrate visible growth in 5 days. The GF and TF resistance criteria were 

MIC>3 µgmL
-1

 and MIC 4 µgmL
-1

, respectively
24,26

.Minimum fungicidal concentrations 

(MFCs) were determined by sub-culturing volumes of 10 µL from wells without visible 

grown in potato dextrose agar (SDA) and incubated at 32 °C for 5 days. MFC was defined as 

the lowest concentration yielding negative subcultures. 

Study of ABC efflux pumps 

Activity of ABC efflux-pumps was checked using verapamil (Sigma), an efflux pump 

inhibitors, which decreased the MIC when resistance was correlated to this mechanism. 

Verapamil was transferred into the RPMI 1640 medium with a final concentration of 100 µM 
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and it was verified if this concentration did not kill the fungi. MICs of TF e GF were 

determined in the presence of verapamil into the culture medium (27). 

Susceptibility assay of the combined antifungal drugs by the checkerboard method 

A two-dimensional characterization of the GF-TF interaction was performed by the 

microdilution procedure as previously described (28). Briefly, inoculum and drugs were 

prepared in the same way, as described above for the susceptibility testing of individual drugs. 

Separately, 50 L-aliquots of GF and TF were dispensed into the wells of a 96-well 

microplate in concentrations equivalent to MIC/8, MIC/4, MIC/2, and MIC. The interaction 

between the antifungal was evaluated by comparing the FICI values expressed as the sum of 

the fractional inhibitory concentrations (FIC). The last one corresponds to the quotient MIC of 

the antifungal in combination/MIC of the antifungal alone. Also, FICI = FICA + FICB. The 

interaction was defined as synergistic (FICI ≤ 0.5); additive (0.5< FICI < 1); indifferent (1 ≤ 

FICI < 4), and antagonistic (FICI ≥ 4).  

Cell injury test of the combined antifungal drugs 

The hypha damage caused by TF-GF synergism was assayed by the colorimetric test 

using MTT, following a checkerboard array
29

, with modifications. Briefly, after incubation, as 

above described for Susceptibility assay of the combined antifungal, the supernatant from 

each well of the plate was discarded and 160 µL of MTT (2.5 mg MTT in 50 mL RPMI) was 

placed into each well, followed by a 24 h-incubation, at 32 °C. Next, the supernatant was 

withdrawn and discarded, and 200 µL isopropanol were added to the residue remaining in 

each well. Separately, 150 µL from each well were transferred to a second 96-well microplate 

with flat bottom. The absorbance (A) was measured at 570 and 690 nm in a dual wavelength 

spectrophotometer microplate reader (EnVision 2104 Multilabel Reader, PerkinElmer, USA). 
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The cell damage percent (CD%) was calculated by means of the equation CD% = 1 - [(A570nm 

- A690 nm with drug) / (A570nm - A690 nm without drug)]100.  

Hyphal structure examination by light microscopy 

The hyphal morphology of two multi-resistant previously selected was analyzed after 

treatment with sub-inhibitory concentrations of GF and TF, alone and in combination, for 5 

days at 32 °C, as described above. Separately, cell samples from each treatment were properly 

placed on glass slides, dried at room temperature, stained with one drop of 20% KOH, and 

examined at 100, 400, 1000 (microscope CX40, Olympus, Japan). Non-treated isolates were 

used as a control. 

Griseofulvin and terbinafine dosing 

The LC-content assay of GF and TF was performed as previously described
30

, with 

some modification regarding the TF assay. A HPLC system consisted of a column Gemini C-

18 (5 µm, 250×4.6 mm) (Phenomenex, USA). The mobile phase consisted of a mixture of 

mobile phase A (water and 0.1% formic acid pH 4.5, 80:20, v/v;), B (ACN, water-0.1% 

formic acid, pH 4.5, 65:15:20) and C (ACN). The gradient used: (0─3 min) 50% (A) 50% 

(B); (3─13 min) 40% (A) 60% (B);  (13─16 min) 10% (A) 90% (B);  (16─21 min) 10% (A) 

90% (B);  (21─22 min) 30% (B) 70% (C); (22─28 min) 30% (B) 70% (C); (28─30 min) 50% 

(A) 50% (B); (37 min). 

Stock solutions of GF (600 µgmL
-1

) and TF (150 µgmL
-1

) were prepared using equal 

20 mL-volumes of MOPS buffer followed by incubation at 32 °C in order to simulate the 

working conditions used through the in vitro antifungal assays. Aliquots of 1 mL were 

withdrawn at 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 min, and 5, 12, 24, 48, 72, 96 h, and afterward 

properly diluted with ACN–water 50:50 (v/v) to achieve final concentrations of 50 and 12.5 
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µgmL
-1

of GF and TF, respectively. Each sample was filtered through a 0.45 m-PTFE 

membrane (Millipore, Bedford, USA) prior injection. The same procedure was followed for 

the LC-assay of the drugs alone. Each result expresses the mean of three consecutive runs at 

least. 

Preparation of the freeze-dried antifungal mixture 

TF and GF samples were accurately weighted to obtain physical mixtures having 1:3 

and 1:6 molar ratios. Each mixture was dispersed in 50 mL of MOPS buffer, and magnetically 

stirred at 25 °C, for 2 days, in dark condition. Next, each preparation was filtered through a 

0.45 µm PTFE membrane (Millipore HAWP), frozen at −18 °C, and freeze-dried at once as 

usually (EF4 Modulyo freeze dryer, Edwards, UK). Separately, the insoluble fraction formed 

before freeze drying was reserved for SEM analysis. 

Fourier transformed-infrared (FTIR) analysis of drugs 

Infrared spectra covering the range of 4000–400 cm
−1

 (Spectrum BX FTIR 

spectrometer, Perkin Elmer, MA, USA) were recorded using 5 mg-samples of GF, TF and the 

freeze dried GF-TF mixture. The spectra were an average of 18 scans at a resolution of 4 

cm
−1

. 

FTIR Analysis of the mycelium after antifungal treatment 

The isolates TME 16 and TME 34 were exposed to sub-inhibitory concentrations of 

TF, GF, alone and in combination in molar ratio on 1:6 and 1:12. An aliquot of 100 mL of 

fungal suspension with 1×10
6 

to 5×10
6
 CFUµgmL

-1
was poured on the surface of a petri dish 

containing potato dextrose agar (PDA) and carefully homogenized using a strap drigalski. An 

aliquot of 100 mL of each drug at a sub-inhibitory concentration was poured into a 7 mm-

diameter circular hole, previously excavated in the agar medium. Milli-Q water instead of the 
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drug was used as a control. Each plate was incubated at 32 ° C for 7 days. Afterward, 

mycelium samples of each isolate were collected by careful scraping, transferred to sterile 

tubes, and frozen at −80 °C overnight, before FTIR analysis. The infrared spectra ranging 

from 4000 to 400 cm
−1 

was recorded (Brücker FTIR spectrophotometer) at a 4 cm
-1

 

resolution. Pellets were prepared by compression under vacuum by mixing 5 mg of KBr and 

50 mg of the frozen mycelium. All samples were examined in triplicate. 

Thermal analysis 

Differential Scanning Calorimetry (DSC) analysis was performed in a DSC-60 

calorimeter coupled to a TA Analysis Software (Shimadzu, Kyoto, Japan) under dynamic 

nitrogen atmosphere (50 mL min
−1

) and heating rate of 10 °C min
−1

. Accurately weighted 

samples of 2 mg of TF, GF and the freeze-driedGF-TF mixture were scanned from 25 to 500 

°C in a sealed aluminum pan. An empty sealed aluminum pan was used as control. 

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 

1
H-

1
H NOESY NMR spectra were obtained in a Bruker Avance 400 spectrometer 

(Germany), equipped with BBO 5 mm probe with z-gradiente. Spectra were obtained with ca. 

20 mg cm
-3

 using DMSO-d6 as a solvent and probe temperature of 298 K referenced to Me4Si 

under typical conditions for 
1
H-

1
H NOESY(spectral width 12 ppm, with 4 K data points 

acquisition, noesyphw pulse sequence). The resulting two-dimensional data were processed 

using a QSINE transformation functional in both dimensions prior to Fourier transformation. 

