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RESUMO 

Infecções fúngicas resistentes mostram uma crescente prevalência nas 

últimas décadas, levando à procura fármacos mais eficazes, incluindo produtos 

naturais. Uncaria tomentosa (unha-de-gato) possui uma complexa composição de 

polifenois, alcaloides e triterpenos, que tem sido pouco explorada nesse contexto. 

Assim, o presente trabalho teve por objetivo a avaliação da atividade anti-

Candida e de mecanismos de ação eventualmente envolvidos. Para essa 

finalidade seis isolados de Candida não-albicans foram selecionados pelo seu 

histórico de resistência. Amostras de cascas secas foram extraídas com EtOH a 

50%, seguido de concentração e armazenagem a 10 °C durante 24 h. A porção 

solúvel foi separada e fracionada em fase polimérica sólida, originando três 

frações ricas em polifenois, alcaloides e triterpenos. A porção insolúvel em água 

(Water-insoluble Fraction - WIF) foi retomada no mesmo solvente etanólico, 

repetindo-se o processo anterior. Os testes exploratórios de susceptibilidade 

antifúngica revelaram atividade moderada para todas as frações solúveis e uma 

atividade superior para a fração insolúvel. A análise por CLAE e o teste da 

Vanilina ácida indicaram a predominância de polifenóis de alta massa molecular 

(70,8%) em WIF. A associação da fração WIF com terbinafina e fluconazol 

mostrou uma clara atividade sinérgica, com alterações morfológicas evidenciadas 

por MEV e pelo teste com sorbitol. Testes utilizando verapamil (inibidor da 

bomba de efluxo) excluíram a participação deste mecanismo. Pelo contrário, os 

resultados das análises por DSC e FT-IR apontam para um mecanismo externo à 

célula. O conjunto das observações sugere um mecanismo de ação sobre a parede 

celular, provavelmente vinculado a interações intermoleculares entre a fração e 

os antifúngicos testados. 

Palavras-chave: Uncaria tomentosa, polifenois, antifúngicos, Candida spp., 

checkerboard. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

ANTI-Candida ACTIVITY OF BIOACTIVE FRACTIONS OF Uncaria 

tomentosa (Willd) DC. AND SYNERGISM WITH FLUCONAZOLE AND 

TERBINAFINE 

Resistant fungal infections show an increasing prevalence in recent 

decades, demanding therefore more effective new drugs, including herbal 

products. Uncaria tomentosa (cat's claw) has a complex polyphenols, alkaloids 

and triterpene composition, which has been little explored in that sense. Thus, the 

present study aimed at evaluation of the anti-Candida activity and related 

mechanisms of action. For this purpose six isolates of non-albicans Candida 

species were selected owing their history of antifungal resistance. Samples of the 

dried bark were extracted with 50% EtOH, followed by concentration and 

storage (10 °C for 24 h) steps. The soluble portion was separated and fractionated 

on a solid polymer phase, yielding three enriched fractions of polyphenols, 

alkaloids and triterpenes. The water-insoluble portion (WIF) was dissolved again 

using the same ethanolic solvent, and submitted to the procedure described 

above. Screening antifungal susceptibility testing revealed just a moderate 

activity for all soluble fractions, and a superior one respecting the WIF fraction. 

HPLC analysis and vanillin acid assay of WIF indicated the polyphenol 

prevalence (70.8 %). The association of fraction WIF with terbinafine and 

fluconazole showed a clear synergic activity with morphological changing, as 

observed by MEV and the wall integrity test with sorbitol. Tests using verapamil 

(inhibitor of efflux pump) excluded the participation of this mechanism in the 

synergic response. Moreover, the results from both FT-IR and DSC analysis of 

WIF, alone and combined with terbinafine and fluconazole, suggest a mechanism 

acting outside the cell membrane. The results all together hint a mechanism of 

action probably linked to wall cell, probably due to specific intermolecular 

interactions between the fraction WIF and both antifungals matter of this study.  

Keywords: Uncaria tomentosa, polyphenols, antifungals, Candida spp., 

checkerboard. 
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conformidade com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de 

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

Grande do Sul, e encontra-se organizada da seguinte forma:  
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 Capítulos 1 e 2: artigos a serem submetidos à publicação;  
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1. INTRODUÇÃO E RELEVÂNCIA DO TEMA 

Leveduras, principalmente espécies de Candida spp., são tidas como os 

principais agentes causadores de micoses oportunistas (SAGHROUNI et al., 

2011). Historicamente, Candida albicans é a espécie mais frequente envolvida na 

candidíase, contudo, a participação de espécies não-albicans tem aumentado de 

forma significativa nos últimos anos, principalmente devido ao aumento da 

expressão de fatores de virulência e da aquisição da resistência aos antifúngicos 

de uso clínico tradicional (MÉAN et al., 2008). 

Apesar dos potentes agentes antifúngicos disponíveis, a taxa de 

mortalidade associada à candidíase ainda é alta (ANDES; LEPAK, 2011), 

sobretudo em pacientes imunossuprimidos e imunodeprimidos, como portadores 

de HIV, em tratamento quimioterápico, ou que tenham sido submetidos a 

transplante de órgãos ou procedimentos cirúrgicos de médio a grande porte 

(ENDO et al., 2010). Por essa razão, existe um interesse crescente na procura de 

novos fármacos antifúngicos mais seletivos e menos tóxicos, uma vez que o uso 

indiscriminado de agentes antifúngicos vem acarretando em um acelerado 

aumento da resistência desses microrganismos (FORTÚN, 2011).  

Nas últimas décadas, tem-se evidenciado interesse em tratamentos à base 

de produtos naturais para a terapia de candidíases (MONDELLO et al., 2006; 

NOUMI et al., 2010). Para a espécie Uncaria tomentosa (Willd) D.C. 

(Rubiaceae) – conhecida como unha-de-gato – ainda que existam relatos de 

atividades como antiproliferativa (GONZÁLEZ; VALERIO, Jr., 2006), 

imunoestimulante (LEMAIRE et al., 1999), anti-inflamatória (AGUILAR et al., 

2002), antiviral (REIS et al., 2008) e antioxidante (PILARSKI et al., 2006), os 

dados sobre atividade antifúngica são bastante incipientes. De fato, há apenas um 

relato no que se evidenciou melhora clínica em pacientes com candidíase oral, 

após tratamento com gel contendo extrato de U. tomentosa (PAIVA et al., 2009). 