Scanning electron microscopy 

The photomicrographs of the samples were taken using a Jeol JSM 6060 microscope 

(Tokyo, Japan) at a voltage of 10 kV. The samples were previously mounted on aluminum 

stubs using double-sided adhesive tape and vacuum-coated with a thin layer of gold. 
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Statistical analysis 

MIC values were expressed as medians. The level of hypha damage was expressed in 

percent and analyzed by ANOVA, followed by the Tukey test. A two-side P value ≤ 0.05 was 

considered significant. 

RESULTS  

Antifungal susceptibility test 

MIC, MIC50 and MFC values determined (table 1) showed that all of 41 isolates tested 

were more susceptible to TF than GF. The TF MIC values varied from 0.03 to 2.0 µgmL
-1

, 

but two isolates (TME 16 and TME 34) showed MIC ≥ 4 µgmL
-1

, and therefore they were 

classified as resistant. Concerning the GF MIC values, they varied from 0.24 to 4 µgmL
-1

, but 

six (MCA 36, MCA 40, MGY 58, TME 16, TME 34 and TRU 25) having MIC ≥ 32 µgmL
-

1
were classified as resistant. In addition, two isolates (TME 16 and TME 34) were multi-

resistant to GF and TF simultaneously. The prevalence of resistant dermatophytes to GF was 

higher when compared to TF (p<0.05). GF was less effective against Microsporum 

gypseumand Trichophyton rubrum isolates (MIC50 2µgmL
-1

) than TF (0.25 and 0.125µgmL
-1

, 

respectively).  

The MFC of GF was about four-fold the respective MIC in near all isolates, 

corroborating therefore it fungistatic action. Conversely, as a fungicide drug terbinafine had 

MFC values its MIC, excepting for the resistant isolates (MCA 36, MCA 40, MGY 58, TME 

16, TME 34 and TRU 25), when MFC values were eight times greater than the MIC. 
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Table 1 -Minimum inhibitory concentration (MIC) values and minimum fungicidal 

concentration (MFC) of griseofulvin (GF) and terbinafine (TF) against of the dermatophytes 

isolates. 

Strains 
Griseofulvin (µgmL-1)  Terbinafine (µgmL-1) 

MIC  
Mean 
MIC 

MIC 50 MFC   MIC  
Mean 
MIC 

MIC 50 MFC 

Microsporum 
canis 

MCA 01 1.0 

8.38 0.5 

>4.0  0.03 

0.30 0.125 

0.03 
MCA 29 0.5 >2.0  0.125 0.125 
MCA 32 0.5 >2.0  0.125 0.125 
MCA 36 >32.0 >32.0  1.0 >4.0 
MCA W3 0.25 1.0  0.06 0.06 
MCA 38 0.5 >2.0  0.03 0.03 
MCA 39 0.25 1.0  0.03 0.03 
MCA 40 >32.0 >32.0  1.0 >4.0 

Microsporumgyp
seum 

MGY 42 1.0 

3.91 1.0 

>4.0  0.03 

0.24 0.06 

0.03 
MGY 45 1.0 >4.0  0.03 0.03 
MGY 46 1.0 4.0  0.03 0.03 
MGY 48 2.0 >8.0  0.125 0.125 
MGY 49 1.0 >4.0  0.03 0.03 
MGY 50 2.0 >4.0  0.125 0.125 
MGY 51 2.0 >8.0  0.25 0.25 
MGY 52 1.0 2.0  0.125 0.125 
MGY 53 2.0  >4.0  0.06 0.03 
MGY 54 1.0 >4.0  0.06 0.06 
MGY 57 1.0 >4.0  0.03 0.03 
MGY 58 >32.0 >32.0  2.0 >8.0 

Trichophytonmen
tagrophytes 

TME 16 >32.0 

7.15 0.5 

>32.0  4.0 

0.84 0.03 

>16.0 
TME 18 2.0 >4.0  0.06 0.06 
TME 31 0.5 2.0  0.03 0.03 
TME 32 1.0 >4.0  0.06 0.06 
TME 33 0.5 2.0  0.03 0.03 
TME 34 >32.0 >32.0  4.0 >16.0 
TME 38 2.0 >4.0  0.03 0.03 
TME 40 0.5 >2.0  0.03 0.03 
TME 44 0.5 >2.0  0.03 0.03 
TME 46 0.5 2.0  0.125 0.125 

Trichophytonrubr
um 

TRU 20 1.0 

4.45 1.0 

>4.0  0.06 

0.12 0.03 

0.06 
TRU 23 1.0 2.0  0.03 0.03 
TRU 25 >32.0 >32.0  1.0 >4.0 
TRU 40 1.0 >4.0  0.06 0.06 
TRU 42 2.0 >4.0  0.03 0.03 
TRU 43 4.0 >16.0  0.03 0.03 
TRU 46 2.0 >8.0  0.03 0.03 
TRU 48 2.0 >8.0  0.03 0.03 
TRU 49 1.0 4.0  0.03 0.03 
TRU 50 1.0 4.0  0.06 0.03 
TRU 52 2.0 >8.0  0.03 0.03 

 

Antifungal activity of the combined TF and GF 
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Twenty-three isolates were purposely selected, being seven of them previously 

characterized as resistant to either TF or GF, and 16 of them were susceptible to both 

antifungals. The CIFI values calculated (Table 2) revealed an additive effect in about 70% of 

the isolates. The four isolated recognized as resistant only to GF, when combined with TF 

show an activity indifferent for combination. The behavior of isolated multi-resistant TME 16 

and 34 unlike previously noted, have become susceptible to the GF-TF mixture. For this kind 

of isolated, it seems until now be a fact not reported in literature. 

Table 2 -Fractional inhibitory concentration index(CIFI) and type of interactionobtained for 

hyphaeby testing the GF-TF mixture, after the checkerboard microdilution method. 

Strains 
MIC (µg mL-1)  MIC Combination (µg mL-1) 

GF TF  GF TF ICIF Interaction 

MCA 29 0.50 0.12  0.25 0.06 0.98 Add 

MCA 32 0.50 0.12  0.25 0.06 0.98 Add 

MCA 36 32.00 1.00  0.25 1.00 1.01 Ind 

MCA 38 0.50 0.03  0.12 0.01 0.58 Add 

MCA 39 0.25 0.03  0.06 0.01 0.57 Add 

MCA 40 32.00 1.00  0.25 1.00 1.01 Ind 

MGY 46 2.00 0.03  0.50 0.01 0.58 Add 

MGY 48 2.00 0.12  0.12 0.06 0.54 Add 

MGY 50 2.00 0.12  0.50 0.06 0.73 Add 

MGY 53 2.00 0.06  0.50 0.03 0.75 Add 

MGY 58 32.00 2.00  0.25 2.00 1.01 Ind 

TME 16 >32.00 4.00  16.00 2.00 0.75 RR 

TME 18 2.00 0.06  1.00 0.06 0.67 Add 

TME 32 1.00 0.06  0.06 0.03 0.56 Add 

TME 33 0.50 0.03  0.03 0.03 1.06 Ind 

TME 34 >32.00 4.00  16.00 2.00 0.75 RR 

TRU 20 1.00 0.06  0.125 0.03 0.63 Add 

TRU 25 32.00 1.00  0.25 1.00 1.01 Ind 

TRU 42 2.00 0.03  1.00 0.007 0.73 Add 

TRU 46 2.00 0.06  0.50 0.03 0.75 Add 

TRU 48 2.00 0.03  0.25 0.03 1.01 Ind 

TRU 50 1.00 0.06  0.50 0.03 1.00 Ind 

TRU 52 2.00 0.06  0.25 0.03 0.63 Add 

Synergistic (Syn); additive (Add); indifferent (Ind), and antagonistic (Ant), resistance reversal 

(RR). 

Cell damage evaluation by the MTT test 

Values of induced damage to the hypha above 80% are in table 3. As can be notice, 

the damage was greater when GF and TF were combined than both drugs alone. As observed, 

highest cell damage values were associated to the combination of TF and GF, and they were 
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statistically significant respecting other values gained from isolates treated with TF and GF 

alone (p<0.05). 

Table 3 -Percent cell damage after treatment with terbinafine and griseofulvin, alone and 

combined, expressed in percentage (%) and resulting interaction effect. 

Strains 
Combination of terbinafine:griseofulvin 

 Comb. 1 Comb. 2 Comb. 3 

MGY 46 

C (µg mL-1) 0.125 1.0 0.125 0.5   

CDA (%) 36.3% C 20.7% D 36.3% C 11.4% E   

CDC (%) 87.7% A 80.2% A   

Interaction Syn Syn   

MGY 48 

C (µg mL-1) 0.06 1.0 0.06 0.25 0.06 0.125 

CDA (%) 70.9% B 64.9% B 70.9% B 21.1% D 70.9% B 29.9% CD
 

CDC (%) 91.7% 
A 

90.3% 
A 

88.9% 
A 

Interaction Syn Syn Syn 

MGY 50 

C (µg mL-1) 0.06 0.5 0.06 0.25   

CDA (%) 53.2% B 57.9% B 53.2% B 34.8% C   

CDC (%) 90.1% A 82.5% A   

Interaction Syn Syn   

MGY 53 

C (µg mL-1) 0.03 1.0 0.03 0.5   

CDA (%) 27.0% D 52.8% C 27.0% D 3.9% E   

CDC (%) 92.7% A 80.9% B  

Interaction Syn Syn  

TME 16 

C (µg mL-1) 2.0 32.0 2.0 16.0   

CDA (%) 30.9% B 35.1% A 30.9% B 6.8% A   

CDC (%) 94.2% C 90.3% C   

Interaction Syn Syn   

TME 18 

C (µg mL-1) 0.06 1.0 0.03 1.0   

CDA (%) 63.5% C 67.6% C 41.1% D 67.6% C   

CDC (%) 90.1% A 81.7% B   

Interaction Syn Syn   

TME 32 

C (µg mL-1) 0.03 0.25 0.03 0.125 0.03 0.06 

CDA (%) 30.5% C 45.4% B 30.5% C 37.9% BC 30.5% C 31.5% C 

CDC (%) 83.8% A 81.6% A 80.6% A 

Interaction Syn Syn Syn 

TME 34 

C (µg mL-1) 2.0 32.0 2.0 16.0   

CDA (%) 35.5% B 48.7% B 35.5% B 47.7% B   

CDC (%) 82.9% A 81.4% A   

Interaction Syn Syn   

TRU 20 

C (µg mL-1) 0.03 0.5 0.03 0.25 0.03 0.125 

CDA (%) 67.5% C 77.7% BC 67.5% C 23.5% D 67.5% C 3.9% E 

CDC (%) 90.5% A 93.7% A 83.1% AB 

Interaction Syn Syn Syn 

TRU 42 

C (µg mL-1) 0.015 1.0 0.007 1.0   

CDA (%) 52.5% C 55.1% C 21.4% D 55.1% C   

CDC (%) 87.1% A 81.4% B  
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Strains 
Combination of terbinafine:griseofulvin 

 Comb. 1 Comb. 2 Comb. 3 

Interaction Syn Syn  

TRU 46 

C (µg mL-1) 0.03 1.0 0.03 0.5   

CDA (%) 41.5% B 55.4% B 41.5% B 37.6% B   

CDC (%) 81.2% A 80.6% A   

Interaction Syn Syn   

TRU 52 

C (µg mL-1) 0.03 1.0 0.03 0.5 0.03 0.25 

CDA (%) 79.1% B 79.5% B 79.1% B 33.4% DE 79.1% B 26.6% E 

CDC (%) 90.7% A 91.4% A 90.8% A 

Interaction Syn Syn Syn 

MCA 29 

C (µg mL-1) 0.06 0.25     

CDA (%) 42.7% B 27.9% C     

CDC (%) 80.9% A     

Interaction Syn     

MCA 32 

 

C (µg mL-1) 0.06 0.25     

CDA (%) 51.2% C 62.6% B     

CDC (%) 87.3% A     

Interaction Syn     

MCA 38 

C (µg mL-1) 0.01 0.25 0.01 0.125 0.007 0.25 

CDA (%) 63.1% B 55.3% B 63.1% B 37.2% C 39.3% C 55.3% B 

CDC (%) 89.6% A 88.7% A 88.0% A 

Interaction Syn Syn Syn 

MCA39 

C (µg mL-1) 0.01 0.25 0.01 0.125   

CDA (%) 37.1% B 36.2% B 37.1% B 35.2% B   

CDC (%) 82.6% A 80.5% A   

Interaction Syn Syn   

Microsporum canis (MCA); Microsporum gypseum(MGY); Trichophyton 

mentagrophytes(TME); Trichophyton rubrum(TRU). Percent cell damage alone (CDA) and in 

combination (CDC). Over cellular damage is shown concentrations (C) of the respective 

antifungal agents. Three combinations with additive and synergistic effects were chosen to 

demonstrate the interaction. 

The cell viability assayed by the MTT test was illustrated using the multi-resistant 

isolate TME 16 (Figure 1A) and the sensible isolate TME 32 (Figure 1B). Regarding TME 

16, cell damage below 10% was noticed after treatment with GF alone (32 and 16 µgmL
-1

) 

and TF alone (2 µg mL
-1

). On the other hand, a substantial reversion of the fungal resistance, 

indicated by cell damage above 90% followed by hypha death, could be achieved after 

treatment with the GF-TF mixture. An inferior but not less remarkable effect was observed 

with TME 32. In that case, cell damages of 50% and 30% (antifungals alone) could be 

improved up to 80% after combination of GF and TF. 
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Figure 1 - Cellular damage expressed in percentage of the antifungal alone and of the 

combination of them. A) Cellular Damage of the TME 16 isolated resistant to both 

antifungals front the combination of griseofulvin (GF) and terbinafine (TF) at concentrations 

below the Minimum inhibitory concentration (MIC); B) Cellular damage of the TME 32 

isolated sensitive to both antifungals front the combination of GF and TF at concentrations 

below MIC. Different letters above the cell damage represents a statistically significant 

difference (p <0.05); 

Structure evaluation of the hypha morphology by optic microscopy 

The effect of GF and TF, alone and in combination, on the hypha morphology of the 

T. mentagrophytes (TME 16) and the M. gypseum (MGY 48) isolates are showed in figure 2. 

Regarding the first one, more colored points were apparent along non-treated hyphae (figure 

2A). Conversely, a pronounced hypha enlargement could be appraised after treatment with TF 

and GF alone (Figure 2B, C). The morphological changes were more conspicuous at the 

hypha ending, like chlamydoconidies. In addition, these changes were still more marked after 

treatment with the GF-TF mixture at sub-inhibitory concentrations (figure 2D). When the 

susceptible isolate (MGY 48) was treated with the GF-TF mixture and then compared to the 

typical fusiform conidia of non-treated M. gypseum (figure 2E). The major morphological 

changes were observed in hyphae exposed to GF and TF in combination. Beside hyphae 

enlargement, signals of cell death, as cell wrinkling and cell rupture, could be observed all 

over the visual field (figure 2H). 
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Figure 2 - Photographs of optical microscopy showing the alteration of fungal structures of T. 

mentagrophytes (TME 34) drug-resistant after treatment to GF and TF alone and combined, at 

concentrations below the respective MIC values: (A) no drug control; (B) GF alone (32 

µgmL
-1

); (C) TF alone (2 µgmL
-1

); (D) GF (32 µgmL
-1

) with TF (2 µgmL
-1

). Photographs of 

optical microscopy the hyphae M. gypseum (MGY 48) isolated sensitive to both antifungals 

after treatment GF and TF alone and combined at concentrations below MIC: (E) no drug 

control; (F) GF alone (1 µgmL
-1

); (G) TF alone (0.06 µgmL
-1

); (H) TF (0.06 µgmL
-1

) with GF 

(1 µgmL
-1

). 

FR-IT analysis of the fungal mycelia 

The comparison of IR spectra from non-treated and treated isolates allowed the 

detection of important differences among both absorption patterns (figure 3). After exposition 

to TF, modifications of the absorption bands related to the mycelium proteins and protein-

lipids were present at 1800─1485 and 1485─1185 cm
-1

, respectively. Minor changes at 

1185─900 cm
-1

 seem to be insufficient to support any TF interaction with the mycelium 

polysaccharides. 

The spectral changes induced by GF were alike to those described for TF, but with a 

noteworthy suppression of a set of bands related to the mycelium lipids (2996─2800 cm
-1

). 