Contrariamente, a espécie tem sido objeto de vários estudos físico-químicos, 

destacando altos teores em alcaloides oxindólicos pentacíclicos (HEMINGWAY; 

PHILLIPSON, 1974; LAUS et al., 1997), triterpenos derivados do ácido 
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quinóvico (AQUINO et. al., 1991; 1997) e polifenois, como ácidos fenólicos, 

monômeros de flavonoides e polímeros de elevada massa molecular, como 

taninos (HEITZMAN et al., 2005).  

Embora existam relatos de ação antimicrobiana, a atividade antifúngica de 

cascas de U. tomentosa ainda não foi prospectada de modo aprofundado. Em 

vista disso, o presente trabalho tem por objetivo estudar a atividade antifúngica e 

sinérgica de uma fração rica em polifenois presentes na casca do caule de U. 

tomentosa, assim como o seu efeito sinérgico com fluconazol e terbinafina contra 

Candida spp. procedentes da Micoteca do Laboratório de Micologia da UFRGS.  
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2. OBJETIVO GERAL 

Investigar a atividade antifúngica de extrato bruto e frações enriquecidas 

de cascas de U. tomentosa frente a espécies emergentes  e resistentes de Candida 

não-albicans, avalindo-se o efeito sinérgico com terbinafina e fluconazol. 

2.1. Objetivos específicos 

i) Analisar por CLAE-PDA o perfil químico da matéria prima vegetal, 

constituída pela casca do caule da espécie; 

ii) Obter frações enriquecidas de alcaloides e triterpenos mediante separação 

em fase sólida polimérica, assim como de polifenóis com diferentes 

massas moleculares mediante separação; 

iii) Caracterizar e quantificar os principais polifenois presentes nas frações 

de U. tomentosa mediante métodos por CLAE-PDA, método da vanilina, 

UV e espectrofotometria por FT-IV. 

iv) Avaliar a cito e genotoxicidade do extrato e das frações de Uncaria 

tomentosa através do ensaio cometa; 

v) Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) das frações e do 

extrato de U. tomentosa frente a isolados das espécies Candida krusei, C. 

glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis; 

vi) Avaliar o efeito sinérgico da fração de polifenois de U. tomentosa com o 

antifúngico azólico fluconazol e o derivado alilamínico terbinafina, 

frente às leveduras emergentes acima relacionadas; 

vii) Caracterizar a interação físico-química entre os polifenois e antifúngicos 

mediante DSC e FT-IV, bem como o efeito sobre o potencial zeta 

celular; 

viii)  Caracterizar mecanismo de ação mediante teste do sorbitol, teste da 

bomba de efluxo, microscopia eletrônica de varredura e teste da 

composição química do pseudomicélio por FT-IV.
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1. Atividade antifúngica e espécies vegetais 

Os antifúngicos efetivamente disponíveis no mercado estão restritos a 

apenas algumas classes químicas (MATHEW; NATH, 2009), das quais algumas 

apresentam toxicidade ou problemas de resistência (MUKHERJEE et al., 2003). 

Nesse contexto, o estudo de substâncias vegetais providas de atividade 

antifúngica vem merecendo maior atenção (DANELUTTE et al., 2003; 

MALHEIROS et al., 2005; STEIN et al., 2006; AGÜERO et al., 2007; 

PACCIARONI et al., 2008). Além do seu uso na forma isolada, a combinação de 

antifúngicos comerciais com espécies vegetais surge como uma estratégia válida 

para melhorar a atividade antifúngica, aumentar o espectro de ação, melhorar a 

tolerância, diminuir os efeitos adversos e reduzir fatores indutores da resistência 

(ELIOPOULOS; MOELLERING, 1996; KONTOYIANNIS; LEWIS, 2001; 

ENDO et al., 2010). 

3.2. Uncaria tomentosa 

Uncaria tomentosa (Willdenow ex Roemer & Shultes) D.C., pertencente à 

família Rubiaceae, é uma liana com espinhos lenhosos popularmente conhecida 

como unha-de-gato ou cat’s claw. A espécie é caracterizada como uma trepadeira 

de aproximadamente 40 m de comprimento e 20 m de altura (POLLITO; 

TOMAZELLO, 2006) (Figura 1). A espécie possui uma distribuição geográfica 

bastante ampla, distribuída em sua maioria na África e Ásia (HEITZMAN et al., 

2005) e pode ser encontrada naturalmente nas florestas tropicais do Sul e 

América Central (Peru, Colômbia, Equador, Guiana, Venezuela, Trinidad, 

Suriname, Guatemala, Costa Rica, Panamá, República Dominicana). No Brasil, 

U. tomentosa se distribui nos estados do Amapá, Amazonas, Pará e, 

principalmente, no Acre (POLLITO, 2006). 
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Figura 1 – Uncaria tomentosa. (A) Exemplar adulto; (B) mostrando detalhes do 

caule (C) e dos tomentos. (Imagens gentilmente cedidas por Evelyn Maribel 

Condori Peñaloza)  

A espécie Uncaria tomentosa tem sido objeto de diferentes estudos 

realizados pelo grupo, principalmente tecnológicos, na obtenção de frações 

enriquecidas de alcaloides, polifenois e triterpenos derivados do ácido quinóvico 

(PAVEI et al., 2010; PAVEI et al., 2011; PAVEI et al., 2012; KAISER et al., 

2013), e de algumas atividades biológicas relevantes associadas a essas, como 

antiproliferativa (KAISER et al., 2013b; LENZI et al., 2013). Em relação à 

atividade antifúngica da espécie há poucos relatos (PAIVA et al., 2009) e 

praticamente nada sobre a potencial associação dos compostos bioativos dessa 

com antifúngicos convencionais. 

3.2.1. Aspectos analíticos e tecnológicos relativos à fração de polifenois de U. 

tomentosa 

A diversidade estrutural e as diferentes massas moleculares dos polifenois 

tornam laboriosa a tarefa de desenvolver um método de extração que seja de 

aplicação geral. Há diversos fatores que podem influenciar nesse processo, como 

tempo de extração, solubilidade, fração solvente-amostra e tamanho de partícula 

da matéria-prima. Solventes, como metanol, etanol, propanol, acetona, acetato de 

etila e suas combinações são utilizados na extração de polifenois, geralmente 

com diferentes proporções de água (ANTOLOVICH et al., 2000; ROBARDS et 

al., 2003; ZADERNOWSKI et al., 2005; LUTHRIA et al., 2006). Assim, rutina 
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e ácido clorogênico foram extraídos eficazmente do trigo sarraceno (Fagopyrum 

esculentum) por maceração dinâmica com etanol a 30%, a 60 ºC, por 2 h 

(HINNEBURG et al., 2005). Diferentes tempos de extração são utilizados, 

podendo variar de 1 min (PRICE et al., 1977) a 24 h (BURNS et al., 1971). 