Respecting the combination of TF and GF, the set of spectral changes comprises those quoted 

above for TF and GF. In addition, the change intensity seemed to be determined by the 

composition of the GF-TF mixtures (figure 3 D and E). In this case, main remarks included 

the changing of those bands associated to proteins (1800─1485 cm
-1

), proteins/lipids 
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(1485─1185 cm
-1

), and polysaccharides (1185─900 cm
-1

), but also the loss of the group of 

bands located at 2996─2800 cm
-1

 and associated to the mycelium lipids.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 -FTIR spectra of the mycelium of the multi-resistant isolated T. mentagrophytes 

TME 34 after different treatments: (A) mycelium untreated - control, (B, C, D and E) mycelia 

treated: (B) with 32 µgmL
-1

 of TF; (C) 2 µgmL
-1

GF; (D) GF-TF mixture in 1:6ratio; (E) GF-

TF mixture in 1:12 ratio. All concentrations used for treatment of fungi were below the MIC. 

Band absorptions at 3700–2996 cm
−1

was attributed to O−H bond vibrations from carboxyl, 

hydroxyl or phenol groups, and amides N−H vibrations; band absorptions at 2996–2800 

cm
−1

was ascribed to lipids with functional CH group; band absorptions at 1800–1485 cm
−1

to 

proteins with functional groups amides I and II; the peak set at 1485–1185 cm
−1

to functional 

CH2 and CH3 groups, as well as phosphate compounds with functional group P−O; and the 

peak set at 1185–900 cm
−1

 range to polysaccharides with functional groups C−O−C and 

C−O−P. 

HPLC-Monitoring of the antifungal soluble content during the incubation  

The solubility profiles of GF e TF, alone and combined, were monitored during a 150-

h incubation period, at 32°C. The incubation conditions of the susceptibility test were 

simulated using MOPS buffer (figure 4). After incubation, the GF peak area drastically 

decreased to about 80% of its initial value, while that of TF showed a measurable but inferior 
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lessening up to 20% (figure 4A). The HPLC profile of the GF-TF mixture revealed any 

important difference if compared separately to both antifungals (data omitted). In addition, the 

peaks areas of the GF impurities 3 and 4 decreased through the time, opposed to the 

respective impurities 1 and 2, which exhibited measurable peak areas and small decrease 

(Figure 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 -HPLC-monitoring of the antifungal solubility throughout a 150-h  incubation 

period. (A) griseofulvin-terbinafine mixture; (B) the major impurities in the griseofulvin-

terbinafine mixture; and (C) Impurities in griseofulvin alone. 

Regarding the GF-TF mixture, the HPLC analysis of the GF impurities showed that 

the soluble content of some of them was altered slightly, compared to GF alone (figure 4B). 

While impurities 1 and 2 were unchanged after incubation, the solubility of impurities 3 and 4 

increased, especially impurity 3. It explains the very low content of impurity 3 

(dechlorogriseofulvin) in the insoluble GF-TF fraction, which occurs after incubation. 

DSC analysis 

Some selected thermograms from GF and TF alone, and GF-TF mixture showed 

sizeable changes with regard to the most relevant endothermic processes (figure 6).The GF 
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and TF thermograms (figure 6A and 6B, respectively) revealed crystalline forms, as one can 

evidence through the single endothermic peak 217 °C, and the a broad endothermic peak 

centered at 209 °C, in that order. In turn, thermodynamic changes observed in thermograms 

from GF and TF, mixed at different composition ratios (figures 6C, D, and D), 

unambiguously revealed molecular interaction between both antifungals. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 - DSC-calorimetry thermograms of (A) griseofulvin alone; (B) terbinafine 

alone; (C) freeze-dried mixture of TF and GFin the molar ratio of 1:3; (D) freeze-dried 

mixture of TF and GF in the molar ratio of 1:6; (E)freeze-dried mixture of TF and GF in 

the molar ratio of 1:12.The mixture ratios correspond to of the mixtures correspond to 

that had the best antifungal activity by the checkerboard assay. 

FT-IR analysis of the terbinafine-griseofulvin mixture 

The IR spectrum of TF (figure 7A) showed characteristic peaks at 2440 cm
-1

 (C≡C 

vibration) and 1450─1500 cm
-1

 (aromatic ring); peaks associated to primary and secondary 



84 

 

amines (3300─3500 cm
-1

) were missing, as expected in tertiary amines. The GF spectrum 

exhibited distinguishing peaks at 1450─1500 (aromatic ring) and 1703 cm
-1

 (C = O 

stretching) (figure 7B). Besides, the IR spectrum of the TF-GF freeze-dried mixture (1:8 ratio, 

respectively) showed a different absorption pattern characterized by the peak at 3409 cm
-1

 and 

the missing of the peaks at 2440 cm
-1

 (C≡C, terbinafine) and 1703 cm
-1

 (C = O, griseofulvin) 

(figure 7C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 - FTIR-spectra of (A) griseofulvin alone; (B) terbinafine alone; (C) freeze-

dried mixture of TF and GF in the molar ratio of 1:6. Mixture ratios was chosen 

according to the concentrations that had the best antifungal activity by the in vitro 

checkerboard assay. 

Analysis by MEV of the TF-GF mixture 

Photomicrographs from TF, GF, and the mixture of them are displayed in figure 8. 

Crystalline TF occurred as flat platelets (figure 8A), while GF appears to be formed by 

agglomerated nanocrystals with irregular surface (Figure 8B). Respecting the TF-GF freeze-
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dried mixture, perceptible changes in the crystal habitat were remarked by the presence of fine 

pyramidal and prismatic needle shaped crystals (figures 8C e D), which were utterly different 

from those observed with the antifungals alone. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 - Photomicrographs obtained by scanning electron microscopy of (A) griseofulvin 

alone; (B) terbinafine alone; (C) freeze-dried mixture of TF and GF in the molar ratio of 1:6, 

(D) freeze-dried precipitate of mixture of TF and GF. Mixture ratios was chosen according to 

the concentrations that had the best antifungal activity by the in vitro checkerboard assay. 

NMR 
1
H-

1
H NOESY analysis of the terbinafine-griseofulvin mixture 

In order to verify intermolecular interaction between terbinafine and 

griseofulvin 
1
H-

1
H NOESY experiment has been performed. The NOESY result show 

a terbinafine and griseofulvin interaction pattern, with higher cross-peak intensity 

corresponding to higher relative cross relaxation rates found between OCH3 group 
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(aromatic) of griseofulvin with two aromatic hydrogens of terbinafine. This 

arrangement corresponds to the preferential sites interactions in which the griseofulvin 

aromatic ring is located closer to terbinafine aromatic ring in DMSO solution. 

DISCUSSION 

Comparatively to yeast, there are only few reports in the literature about antifungal 

drugs against dermatophytes. In that context, probably the present work represents the first 

effort to approach the potential synergic activity derived by combining griseofulvin (GF) and 

terbinafine (TF). 

Among the 41 isolates assayed, seven of them (MCA, 2; MGY, 1; TME; 2, and TRU, 

2) were resistant to GF (MIC values ≥ 3 µg mL
-1

), according to the breakpoints postulated by 

several authors (26). In addition, similar results were former reported
31-34

. 

The prevalence of GF-resistant isolates instead of the TF-ones stay in line with 

Andeset al
35

. Thus, fungicid drugs are associated to a low probability of fungal resistance, 

owing the massive eradication of potential mutants. On the other hand, fungistatic drugs are 

inherently unable to induce a fast and extensive lessening of a defined fungal population, 

promoting therefore fungal mutations. 

After the MTT test, cell damage could be induced by GF and TF, but the best activity 

was ascribed to the combination of both antifungal. Moreover, isolates resistant to GF showed 

16-fold increasing of the terbinafine MIC values, but still below the TF breakpoint.  

Regarding TF, the isolate (TME 16) exceeded the breakpoint of MIC > 4 µg mL
-1

of 

TF
24

, but also that of GF. As the multi-resistance of dermatophytes to TF and GF represents 

an unusual finding, possibly not included in the current literature, further tests was 

accomplished focusing TME 16 and TM 32. 
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An analogous case of multiple resistance was earlier reported regarding griseofulvin 

and tioconazole
20

. It implies the involvement of concurrent resistance mechanisms, as the 

efflux pump. However, the results gained from the efflux pump test using verapamil and the 

multi-resistant isolates TME 16 e TME 34 seem to refute this assumption.  

Despite, the test performed by the checkeerborad and the cell viability tests 

corroborated a synergic activity due to the combination of TF and GF.  

A feasible explanation based on the individual mechanism of TF (ergosterol synthesis 

inhibitor) and GF (nucleic acids inhibitor) seem to be to a certain extent troublesome. The 

breakdown of the membrane integrity linked to the squalene epoxidase blockage by 

terbinafine
36

 can promote perhaps the cell internalization of GF, hindering therefore the the 

nucleic acids synthesis in a more effective way
13, 37

. However, no reliable reason seems to 

explain why TF became more effective, as GF exhibed any activity on the cell membrane. 

Even though the gathering of evidence can enlighten better the synergism of antifungal 

combinations
21,23, 38

, it appers to be constrained by features linked to an specific drug 

combination and fungal specie. 

A further explanation should considered events occurring outside the cell membrane. 

The FT-IR analysis of the revealed spectral alterations in the mycelium of isolates exposed to 

TF and GF, alone and in combination. The increasing of the intensity of bands related to 

polysaccharides are distinctive of counter acting mechanism is aiming detoxification and 

resistance. Similarly, the decreasing of the absorption intensity allied with spectral changes in 

those bands ascribed to the membrane proteins and lipids can be understood as the result of 

cell toxicity. Nevertheless, these spectral changes can also be ascribed to a direct drug-

membrane interaction, as observed in substances in solid state. 

As GF is a drug which has low solubility in water, impairing its dissolution and 

bioavailability. Thus, our work was to investigate the occurrence of precipitation during the 
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incubation. This actually allowed establishing that the GF was precipitated in aqueous 

solution at 32 ° C, incubation inducing crystallization of the GF intensively. This non-linear 

behavior of GF concentration as a function of incubation time allowed show that 

approximately 80% of the total concentration it was precipitated. Therefore, only 20% of GF 

presented soluble, and this was probably the quantity responsible for biological activity. With 

this, it is noteworthy that all dilutions prepared for greater than 10 µg mL
-1

 of GF 

concentrations have only 10 µg mL
-1 

of soluble drug. Therefore, the authors found that MIC 

values above this concentration may be reporting a false MIC due to crystallization of GF into 

another crystalline form
20,26

.  

Moreover, it is worth noting that we identify presence in the precipitate of impurities 

of the GF. We observed no change in the percentage of precipitation when the GF was alone 

or combined, except impurity dechlorogriseofulvin, which as associated with TF becomes 

more soluble, suggesting that the interaction is occurring between these two molecules. 

The analysis by DSC of the freeze-dried mixture of TF and GF allowed further 

evidence supporting a drug-drug interaction. The peak displacement as well as its 

disappearance, as that observed in all mixture ratios assayed in this work, are normally related 

to molecular interaction
39

. In addition, the displacement of both antifungal melting points as a 

single endothermic peak located at a lower temperature (185 °C) indicated 

aeutecticmixture
40

with enhanced solubility, as mentioned above. 

Moreover, the DSC analysis of different mixture ratios (here illustrated by the 1:3, 1:6, 

and 1:12 TF:GF molar ratios) suggested a drug-drug molecular interaction, as suggested by 

the disappearance of the endothermic peaks related to GF and TF, along with the new 

endothermic process at about 185 °C. 

The FT-IR data from freeze-dried mixture of TF and GF reinforced the molecular 

interaction between the ketone group of GF and the alquino group, and the aromatic groups of 



89 

 

both antifungals, owing the spectral changes observed in the bands at 3409, 2440 and 1703 

cm
-1

 (figure 7A). With reference to GF, a comparable changing of the absorption band related 

to the ketone group was noticed after its complexation with β-cyclodextrin
41

. 

The MEV revealed different crystal habitats after comparison of photomicrographs 

from GF and TF, alone and after mixing. Indeed, TF and GF showed distinct crystal habitats 

and polymorphism resulting from different solvents and crystallization
42-44

.  As long as the 

literature data proceeded from single substances, instead of a mixture, the assumption of 

polymorphism from the MEV data of the GF-TF mixture remained contentious at least. 

 

CONCLUSION 

A near complete resistance reversion was noticed in those multi-resistant isolates after 

treatment with a freeze-dried mixture of TF and GF. The involvement of physicochemical 

events occurring outside the cell membrane was postulated. This assumption, however, does 

not exclude the contribution of other mechanisms acting from the inner cell. 

FUNDING  

This work was supported by Coordination for the Improvement of Higher Level Personnel 

(CAPES). 

TRANSPARENCY DECLARATIONS 

The authors have none to declare. 

 

REFERENCES 

1  Patel GA, Schwartz RA. Tinea capitis: still na unsolved problem? Mycoses, 

2011; 54:183─8.  



90 

 

2 Gupta AK, Cooper EA. Update in antifungal therapy of dermatophytosis. 

Mycopathologia, 2008;166:353─67. 

3 Scher RK, Rich P, Pariser D, Elewski B. The epidemiology, etiology, and 

pathophysiology of onychomycosis. Seminars in Cutaneous Medicine and Surgery, 2013; 

32:S2─4. 

4 Winter I, Uhrlaß S, Krüger C, Herrmann J, Bezold G, Winter A, Barth S, 

Simon JC, Gräser Y, Nenoff P. [Molecular biological detection of dermatophytes in clinical 

samples when onychomycosis or tinea pedis is suspected. A prospective study comparing 

conventional dermatomycological diagnostics and polymerase chain reaction]. Hautarzt, 

2013; 64:283─9.  

5 Abdel-Rahman SM, Farrand N, Schuenemann E, Stering TK, Preuett B, Magie 

R, Campbell A.The prevalence of infections with Trichophyton tonsurans in school children: 

the CAPITIS study. Pediatrics,2010;125:966─73.  

6 Mirmirani P, Tucker LY. Epidemiologic trends in pediatric tinea capitis: 

A population-based study from Kaiser Permanente Northern California. Journal of the 

American Academy of Dermatology, 2013;69:916─21. 

7 Grover C, Arora P, Manchanda V. Comparative evaluation of griseofulvin, 

terbinafine and fluconazole in the treatment of tinea capitis. International Journal of 

Dermatology,2012;51:455─8.  

8 Surjushe A, Kamath R, Oberai C, Saple D, Thakre M, Dharmshale S, Gohil 

A.A clinical and mycological study of onychomycosis in HIV infection. Indian Journal of 

Dermatology, Venereology and Leprolog, 2007; 73:397─401.  



91 

 

9 Haneke E, Tausch I, Bräutigam M, Weidinger G, Welzel D. Short-duration 

treatment of fingernail dermatophytosis: a randomized, double-blind study with terbinafine 

and griseofulvin. Journal of the American Academy of Dermatology,1995;32:72─7.  

10 Fleece D, Gaughan JP, Aronoff SC. Griseofulvin versus terbinafine in the 

treatment of tinea capitis: a meta-analysis of randomized, clinical trials. Pediatrics,2004; 

114:1312─5.  

11 Gupta AK, Drummond-Main C. Meta-analysis of randomized, controlled trials 

comparing particular doses of GFseofulvin and terbinafine for the treatment of tinea capitis. 

PediatricDermatology, 2013; 30:1─6.  

12 Kathiravan MK, Salake AB, Chothe AS, Dudhe PB, Watode RP, Mukta MS, 

Gadhwe S.The biology and chemistry of antifungal agents: A review. Bioorganic & 

Medicinal Chemistry, 2013; 20:5678─98.  

13 Paião FG, Segato F, Cursino-Santos JR, Peres NT, Martinez-Rossi NM. 

Analysis of Trichophyton rubrum gene expression in response to cytotoxic drugs. FEMS 

Microbiology Letters,2007;27:180─6.  

14 Fachin AL, Contel EP, Martinez-Rossi NM. Effect of sub-MICs of 

antimycotics on expression of intracellular esterase of Trichophyton 

rubrum.MedicalMycology,2001; 39:129─33.  