Extrações mais longas aumentam a chance da oxidação dos polifenois, a não ser 

que sejam utilizados agentes redutores. Uma extração com acetona 70% em água, 

durante 1 min, a 10.000 rpm foi utilizada vantajosamente para extrair os taninos 

de amostras comerciais de canola  (Brassica napus L.)  (NACZK et al., 1991). No 

entanto, Deshpande e Cheryan, mostraram que o tempo de extração ótimo para 

fenólicos em feijão (Phaseolus vulgaris) foi de 50 a 60 min. Kaiser (2012) 

comparou a eficácia da extração de polifenois de U. tomentosa com soluções 

hidroetanólicas em proporções de 10 a 90%, assim como variações de tempo e 

proporções fármaco-solvente como variáveis independentes. O máximo de 

extração foi alcançada na proporção de 50% de solução hidroetanólica, tempo de 

2 h e proporção fármaco-solvente 0,5:10 (m/v), evidenciando uma fácil saturação 

do solvente com o aumento da massa da planta. Concentrações similares foram 

utilizadas na extração de polifenois de Citrus hystrix (52,9%), Morinda citrifolia 

(40%) e Castanea sativa (50%) (CHAN et al., 2009; THOO et al., 2012). 

No entanto, uma determinação real do teor de compostos fenólicos esbarra 

nas dificuldades da análise cromatográfica dos taninos condensados de maior 

grau de polimerização, presentes nos extratos e frações hidroetanólicas das 

cascas de U. tomentosa (SCHOFIELD et al., 2001; HEITZMANN et al., 2005). 

Os taninos condensados ou proantocianidinas são polímeros de flavonoides, 

cujos monômeros são unidos por uma ligação carbono-carbono. O método da 

vanilina costuma ser empregado para quantificação desses compostos, embora o 

reagente da vanilina detecte tanto flavonoides monoméricos quanto poliméricos. 

Igualmente, o método é específico para uma classe limitada de compostos que 

apresentam uma ligação simples na posição 2,3 e grupos hidroxila em posições 

alternadas no anel A. Catequinas e proantocianidinas reagem com a vanilina na 

presença de HCl para produzir um produto de condensação vermelho 

(AGOSTINI-COSTA, 2003). 
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Face à escassez de métodos analíticos para a quantificação de polifenois 

de baixa massa molecular de U. tomentosa, Pavei (2010) desenvolveu e validou 

metodologia por CLAE para a quantificação de polifenois em extratos 

hidroetanólicos das cascas de U. tomentosa. Foi observada a presença de cinco 

picos majoritários, dos quais três foram identificados como ácido clorogênico, 

ácido caféico e rutina, mediante comparação com padrão de referência. 

Diferentemente de alcaloides oxindólicos, há poucos trabalhos 

tecnológicos de purificação das subfrações dos polifenois, o que, 

consequentemente impede de estabelecer relações inequívocas sobre a verdadeira 

fração bioativa. 

3.3. Leveduras do gênero Candida 

As leveduras do gênero Candida fazem parte do reino Fungi; Divisão 

Deuteromycotina; Classe Deuteromycetes; Ordem Cryptococcales; Gênero 

Candida. É neste grupo dos deuteromicetos que estão incluídos a maioria dos 

fungos patogênicos ao homem. Mais especificamente, dos fungos considerados 

patogênicos para humanos, o gênero Candida é aquele que ocorre com maior 

frequência. Dentre as espécies de Candida conhecidas, C. albicans é aquela que 

mais prevalece em pessoas imunossuprimidas e imunodeprimidas. Entretanto, 

nas últimas décadas o número de infecções devido a C. não-albicans tem 

aumentado significativamente (CALDERONE, 2002; RUAN; HSUEH, 2009). 

Esse aumento pode estar relacionado com o fato de espécies não-albicans serem 

capazes de desenvolver maior  resistência a certos antifúngicos (GONZÁLEZ et 

al., 2008), associado ao melhor poder discriminante dos métodos de diagnóstico, 

permitindo a diferenciação inequívoca entre as espécies de Candida (LIGUORI 

et al., 2009).  

Candida não-albicans são usualmente encontradas em reservatórios 

humanos e animais, solo, plantas, alimentos e ambiente hospitalar (LACAZ et 

al., 2002).  

3.3.1. Epidemiologia 
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As espécies de Candida são mais frequentemente isoladas da cavidade 

oral, vulvovaginal e trato urinário e, apesar de serem mais percebidas em 

pacientes imunocomprometidos,  são detectadas em aproximadamente 31 a 55% 

dos indivíduos sadios (SAMARANAYAKE et al., 2002). Dados epidemiológicos 

indicam que C. albicans é o agente causal mais comum. Contudo, a sua 

incidência em infecções tem declinado, dando lugar à prevalência de outras 

espécies, como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis 

(COLOMBO et al., 2003; BASSETTI et al., 2006), que são as espécies 

relacionadas no presente trabalho.  

Na década de 80, C. albicans representava 68% dos isolados de Candida 

detectados em pacientes, enquanto que C. tropicalis, C. parapsilosis e C. 

glabrata representavam 12, 10 e 3 % dos isolados, respectivamente (KIEHN et 

al., 1980). Em estudos mais recentes, a maioria dos casos de fungemia tem sido 

significativamente associada às espécies não-albicans (PFALLER et al., 2010). 

Segundo Colombo (2000), a segunda principal causa de infecção fúngica  

invasiva deve-se a C. parapsilosis, ficando atrás apenas de C. albicans. Esta 

espécie de Candida não-albicans costuma ser mais frequente em crianças, 

principalmente entre recém-nascidos prematuros, e está associada a fontes 

exógenas de infecções, como alimentação parenteral, uso de cateter e de soluções 

contaminadas (KRCMERY; BARNES, 2002; ALMIRANTE et al., 2006).   

Candida tropicalis é uma das espécies de Candida não-albicans mais 

prevalente, principalmente na América Latina (PFALLER et al., 2000). No 

Brasil, acomete de 16 a 26% dos pacientes com candidíase (NUCCI; 

COLOMBO, 2007).  Autores descrevem o isolamento de C. tropicalis em 

hemocultura de pacientes com câncer, leucemia e neutropenia ( ALMIRANTE et 

al., 2005; COLOMBO et al., 2006; NUCCI; COLOMBO, 2007). Por sua vez, 

Candida glabrata está envolvida em 5 a 24% dos episódios de candidíase, 

observando-se sensibilidade reduzida ao fluconazol nos  isolados clínicos. Cerca 

de 10 a 20% das cepas isoladas de hemoculturas foram resistentes ao fluconazol 

(PFALLER et al., 2000). A taxa de mortalidade associada a esta espécie varia de 
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10 a 73% (COLOMBO et al., 1999). No caso de Candida krusei, a espécie tem 

uma prevalência minoritária em fungemias, ocorrendo principalmente em 

pacientes com câncer, transplantados e naqueles infectados por HIV. Contudo, a 

resistência intrínseca desta levedura ao fluconazol explica sua maior ocorrência 

nestes grupos específicos de pacientes que, com frequência, recebem esse 

fármaco profilaticamente (HORN et al., 2009). 