15 Cervelatti EP, Fachin AL, Ferreira-Nozawa MS, Martinez-Rossi NM. 

Molecular cloning and characterization of a novel ABC transporter gene in the human 

pathogen Trichophyton rubrum. MedicalMycology,2006;44:141─7. 



92 

 

16 Ryder NS. Terbinafine: mode of action and properties of the squalene 

epoxidase inhibition. British Journal of Dermatology,1992;126:2─7. 

17 Osborne CS, Leitner I, Favre B, Ryder NS. Amino acid substitution in 

Trichophyton rubrum squalene epoxidase associated with resistance to terbinafine. 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy,2005; 49:2840─4.  

18 Osborne CS, Leitner I, Hofbauer B, Fielding CA, Favre B, Ryder NS. 

Biological, biochemical, and molecular characterization of a new clinical Trichophyton 

rubrum isolate resistant to terbinafine. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2006; 

50:2234─6. 

19 Yu L, Zhang W, Wang L, Yang J, Liu T, Peng J, Leng W, Chen L, Li R, Jin Q. 

Transcriptional profiles of the response to ketoconazole and amphotericin B in Trichophyton 

rubrum. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2007; 51:144─53. 

20 Fachin AL, Maffei CM, Martinez-Rossi NM. In vitro susceptibility of 

Trichophyton rubrum isolates to griseofulvin and tioconazole. Induction and isolation of a 

resistant mutant to both antimycotic drugs. Mutant of Trichophyton rubrum resistant to 

griseofulvin and tioconazole. Mycopathologia,1996; 135:141─3. 

21 Gupta K, Kohli, Y. In vitro susceptibility testing of ciclopirox, terbinafine, 

ketoconazole and itraconazole against dermatophytes and nondermatophytes, and in vitro 

evaluation of combination antifungal activity.British Journal of 

Dermatology,2003;149:296─305. 

22 Chamilos G, Kontoyiannis DP. The rationale of combination antifungal 

therapy in severely immunocompromised patients: empiricism versus evidence-based 

medicine. Current Opinion in Infectious Diseases, 2006;19:380─5. 



93 

 

23 Tamura T, Asahara M, Yamamoto M, Yamaura M, Matsumura M, Goto K, 

Rezaei-Matehkolaei A, Mirhendi H, Makimura M, Makimura K. In vitro susceptibility of 

dermatomycoses agents against six antifungal drugs and evaluation of combined effects of 

amorolfine and itraconazole using fractional inhibitory concentration index in dermatophytes. 

Microbiology and Immunology, 2013;58:1-8. 

24 Mukherjee PK, Sheehan DJ, Hitchcock CA, Ghannoum MA. Combination 

treatment of invasive fungal infections. Clinical Microbiology Reviews, 2005; 18:163─94. 

25 CLSI.Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of 

Filamentous fungi; Approved Standard – second Edition. CLSI Document M38-A2. Clinical 

Laboratory  Standards Institute, Wayne, PA, USA,2002. 

26 Artis WM, Odle BM, Jones HE.Griseofulvin-resistant dermatophytosis 

correlates with in vitro resistance. Archives of Dermatology,1981;117:16─9. 

27 Pinto e Silva AT, Costa-de-Oliveira S, Silva-Dias A, Pina-Vaz C, Rodrigues 

AG. Dynamics of in vitro acquisition of resistance by Candida parapsilosis to different 

azoles. FEMS Yeast Research, 2009;9: 626-633. 

28 Lewis RE, Diekema DJ, Messer SA, Pfaller MA, Klepser ME. Comparison of 

Etest, chequerboard dilution and time-kill studies for the detection of synergy or antagonism 

between antifungal agents tested against Candida species. Journal of Antimicrobial 

Chemotherapy, 2002;49:345─51. 

29 Chiou CC, Mavrogiorgos N, Tillem E, Hector R, Walsh TJ. Synergy, 

pharmacodynamics, and time-sequenced ultrastructural changes of the interaction between 

nikkomycin Z and the echinocandin FK463 against Aspergillus fumigatus. Antimicrobial 

Agents and Chemotherapy,2001;45:3310─21. 



94 

 

30 Kahsay G, Adegoke AO, Van Schepdael A, Adams E. Development and 

validation of a reversed phase liquid chromatographic method for analysis of griseofulvin and 

impurities. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,2013;80:9─17.  

31 Scholz R, Meinhof W. Susceptibility of Trichophyton rubrum to griseofulvin. 

Mycoses,1991;34:411─4. 

32 Chadeganipour M, Nilipour S, Havaei A. In vitro evaluation of griseofulvin 

against clinical isolates of dermatophytes from Isfahan. Mycoses,2004;47:503─7. 

33 Galuppi R,  Gambarara A, Bonoli C. Ostanello F, Tampieri MP. Antimycotic 

effectiveness against dermatophytes: comparison of two in vitro tests. Veterinary Research 

Communications,2010;34:S57─61.  

34 Nardoni S, Mugnaini L, Papini R, Fiaschi M, Mancianti F. Canine and feline 

dermatophytosis due to Microsporum gypseum: A retrospective study of clinical data and 

therapy outcome with griseofulvin. Journal de Mycologie Médicale,2013;3:164─7.  

35 Andes D, Forrest A, Lepak A, Nett J, Marchillo K, Lincoln L.Impact of 

antimicrobial dosing regimen on evolution of drug resistance in vivo: fluconazole and 

Candida albicans. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,2006;50:2374─83. 

36 Favre B, Ryder NS.Cloning and expression of squalene epoxidase from the 

pathogenic yeast Candida albicans. Gene, 1997;189:119─26.  

37 Georgopapadakou NH, Walsh TJ. Antifungal agents: chemotherapeutic targets 

and immunologic strategies. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,1996;40: 279–291.  

38 Polak, A. Combination of amorolfine with various antifungal drugs in 

dermatophytosis. Mycoses,2009;36:43-49. 



95 

 

39. Veiga MD, Díaz PJ, Ahsan F. Interactions of Griseofulvin with Cyclodextrins 

in Solid Binary Systems. Journal of Pharmaceutical Sciences, 1998;87:891─900.  

40 Gill I, Vulfson E. Enzymic catalysis in heterogeneous eutectic mixtures of 

substrates. Trends in Biotechnology,1994;12:118─22.  

41 Hbaieba S, Kalfat R, Chevalierb Y. Loading antifungal drugs onto silica 

particles grafted with cyclodextrins by means of inclusion complex formation at the solid 

surface. International Journal of Pharmaceutics, 2012;439:234─45. 

42 De Gioannis B, Jestin P, Subra P. Morphology and growth control of 

griseofulvin recrystallized by compressed carbon dioxide as antisolvent. Journal of Crystal 

Growth, 2004; 262:519─26. 

43 Zhu W, Romanski FS, Dalvi SV, Dave RN, Tomassone SM. Atomistic 

simulations of aqueous griseofulvin crystals in the presence of individual and multiple 

additives. Chemical Engineering Science,2012; 73:218─230. 

44. Carr AG, Mammucari R, Foster NR.Solubility and Micronization of 

Griseofulvin in Subcritical Water. Industrial & Engineering Chemistry Research, 2010; 

49:3403. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



98 

 

 

 

 

 



99 

 

 

 

 

 

Figure 7. Percentage of isolated cell damage measured by assay checkerboard with 

MTT front of GF and TF alone and in combination. The horizontal axis shows the 

concentration of GF and the depth axis shows the concentration of TF. The vertical 

axis represents cell damage. The code of the isolate is shown above each graph. 

Differents  letters represents results statistically differents, to p value < 0.05. 
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A presente dissertação foi desenvolvida tendo como referência os relatos da 

presença de saponinas nas sementes de C. quinoa, bem como as diversas atividades 

biológicas atribuídas a essa classe de substâncias, em especial, seu potencial efeito 

antifúngico (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; STUARDO; SAN MARTÍN, 2008). 

Desta forma, o primeiro capítulo desta dissertação destinou-se a obtenção das frações 

purificadas de saponinas, FQ70 e FQ90, com o intuito de verificar o efeito da atividade 

antifúngica de cada fração contra isolados de dermatófitos procedentes da Micoteca 

desta Faculdade. 

As saponinas são uma classe de substâncias anfifílicas capazes de formar poros 

nas bicamadas celulares lipídicas, ao se ligarem ao ergosterol da membrana, 

aumentando assim a permeabilidade celular e levando ao extravasamento do conteúdo 

da célula (SIMONS et al., 2006).  

Coleman e colaboradores (2010) relataram uma clara atividade antifúngica para 

saponinas derivadas do barrigenol, destacando a sua potencialização para a associação 

dessas saponinas com fluconazol. Devido a esta característica, esperava-se, em nosso 

trabalho, encontrar atividade antidermatófitica para as frações de saponinas de quinoa. 

Porém, contrariando estudos anteriores, as frações de saponinas do estudo não 

apresentaram efeito inibitório sobre os dermatófitos, descartando a participação de 

saponinas de quinoa derivadas da hederagenina, do ácido fitolacagênico, ácido 

serjânico e do ácido oleanólico - componentes majoritários das frações de saponinas da 

quinoa. 

Da mesma forma ficou descartada a hipótese das micelas formadas pelas 

saponinas das frações FQ70 e FQ90 de quinoa virem a modificar positivamente a 

atividade da griseofulvina e da terbinafina. Em nenhum dos casos pôde ser constatada 

reversão da resistência a ambos antifúngicos nas espécies de dermatófitos testadas. 

O segundo capítulo desta dissertação trata da atividade dos antifúngicos TF e 

GF contra isolados resistentes de dermatófitos, após ter sido testado de forma isolada e 

em combinação. Na etapa inicial, destinada à determinação dos valores de CIM de TB 
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e GF, foi possível corroborar a detecção de isolados de dermatófitos resistente a ambos 

fármacos.  

A GF apresentou valor médio de CIM dentro da faixa de eficácia do fármaco 

para todas as espécies testadas, porém sete isolados (dois de MCA, um de MGY, e 

dois de TME e TRU) mostraram valores de CIM superiores a 32 µg/mL, acima de 3 

µg/mL que é o limite de resistência para GF (ARTIS et al., 1981). Resultados 

similares de resistência foram também observados por outros autores (SCHOLZ; 

MEINHOF, 1991; CHADEGANIPOUR et al., 2004; GALUPPI et al., 2010; 

NARDONI et al., 2013). De modo geral, os dermatófitos testados foram mais 

susceptíveis a TF, apresentando CIM próximos a 0,06 µg/mL. Desses, somente dois 

isolados, TME 16 e TME 34, foram resistentes, ultrapassando o valor de CIM ≥ 4 

µg/mL, considerado o breackpoint de resistência para este fármaco (MUKHERJEE et 

al., 2003). Esses dois isolados, por terem valores de CIM superiores a 3 µg/mL para 

GF, também foram tidos como resistentes a esse fármaco. Dessa forma, pôde ser 

constatada a detecção de dois isolados multirresistentes. Destaca-se a importância 

deste achado, por ser, até o presenta, o primeiro relato de um isolado clínico de 

dermatófito resistente simultaneamente a GF e TF. 

Uma possível explicação das diferenças na susceptibilidade dos isolados 

testados seria a desigual prevalência de resistência alavancada por diferentes 

mecanismos de ação, uma vez que GF é fungistático e TF fungicida. Esta ideia foi 

proposta por Andes et al. (2006) que, ao avaliar a dose de antimicrobiano que 

impedisse o surgimento de populações resistentes, constatou que um agente fungicida, 

como é o caso da TF, reduzia efetivamente no tamanho da população de patógenos, 

limitando a ocorrência de mutações. No entanto, agentes fungistáticos, como GF, não 

reduzem efetivamente o tamanho da população, favorecendo assim o aparecimento de 

mutações capazes de conduzir a um quadro de resistência. Pelo contrário, a natureza 

fungicida de TF torna mais difícil o surgimento de resistência. Assim, a resistência 

simultânea a GF e TF surge como uma ocorrência pouco provável.  
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Outra possível alternativa de explicação para a resistência simultânea a TB e GF 

pode estar vinculada a um mecanismo de resistência comum a ambos fármacos. O fato 

observado nos isolados resistentes somente a GF, que mostram um aumento de até 16 

vezes o valor da CIM para TF (sem chegar a atingir o CIM de resistência), sugeriu a 

possível existência de mecanismos conexos. Em estudo realizado com T. rubrum 

submetido a um tratamento mutagênico (FACHIN et al., 1996), os autores relataram 

resistência simultânea para griseofulvina e tioconazol, sugerindo que fenômenos 

semelhantes de resistência a múltiplos fármacos poderiam estar envolvidos. Um 

provável mecanismo dessa resistência múltipla é a bomba de efluxo, da classe dos 

transportadores ABC, antes codificado para a espécie de T. rubrum como sendo um 

modulador da sensibilidade a vários antifúngicos (FACHIN et al., 1996).   

Porém, os resultados obtidos para o teste de bomba de efluxo ABC com 

verapamil, realizado com os isolados TME 16 e TME 34 (T. mentagrophytes) não 

evidenciaram a participação deste mecanismo de resistência, corroborando com 

PAIÃO et al. (2007). Segundo esse autor, mutações em outros genes capazes de 

produzir substâncias, como a hidrolase de éster carboxílico (TR0036) e uma proteína 

“Pol” (TR0002), poderiam também uma resposta não específica ao stress celular 

causado pelos fármacos. Por analogia, isso sugere que a multirresistência in vitro a TF 

e GF nesses isolados de T. mentagrophytes pode, eventualmente, envolver uma 

mutação em genes decorrente do estresse celular e virulência. 

A avaliação mais aprofundada da ação antifúngica combinada de TF e GF foi 

realizada mediante avaliação do dano celular utilizando o método do checkerboard 

(usualmente aplicada para avaliar efeito sinérgico, aditivo, indiferença e antagonismo) 

e o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazólio), como indicador 

da viabilidade celular. Por princípio, células viáveis reduzem por meio da enzima 

mitocondrial desidrogenase succínica o MTT, gerando como produto cristais de 

formazan de cor azul-púrpura (CHIOU et al., 2001). Assim, uma menor intensidade de 

coloração é associada a um maior dano celular, e vice-versa.  
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No pressente trabalho, os isolados susceptíveis a TF e GF manifestaram uma 

nítida redução na intensidade da cor, indicando um efetivo percentual de dano celular. 

Para os isolados resistentes a um dos antifúngicos não houve diferença de intensidade 

de cor o resultado em relação ao grupo controle. A associação da TF e GF exerceu um 

efeito de reversão de resistência para isolados multirresistentes, e para a maioria dos 

isolados sensíveis apresentou efeito aditivo. No caso dos isolados susceptíveis, uma 

vez que TF e GF atuam por mecanismos diferentes, é possível que a TF, por inibir a 

síntese do ergosterol, altere a integridade da membrana celular, facilitando a entrada da 

GF e potencializando seu efeito. Gupta e Kohli (2003) evidenciaram efeitos sinérgico 

e aditivo para a combinação de ciclopirox e terbinafina, porem encontraram 

indiferença para a maioria dos casos no estudo da combinação de ciclopirox e 

itraconazol. Polak (2009) também estudou a atividade da combinação de amorolfina 

com cetoconazol, griseofulvina e terbinafina e relatou que a combinação era sempre 

mais efetiva quando comparada à atividades dos antifúngicos isoladamente. Outros 

autores encontraram resultados similares, indicando que a combinação de amorolfina e 

itraconazol tem efeito sinérgico ou aditivo sobre a maioria das espécies de 

dermatófitos (Tamura et al., 2013). 

Entretanto, os relatos acima colocados não explicam a reversão da resistência 

simultânea a TB e GF, uma vez que isolados resistentes a GF e susceptíveis a TF 

mostram um aumento expressivo do valor da CIM, como antes mencionado. 

A análise por microscopia em luz visível de hifas de definir qual isolados, 

selecionados como exemplo, corroboram os resultados in vitro do dano celular 

avaliado pelo método do checkerboard com MTT. Neste caso, o uso de TB e GF 

isoladamente causou menos modificações estruturais do que a combinação de ambos, 

principalmente em isolados sensíveis. As modificações observadas indicam um 

decréscimo na produção de novas hifas, cuja intensidade guarda relação com o 

percentual de dano celular observado. 