3.3.2. Aspectos da estrutura celular de Candida spp. 

O gênero Candida é composto por um grupo heterogêneo de organismos 

fúngicos. Macroscopicamente, as colônias de Candida spp. são de cor creme a 

amarela. Dependendo da espécie, a textura da colônia pode ser lisa, brilhante ou 

seca, ou enrugada e maçante. Sob condições habituais, com nutrientes ideais, a 

levedura cresce na fase log como células de blastoconídios (Figura 2-A), que são 

células esféricas a ovais com tamanho de aproximadamente 2-5 x 3-7 µm 

(LARONE, 2002). Além disso, certas espécies, como C. albicans e Candida 

dubliniensis, podem produzir um tipo filamentoso de crescimento, como hifas 

verdadeiras (Figura 2-C3) ou, mais frequentemente, como pseudo-hifas (Figura 

2-C1). 

A distinção entre as hifas e pseudo-hifas está relacionada com a maneira 

pela qual elas são formadas. Pseudo-hifas são formadas a partir de células de 

leveduras ou de hifas por gemulação ou brotamento (Figura 2-B1), mas o novo 

crescimento permanece ligado à célula-mãe que se alonga, resultando em 

filamentos com constrições nas junções célula-célula. Não há paredes 

transversais internas (septos) associados com pseudo-hifas (Figura 2-C2). Em 

comparação, as verdadeiras hifas são formadas a partir de células de levedura ou 

mesmo como ramos de hifas existentes. O desenvolvimento das hifas verdadeiras 

é iniciado por uma projeção do ''tubo de germinação" (Figura 2-B2), que se 

alonga e se ramifica com septos definidos que dividem as hifas fúngicas em 

unidades separadas (Figura 2-C3) (SILVA et al., 2011). 
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Figura 2 – Diferentes morfologias de Candida spp. (A) Blastoconídeos; (B1) 

Forma de reprodução por gemulação ou brotamento; (B2) Formação do tubo 

germinativo; (C1) Formação de pseudo-hifas; (C2) Forma de levedura; (C3) 

Formação de hifa (septo interno). (SILVA et al., 2011)  

Candida albicans e C. dubliniensis são verdadeiramente polimórficas, 

devido à sua capacidade de formar hifas e/ou pseudohifas, e essas espécies são 

também referidas como ''tubos germinativos positivos'', uma característica de 

diagnóstico (CALDERONE, 2002). Em contraste, C. glabrata não é polimórfica, 

crescendo apenas como blastoconídios (levedura) (Figura 3) (SILVA et al., 

2011). 

Com relação à C. parapsilosis, esta espécie não produz hifas verdadeiras, 

mas pode gerar pseudo-hifas que são caracteristicamente grandes e curvas, e 

muitas vezes referidas como "células gigantes" (SILVA et al., 2011). 

Em contraste, C. tropicalis produz blastósporos ovais, pseudo-hifas e, 

dependendo de alguns relatos, hifas verdadeiras (Figura 3) (CALDERONE, 

2002; LARONE, 2002; YOSHIO; KOUJI, 2006). 
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Figura 3 – Estruturas macroscópicas e microscópicas de Candida spp. Estruturas 

microscópicas: (A) Candida glabrata; (B) Candida parapsilosis; (C) Candida 

tropicalis;(D) Candida krusei; Colônias macroscópicas: (E) C. glabrata; (F) C. 

parapsilosis; (G) C. tropicalis; (H) C. krusei. (Adaptado de SILVA et al., 2011). 

Candida krusei é normalmente encontrada em duas formas morfológicas 

básicas, como leveduras e pseudo-hifas. Ambas estão frequentemente presentes 

simultaneamente nas culturas em crescimento, e não podem ser facilmente 

separados. Em contraste com a maioria das outras Candida spp. que tem forma 

ovóide,  as células de C. krusei são geralmente alongadas e têm a aparência de 

"arroz de grão longo" (Figura 4). Variação na morfologia da colônia de C. krusei, 

também tem sido observada (Figura 4) (YUTHIKA et al., 1994). 

 

Figura 4 – Microscopia eletrônica de varredura de isolados de C. krusei.  

Diferentes tamanhos de blastóporos e pseudohifas.  
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Vários dos aspectos a serem abordados na sequência passam a ser melhor 

entendidos na medida que entendermos os possíveis sítios de ação dos polifenois 

e dos fármacos fluconazol e terbinafina, selecionados para o presente estudo.  

3.3.3. Parede Celular 

A parede celular fúngica é uma estrutura relativamente rígida, porém 

dinâmica, que participa de vários processos biológicos essenciais à célula. Ela 

determina o formato da célula, fornece suporte osmótico, proteção física, além de 

estar relacionada a eventos de sinalização celular, adesão e reprodução (RIBAS, 

2004; MAGNELLI; CIPOLLO; ROBBINS, 2005; NIMRICHTER et al., 2005; 

PEREZ), sendo por isso necessária para o crescimento e desenvolvimento dos 

fungos nos ambientes onde são encontrados (DURAN; NOMBELA, 2004). A 

composição química da parede celular é bastante complexa, constituída 

principalmente por polissacarídeos ligados ou não a proteínas ou lipídeos, 

polifosfatos e íons inorgânicos formando a matriz de cimentação. Quitina, 

glucanas, galactomananas e proteínas são compostos mais frequentes, embora 

sua quantidade varie entre as diferentes espécies de fungos (ADAMS, 2004). De 

acordo com Aguilar-Uscanga e François (2003) a parede celular de leveduras 

apresenta como componentes polímeros de manose (constituindo 

manoproteínas), glicanas (principalmente beta-glucanas, mas galactanas também 

podem ser encontradas) e polímeros de N-acetilglucosamina (formando quitina)  

(Figura 5). Como a parede celular é essencial para a sobrevivência da célula 

fúngica e está ausente em células de mamíferos, essa se torna um alvo atrativo 

para a ação de fármacos (FUKUDA et al., 2009).  
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Figura 5 – Representação da parede celular fúngica
1
. 

Três enzimas têm mostrado serem essenciais para a formação da parede 

celular fúngica: 1,3-beta-glicano-sintase; 1,6-beta-glicano-sintase e quitina 

sintase que catalisam a formação de 1,3 e 1,6 beta-glicanos e quitina, 

respectivamente. Fármacos sintéticos que têm sua ação na parede celular são da 

classe das equinocandinas. Os representantes dessa classe são a caspofungina, a 

micafungina e a anidulafungina. Esses atuam inibindo a beta-(1-3)-d-glucana-

sintetase, uma enzima da via de síntese da beta-glucanas (FROST et al., 1995). Já 

foi postulado que extratos de algumas espécies vegetais possam ter atividade 

sobre a parede (ISHIDA et al., 2006; SOUZA-MOREIRA et al., 2013).  

Protetores osmóticos têm sido utilizados para estudar o mecanismo de 

ação de antifúngicos e antibióticos. Danos aos componentes essenciais da parede 

celular a partir de agentes antifúngicos (inibidores da síntese da parede celular) 

causam lise celular na ausência de um protetor osmótico, porém as células 

continuarão a crescer se um estabilizador adequado estiver presente no meio. 

Células tratadas com fármacos que interferem na síntese da parede celular 

frequentemente têm características morfológicas distintas. As mudanças na 

                                                 
1
 fonte: www.abev.com.br/controledeinfeccao/palestras/resistencia.pdf 
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morfologia podem sugerir possíveis alvos ou modo de ação dos inibidores da 

parede celular. A morfologia das células tem sido usada como um método para 

identificar novos antifúngicos inibidores de parede celular (ZACCHINO, 2003). 

3.3.4. Membrana Celular 

A membrana plasmática de levedura pode ser caracterizada como uma  

bicamada de aproximadamente 7,5 nm de espessura ( VAN DER REST et al., 

1995). Um fator que as torna únicas e difíceis de mimetizar é a assimetria entre 

as duas camadas, no que se refere à distribuição de lipídeos. No caso da 

membrana plasmática de leveduras, está bem esclarecido que certos componentes 

lipídicos, como as fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e fosfatidilserinas, se 

localizam preferencialmente no folheto interno ou lado citoplasmático da 

membrana celular, enquanto outros como as fosfatidilcolinas  e esfingolipídeos 

se encontram majoritariamente no folheto externo ou lado exoplasmático. Em 

contraste com os eucariotas superiores, em cujas membranas plasmáticas o 

colesterol é o esterol mais abundante, a membrana plasmática de levedura, além 

de outros esteróis minoritários, contém majoritariamente ergosterol e uma 

pequena quantidade de zimosterol, seu precursor (VAN DER REST et al., 1995). 

Os domínios lipídicos da membrana são constituídos majoritariamente por 

esfingolipídeos ou por esfingolipídeos e ergosterol, apresentando uma maior 

espessura bem como uma maior rigidez local (Figura 6).  

 

Figura 6 – Composição de uma membrana biológica (adaptado de LODISH et 

al., 2000). 
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A membrana celular acaba sendo alvo de muitos fármacos como os 

poliênicos (anfotericina B, nistatina) que se ligam diretamente ao ergosterol, 

formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana, com perda de 

material citoplasmático, o que pode resultar na morte celular, enquanto que os 

derivados azólicos e as alilaminas interferem na síntese do ergosterol através da 

inibição de enzimas, bloqueando etapas precursoras da biossíntese do ergosterol 

(ASHLEY, 2010) 

3.3.5. Bomba de efluxo 

Duas famílias de transportadores membranares de efluxo podem ser 

distinguidas em leveduras, de acordo com a fonte de energia utilizada para a 

extrusão de substratos (WHITE et al., 2009). As bombas pertencentes à 

superfamília de transportadores ABC (ATP-binding cassette) são codificadas 

pelos genes CDR1 e CDR2 (Candida Drug Resistance). Estas contêm dois 

domínios transmembranares e dois domínios nucleotídicos de ligação, utilizando 

a hidrólise de ATP para encaminhar os substratos através da membrana. A 

expressão dos genes CDR1 e CDR2 é regulada pelo fator de transcrição Tac1 

(Transcriptional Activator of CDR genes).  

As bombas pertencentes à superfamília MF (Major Facilitator) são 

transportadores membranares de efluxo codificadas por um único gene MDR1 

(Multi Drug Resistance 1). A bomba de efluxo codificada pelo gene MDR1 

possui 12 domínios transmembranares e utiliza um gradiente eletroquímico de 

prótons como força motriz para efetuar a extrusão de substratos, estando 

especificamente envolvida na resistência ao fluconazol. A expressão do gene 

MDR1 é regulada por pelo menos três fatores de transcrição, entre esses, o mais 

descrito, o fator de transcrição Mrr1 (Multidrug Resistance Regulator 1), o fator 

de transcrição bZIP Cap1, também envolvido na resposta a estresses oxidativos, e 

o fator de transcrição Mcm1, envolvido numa grande variedade de processos 

celulares e co-regulador do fator Cap1 (ALARCO et al., 1999; NOEL et al., 

2012). Essas bombas estão envolvidas no transporte de substratos tóxicos para a 

célula, como antifúngicos, por exemplo, do interior para o ambiente extracelular 
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(Figura 7). Assim, as proteínas de efluxo contribuem para a manutenção celular 

dos micro-oganismos. Existem substâncias que modulam ou revertem a 

resistência a certos antifúngicos por esse mecanismo de ação.   

 

Figura 7 – Representação (A) de uma célula fúngica susceptível aos azois e (B) 

mecanismo de resistência de Candida spp. por bomba de efluxo (adaptado de 

VANDEPUTTE et al., 2012). 

Sabe-se que fármacos sintéticos como verapamil, omeprazol e ibuprofeno 

inibem o sistema de efluxo, no entanto requerem concentrações acima do 

permitido clinicamente (VAN BAMBEKE et al., 2003). Dessa forma, produtos 

naturais de origem vegetal tem sido testados e  identificados como modificadores 

da resistência por bomba de efluxo (GIBBONS et al., 2004), dentre eles 

Rosmarinuns officinallis (OLUWATUYI et al., 2004) e Dalea spinosa 

(BELOFSKY et al., 2006). 