Na análise do efeito dos fármacos na composição química do micélio do fungo 

por FT-IR, pôde-se notar que os todos tratamentos com TB e GF, sozinhos ou em 
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combinação, provocaram uma diminuição da intensidade das bandas associadas às 

proteínas e lipídeos, quando comparados com o controle não tratado. Para todos os 

tratamentos foi observado também um aumento na intensidade da banda de 

polissacáridos, próprio da ativação de mecanismos de desintoxicação e de resistência 

fúngica (BALDRIAN, 2003).  

Ainda que pouco frequente na literatura, foi proposto neste trabalho a 

investigação de possíveis interações físico-químicas que ocorreriam, tipicamente, fora 

da célula. Um dos requisitos indispensáveis à absorção e permeação pela membrana 

celular é que o fármaco esteja em solução. Pelo contrário, a precipitação do fármaco 

comprometeria a sua biodisponibilidade e isso pode ocorrer ainda no sitio de ação, 

sobretudo com fármacos pouco solúveis, como griseofulvina. O processo envolve uma 

sequência de três etapas: (a) realização de supersaturação, (b) a formação de núcleos 

de cristais, e (c) subsequente crescimento de cristais (RODRIGUEZ-HORNEDO; 

MURPHY, 1999).  

Alterações de solubilidade ou de isomerização também podem ocorrer durante o 

período de incubação em testes in vitro realizados com células (KAISER, 2012). O 

monitoramento da solubilidade da GF permitiu detectar insolubilidade dessa acima de 

10 µg/mL, no decorrer da incubação do ensaio de suscetibilidade in vitro. A análise 

por CLAE das frações solúvel e insolúvel permitiu constatar que aproximadamente 

80% da concentração inicial de 50 µg/mL de GF precipita no meio de cultura a 32 °C. 

Este dado levanta questionamentos sobre relatos de resistência a este antifúngico a 

concentrações de 10 µg/mL, utilizando o mesmo meio de cultura (ARTIS et al., 1981; 

FACHIN et al., 1996). É bastante provável que as concentrações de resistência 

relatadas se devam a uma questão de solubilidade e não a uma resistência exagerada a 

GF. 

Como produto biotecnológico, a griseofulvina é comercializada contendo as 

impurezas declorogriseofulvina, deidrogriseofulvina, diidrogriseofulvina, 

tetraiidrogriseofulvina, ácido griseofulvico e isogriseofulvina. A análise por CLAE da 

fração insolúvel (precipitado formado durante o período de incubação) demonstrou 
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concentrações inferiores das impurezas Imp 1 (estrutura desconhecida), ácido 

griseofúlvico, declorogriseofulvina, deidrogriseofulvina, em relação à fração solúvel 

(0%, 10%, 50%, 55%, respectivamente). Porém, a precipitação de GF na presença de 

terbinafina mostrou que a impureza declorogriseofulvina torna-se aproximadamente 

20% mais solúvel, quando comparado à sua concentração na fração solúvel após 

precipitação da griseofulvina sozinha. 

Uma vez que alterações na solubilidade de uma substância na presença de outra 

indicam a possibilidade de interações moleculares, na sequência deste trabalho foi 

investigada a possibilidade da ocorrência deste fenômeno. Para isso, foram utilizados 

métodos por calorimetria diferencial exploratória (DSC), espectroscopia na região do 

infravermelho (FT-IR) e microscopia eletrônica de varredura dos dois antifúngicos 

sozinhos e em mistura liofilizada. 

A comparação dos termogramas para a mistura de TB e GF mostrou 

significativas diferenças em relação aos termogramas das substâncias analisadas 

isoladamente (Figura 6 do Capítulo 2) Este tipo de comportamento sugere a formação 

de um composto (possibilidade descartada pela análise por CLAE) ou de um produto 

de interação similar ao observado na formação de complexos. Um aspecto importante 

a ser destacado é a relação deste comportamento em função das diferentes proporções 

ponderais analisadas, dadas as alterações e deslocamentos nos processos endotérmicos 

decorrentes da mistura. Alterações similares foram relatas para a combinação de 

griseofulvina com ácidos fracos (CHIOU; NIAZI, 1978), as quais foram associadas à 

formação de misturas eutéticas (GILL; VULFSON, 1994). 

De igual forma, a análise por FT-IR indica uma marcada diferença espectral 

entre TB e GF e a mistura de ambas substâncias. As alterações observadas no padrão 

das bandas de absorção sugerem uma interação entre a cetona da GF e a tripla ligação 

da TF. O desaparecimento das bandas dos compostos aromáticos no espectro da 

mistura sugere uma possível interação entre as ligações π dos anéis aromáticos dos 

dois compostos. 
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As análises por MEV mostram também alterações significativas nos hábito 

cristalino de TB e GF, quando em mistura. Principalmente, cabe destacar a mudança 

na forma cristalina da TF de placa para agulha na presença de GF. Uma vez que se 

trata de análises de misturas, não é possível afirmar a ocorrência de polimorfismo. 

Entretanto, as alterações registradas nos termogramas por DSC deixam claro o 

envolvimento de processos energéticos mais fortes do que uma simples alteração de 

hábito cristalino, como relatado para TF (KUMINEK, 2013) e GF (CARR et al., 

2010). 

Os dados obtidos nos testes físico-químicos, quando comparados ao caso dos 

dois isolados multirresistentes (TME 16 e TME 34), permitem propor a participação 

de uma forte interação molecular entre GF e TB, a que poderia evadir o mecanismo de 

resistência baseado, presumivelmente, no não-reconhecimento de TF e GF na forma de 

um complexo molecular formado por parte dos isolados multirresistentes. Com isso, 

dois desdobramentos seriam possíveis: (a) a entrada da TF e GF na célula na forma de 

complexo, seguida de uma posterior desestruturação desse complexo em nível de 

membrana, favorecendo os mecanismos de ação individuais; (b) permanência do 

complexo no interior da célula na forma não-dissociada, que passaria assim a atuar por 

um mecanismo de ação diferente.  

Cabe ainda salientar que essa proposta não exclui a participação de mecanismos 

de resistência propriamente ditos, isto é, em nível celular. Essa possibilidade se 

constata no fato de a formação de complexo com a TF não ter sido capaz de reverte a 

resistência em cinco isolados resistentes apenas a GF. Isso sugere a existência de 

outras possibilidades a serem consideradas em trabalhos posteriores. É provável que o 

mecanismo por trás da reversão da resistência seja mais específico para a GF ou que o 

mesmo tenha surgido de comportamentos celulares específicos, segundo o isolado em 

estudo.  
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 O perfil de susceptibilidade da griseofulvina e terbinafina frente a 42 isolados de 

micoses superficiais permitiu a obtenção de sete isolados resistentes a 

griseofulvina e dois isolados de T. mentagrophytes multirresistentes. 

Contrariamente, grupo de saponinas encontradas na C. quinoa não apresentou 

atividade antifúngica para as espécies de dermatófitos testadas; 

 Na avaliação da combinação entre griseofulvina e terbinafinas obtivemos atividade 

aditiva para a maioria dos isolados testados, cabe destacar que esta associação 

também foi capaz de reverter a multirresistência de dois isolados;  

 O efeito da associação de terbinafina e griseofulvina puderam ser constatados no 

exame ao microscópio da morfologia das hifas;  

 Griseofulvina e terbinafina provocaram alterações na composição química do 

micélio do fungo avaliado por FT-IV, sobretudo das proteínas e dos lipídeos 

associados à membrana da hifa; 

 A análise comparativa de terbinafina e griseofulvina por DSC, FT-IR e MEV, 

isoladamente e em associação, indicam uma forte interação molecular entre ambos 

fármacos e sugerem a formação de um complexo. Esta constatação caracteriza um 

evento fora da membrana celular, que pode estar relacionado com a reversão da 

resistência a ambos antifúngicos, observada em dois isolados multirresistentes;  

 O aumento da solubilidade da declorogriseofulvina quando em mistura com a 

terbinafina, merece atenção como fato complementar a ser considerado na 

reversão da multirresistência; 

 A ausência de relatos na literatura similares sobre a resistência simultânea a TB e 

GF, assim como a interação desses dois fármacos em nível molecular, fora da 

célula, e sua possível relação com a reversão da resistência não foram descritos na 

literatura e merecem a atenção de estudos futuros. 
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