3.3.6. Potencial Zeta 

As características fisico-químicas da superfície da célula fúngica 

influenciam a seletividade e a eficácia dos vários antifúngicos. A parede celular 

dos fungos protege a célula do meio ambiente. Na maioria dos casos, a parede 

das leveduras apresenta carga negativa (FUCHS et al., 2007). Rodrigues e 

colaboradores (2012) mediram o potencial zeta de diferentes espécies de 

Candida, obtendo os seguintes valores: C. albicans: -9,54; C. glabrata: -11,83; 
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C. krusei: -14,54; C. parapsilosis: -11,34; C. tropicalis: -14,71. Essa carga 

negativa se deve, provavelmente, a presença de polissacarídios, devido aos 

grupos fosfatos. Por outro lado, a presença de átomos de nitrogênio nas proteínas 

e aminas confere um comportamento mais catiônico à superfície. A 

predominância de determinados grupos funcionais, na parede da célula fúngica, e 

a interação entre eles vão conferir carga negativa ou positiva à superfície do 

micro-organismo (BOTERO et al.,2008). Isso ajuda a compreender e elucidar a 

possível interação que possa estar ocorrendo entre os agentes antifúngicos. 

3.3.7. Mecanismo de ação e de resistência de azólicos e alilaminas 

No caso dos antifúngicos azólicos, como fluconazol e itraconazol, o 

mecanismo de ação está relacionado com o bloqueio da biossíntese do ergosterol 

mediante inibição da lanosterol desmetilase (enzima oxidativa associada ao 

citocromo P450), bloqueando a conversão de lanosterol em ergosterol, levando à 

depleção desse esterol da membrana celular fúngica e consequente alteração na 

permeabilidade da membrana das células fúngicas . Essa inibição da enzima 

origina-se pela ligação dos nitrogênios não substituídos (N3 ou N4) da sua parte 

triazólica ao grupo heme férrico e pela ligação do seu N1 substituído à 

apoproteína do CYP P450 (VANDEN BOSSCHE et al., 1989). Além disso, pode 

produzir um acúmulo de peróxido de hidrogênio, que danifica a estrutura das 

organelas celulares do fungo. 

 Atualmente, com a evolução dos fungos e o uso contínuo dos 

antifúngicos,  existem relatos de vários casos de resistências adquiridas (QIAO et 

al., 2008). Vários mecanismos de resistência têm sido propostos: a) Redução da 

permeabilidade de Candida spp. ao fluconazol devido a alterações nos 

fosfolipídios e na composição dos esteróis da membrana (Figura 8), reduzindo o 

influxo de fármaco para o interior da célula leveduriforme. b) Reduzida 

acumulação intracelular de fármaco em função de superexpressão de 

transportadores de fármaco por efluxo (KAKEYA et al., 2003). c) Baixa 

afinidade do CYP450 14DM (alvo dos azóis) para os derivados azólicos 

(SANGLARD et al., 1995) devido a mutações pontuais no gene ERG11; d) 
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modificação ou degradação do fármaco no interior da célula (WHITE et al., 

1998). 

  

Figura 8 – Representação do mecanismo de resistência de Candida spp. por 

alteração na biossíntese do ergosterol (adaptado de VANDEPUTTE et al., 2012). 

Em leveduras do gênero Candida o alvo dos agentes azólicos é a proteína 

Erg11. Esta proteína participa na biossíntese do ergosterol, principal esterol das 

membranas das células dos fungos. A Erg11 é uma lanosterol 14α-desmetilase, 

que catalisa a demetilação da lanosterol 14α para formar 4,4´-dimetil colesta-

8,14,24-trieno-3-beta-ol. Membro da família do citocromo P450, a Erg11p é uma 

hemoproteína que tem o átomo de ferro como grupo prostético, cuja função  é 

fixar duas moléculas de oxigênio, necessárias para a atividade enzimática (Figura 

9). As mutações no gene ERG11 conferem resistência aos azóis pela diminuição 

da afinidade de ligação do fármaco (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). 
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Figura 9 – Representação do mecanismo de resistência de Candida spp. por 

mutação no gene ERG11 (adaptado de Vandeputte et al., 2012). 

O desenvolvimento de resistência antifúngica aos azóis é frequente por 

duas razões: i) os azóis são fármacos fungistáticos e não fungicidas, podendo 

deixar grandes populações de células expostas a uma elevada pressão direcional  

para a resistência; ii) devido aos vários e diferentes mecanismos de resistência 

inerentes às próprias espécies fúngicas (ANDERSON, 2005). 

Por sua vez, terbinafina é um membro do grupo de alilamina de 

antimicóticos que inibem um passo inicial na biossíntese do ergosterol, a enzima 

esqualeno-2,3- epoxidase (Figura 10). Com isso ocorre a acumulação maciça de 

esqualeno e a redução dos níveis celulares de ergosterol (SIDRIM; ROCHA, 

2004). Sem ergosterol, a membrana celular é enfraquecida, o que leva a um 

aumento da permeabilidade celular e um aumento dos níveis tóxicos de 

esqualeno (KRISTA et al., 2012). Foi demonstrado que pequenas mudanças na 

expressão da esqualeno epoxidase podem conduzir a uma resistência significativa 

do crescimento celular à terbinafina, indicando que o aparecimento de isolados 

resistentes pode ser esperado com a utilização bastante disseminada da 

terbinafina no tratamento de infecções fúngicas (KLOBUCNIKOVÁ et al., 

2003). 
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Figura 10 – Via de síntese de esteróis de acetato até ergosterol e colesterol. Os 
sítios de ação dos inibidores da biossíntese de esteróis estão marcados em azul .

2
  

Klobucniková e colaboradores (2003), estudando possíveis mecanismos 

de resistência de Candida spp. a terbinafina, identificaram uma única mudança 

de base no gene da enzima esqualeno epoxidase, identificado como a causa de 

resistência a terbinafina. Além disso, verificaram que mesmo um baixo nível de 

resistência ao gene pode fazer com que exista uma recuperação dos níveis de 

                                                 
2 Fonte: So lange de Castro e Rubem Menna-Barreto disponível em 

http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=125 
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ergosterol. Estes resultados mostram que mesmo pequenas alterações na 

atividade da enzima fúngica podem conduzir a uma resistência significativa a 

terbinafina. 

3.4. Atividade antifúngica de Uncaria tomentosa  

 Embora existam relatos de ação antimicrobiana, onde o extrato de 

U. tomentosa foi eficaz na inibição de E. coli e S. aureus, com valores de CIM 

que variaram de 0,25 a 1 mg/mL (KLOUCEK et al., 2005), a atividade 

antifúngica de U. tomentosa  ainda não foi prospectada  de modo aprofundado, 

existindo apenas um relato no qual se evidencia melhora clínica em pacientes 

com candidíase oral, após tratamento com gel contendo extrato de U. tomentosa 

(PAIVA et al., 2009). 

Paiva e colaboradores (2009) descrevem a atividade clínica de um gel da U. 

tomentosa em 20 pacientes portadores de candidose na cavidade oral, após 

tratamento de 14 dias, com aplicação local do gel três vezes por dia.  O efeito foi 

superior ao miconazol, utilizado como antifúngico controle. À diferença do 

grupo-controle, onde 40% dos pacientes apresentaram reações indesejáveis, 

nenhuma ocorrência similar foi relatada para o grupo tratado com o gel. 

3.4.1. Relação entre aspectos fitoquímicos e atividade antifúngica de Unha-

de-Gato 

A espécie Uncaria tomentosa compreende três classes principais de 

substâncias bioativas: alcaloides, compostos fenólicos e derivados triterpênicos 

do ácido quinóvico. 

3.4.1.1. Polifenois 

A fração polifenólica presente em U. tomentosa é composta basicamente 

por ácidos fenólicos, monômeros de flavonoides e por polímeros de elevada 

massa molecular, como proantocianidinas e taninos, em sua maioria condensados 

e derivados, principalmente, da epicatequina e catequina, que podem perfazer até 

20% do conteúdo das cascas secas do caule (GONÇALVES et al., 2005; 
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HEITZMAN et al., 2005). A presença de derivados cafeoilquínicos, como ácido 

caféico e clorogênico, e de flavonoides, como a rutina foi corroborada mediante 

análise por CLAE-PDA no extrato hidroetanólico a 40% (v/v) das cascas do 

caule da espécie (Figura 11) (PAVEI et al., 2010).  

 

Figura 11 – Representação de alguns compostos polifenólicos presentes em 

cascas de Uncaria tomentosa. 

3.4.1.1.1. Atividade antifúngica dos polifenois 

Os relatos sobre a atividade antifúngica associada aos polifenois de U. 

tomentosa são praticamente inexistentes. Entretanto, polifenois com presença 

relatada para outras espécies vegetais tem atividade antifúngica comprovada, 

especialmente para Candida spp.  

Assim, polifenois da classe dos flavan-3-ols do chá verde (Camellia 

sinensis), mais especificamente galatos de epigalocatequina, exibiram atividade 

dependente do tempo e da concentração contra vários fungos, incluindo C. 

albicans (HIRASAWA et al., 2004). De modo similar, a atividade antifúngica 

frente a C. albicans foi observada para diferentes subfrações de taninos de  

Stryphnodendron adstringens (barbatimão), sendo a atividade preponderante 

atribuída à subfração de proantocianidina triidroxilada no anel B ( ISHIDA et al., 

2006).  

Outros relatos neste mesmo contexto incluem: a atividade para o extrato 

das sementes de Vitis vinifera L. em inibir o crescimento de C. albicans (HAN, 

2003) e de Punica granatum L. contra C. albicans e C. parapsilosis. Em ambos 

os casos, a atividade está atribuída à presença de polifenois e taninos, 

predominantes nos extratos dessas espécies (ENDO et al., 2010).  



38 

 

Entretanto, o mecanismo de ação específico de atividade antifúngica dos 

taninos frente a espécies de Candida não está completamente esclarecido. Alguns 

autores têm sugerido um vínculo entre a capacidade dos polifenois interagirem 

com proteínas e uma ação direta sobre a membrana (HASLAN, 1996; 

VASCONCELOS et al., 2003). Outros mecanismos propostos incluem a inibição 

extracelular de enzimas, privação de substratos necessários para o seu 

crescimento e, ainda, a inibição direta da fosforilação oxidativa da levedura 

(SCALBERT, 1991). Atividade anti-Candida relatada para Vitis vinifera (HAN, 

2003) foi associada a um estímulo na produção de interferon-γ (IFN- γ) derivado 

de células Th1, induzido pela presença abundante de polifenois, como as 

procianidinas (NAIR et al., 2002). Estudos feitos em camundongos mostraram 

que, além dos polifenois inibirem C. albicans (MARODI et al., 1994; DONINI et 

al., 2007), a atividade é complementada por uma indução imunológica utilizando 

Vitis vinifera (YONGMOON HAN, 2007).  

3.4.1.1.2. Interação taninos-proteínas  

Algumas aplicações farmacológicas dos taninos foram atribuídas à 

capacidade de complexação com polissacarídios, proteínas e íons metálicos 

(SANTOS; MELLO, 2003; MONTEIRO et al., 2005).  Atividades como ação 

bactericida e fungicida, antiviral, antitumoral tem sido atribuídas, em parte, à 

capacidade de complexação ou à captação de radicais livres pelos taninos 

(BRUNETON, 2001; MELLO et al., 2003). Souza-moreira (2013) atribui a 

atividade antifúngica do extrato de Plinia cauliflora aos compostos fenólicos, 

propondo que o tratamento com uma subfração de polifenois dessa espécie 

vegetal tenha desencadeado mudanças na parede celular, observadas por 

microscopia, onde houve um espessamento da parede. Essas mudanças foram 

atribuídas ao fato de que taninos formam complexos com proteínas e 

polissacarídios da parede celular. Além disso, foi observada redução da 

porosidade da parede celular. 

Sabe-se que a estrutura dos taninos e das proteínas influenciam 

diretamente os processos de complexação. Por exemplo, proteínas mais abertas e 
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flexíveis têm maior afinidade pelos taninos, já proteínas mais compactas 

possuem menor afinidade aos compostos fenólicos (CARVALHO et al., 2004). 

Além disso, sabe-se que a afinidade das proteínas por taninos é maior naquelas 

glicosiladas e também quando estão no seu ponto isoelétrico (NAKATSUBO et 

al., 1997; FICKEL et al., 1999). Quanto aos taninos, moléculas maiores, mas não 

tão grandes a ponto de não conseguirem se intercalar entre os espaços fibrilares 

das proteínas, são mais eficazes na formação de complexos (MONTEIRO et al., 

2005). Quanto à solubilidade em água do polifenol, existe uma relação inversa, 

baixas solubilidades favorecem uma complexação mais forte (LUCK et al., 

1994). 

Existem algumas discussões acerca do por que dessas interações. Luck e 

colaboradores (1994) já discutiam que a complexação com proteínas se dá por 

fenômenos de superfície, pelo fato dos polifenois serem multidentados, diferentes 

grupos fenólicos se ligam de modo simultâneo a mais de um ponto na superfície 

da proteína.  Jobstl e colaboradores (2004) acreditam que a precipitação ocorre 

por estágios. Várias moléculas de polifenol, inicialmente, se ligam a um mesmo 

peptídio, favorecendo a associação entre duas moléculas de peptídios, levando à 

formação de grandes complexos precipitados. 

Siebert e colaboradores (1996) discutiram a natureza da ligação entre 

taninos e proteínas, afirmando que esses complexos se mantêm unidos através da 

combinação de ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas. O fato é que 

Hagerman e colaboradores (1998) tiveram resultados que indicaram que, para 

polifenois mais polares, o fator determinante na complexação reside nas ligações 

de hidrogênio e, para polifenois não polares, como o galato de epicatequina, as 

interações hidrofóbicas seriam as dominantes na reação. 

3.4.1.2. Derivados triterpênicos 

Os derivados triterpênicos predominantes em U. tomentosa são 

heterosídeos derivados do ácido quinóvico, ursólico e oleanólico, contendo uma 

ou duas cadeias de açúcar ligadas ao núcleo triterpênico (AQUINO  et al., 1991; 
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AQUINO  et al., 1997). Outros heterosídeos triterpênicos isolados das cascas de 

U. tomentosa são estritamente minoritários, como os derivados do ácido 19α-

hidróxi-ursólico e do ácido piroquinóvico (Kitajima et al., 2003), até então não 

relatados para outras espécies vegetais.  

3.4.1.2.1. Atividade antifúngica de derivados triterpênicos 

Para a fração triterpênica de U. tomentosa não há relatos de atividade 

antifúngica. A presença de saponinas derivadas dos ácidos ursólico e oleanólico 

levantam a possibilidade dessas apresentarem um efeito sinérgico sobre 

antifúngicos convencionais, como observado para saponinas do mate e 

fluconazol (KLEIN-SILVA et al., dados não publicados).  

A atividade antifúngica de triterpenos de diversas espécies vegetais tem 

sido amplamente relatada (HOSTETTMAN; MARSTON, 1995; SINDAMBIWE 

et al., 1998; OSBOURN et al., 2003). Estudos publicados relacionam a estrutura 

dos triterpenos com sua atividade antifúngica, fato que possibilitaria a 

identificação do mecanismo de ação. Mshvildadze et al. (2000) relatam que 

triterpenos podem estar envolvidos em mecanismos de ação que implicam em 

dano na membrana dos fungos, conduzindo a vazamento de material celular e lise 

celular. Este modo de atuação tem sido também endossado a diversos triterpenos, 

frente a uma variedade de fungos, incluindo C. albicans (LALITHA; 

VENKATARAMAN, 1991; WOLDEMICHAEL; WINK, 2001). Mais 

recentemente, Chapagain e colaboradores (2007), testaram a atividade de extratos 

ricos em triterpenos de algumas espécies vegetais a diferentes fungos. A 

atividade diferenciada, observada pelos fatores, foi relacionada com as diferenças 

na composição dos esteróis das células dos fungos, assim como com as 

diferenças de composição dos triterpenos no extrato. A associação de moléculas 

de triterpenos com o esterol presente nas células de fungos já foi reportada na 

literatura (MORISSEY; OSBOURN, 1999). 
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3.4.1.3. Alcaloides 

Os alcaloides de U. tomentosa são divididos em dois grupos, os 

oxindólicos e os seus precursores indólicos, sendo os primeiros os mais 

representativos da espécie. Por sua vez, os alcaloides oxindólicos são 

constituídos por derivados oxindólicos tetracíclicos e oxindólicos pentacíclicos. 

A caracterização da distribuição destes alcaloides isômeros nas diferentes partes 

do vegetal, assim como o efeito de fatores ambientais tem sido objeto de estudo 

do grupo (KAISER et al., 2013b; PEÑALOZA et al., 2013). Os tecidos mais 

ricos em alcaloides são as cascas do caule, seguidos das raízes (STUPPNER et 

al., 1992; LAUS; KEPLINGER, 1994; LAUS et al., 1997). 

3.4.1.3.1. Atividade antifúngica dos alcaloides 

Alcaloides de diversas espécies vegetais tem apresentado atividade 

antifúngica (MENG et al., 2009; KULAKOV et al., 2011; NCUBE et al., 2011). 

O alcaloide indólico ramiflorina de Aspidosperma ramiflorum e o alcaloide 

oxindólico isatinona de Isatis costata apresentaram atividade antifúngica quando 

testado contra Cryptococcus neoformans e C. albicans, respectivamente, 

atividade inclusive melhor do que quando testado o extrato bruto, concluindo que 

possivelmente estes alcaloides sejam os responsáveis pela atividade antifúngica 

exibida (SOUZA et al., 2002; FATIMA et al., 2007). Além disso, berberina, o 

alcaloide isoquinolínico majoritário de Fibraurea recisa, apresentou atividade 

contra várias espécies de Candida, entre elas C. albicans, C. glabrata, C. 

parapsilosis e C. krusei (GAO-XIONG RAO et al., 2009) 

3.5. Sinergismo 

Apesar dos progressos recentes no tratamento de infecções fúngicas 

invasivas, a incidência de infecções fúngicas está aumentando e as taxas de 

resposta ao tratamento de primeira linha continuam a ser insuficientes 

(HERBRETCHT et al., 2002 MUKHERJEE et al., 2005; AHMAD et al., 2013). 

Combinações de fármacos podem ser consideradas uma estratégia terapêutica 

viável, considerando a multiplicidade de alvos de fungos contra os quais os 
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agentes atuais atuam (MUKHERJEE et al., 2005). Uma vantagem da utilização 

de fármacos em combinação é o efeito sinérgico, caracaterizado quando a 

atividade antifúngica conjunta é maior do que a adição das contribuições 

individuais de cada fármaco (ENDO et al., 2010).  O sinergismo pode resultar:  

(a) da inibição de diferentes fases de uma mesma rota biossintética (por 

exemplo, a terbinafina e azóis inibem a síntese de ergosterol);  

(b) do aumento da penetração intracelular de um agente mediado pela ação 

de um outro agente sobre a parede celular ou membrana (por exemplo, a 

anfotericina B e azóis);  

(c) da interação de transporte (por exemplo, a inibição do efluxo da 

flucitosina pela anfotericina B); 

(d) da ação em diferentes alvos moleculares (por exemplo, a anfotericina 

B e equinocandinas).  

De forma paralela, o sinergismo leva a uma redução da toxicidade com 

doses individuais inferiores, ao aumento da taxa de resposta e a uma resposta 

acelerada à terapia, permitindo tratamentos de menor duração e, como 

consequência, a redução do tempo de hospitalização e de eventos de resistência 

adquirida (JOHNSON et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2005). 

Atualmente, o método mais utilizado para investigação do sinergismo é o 

checkerboard (método do tabuleiro). Esse método é baseado no protocolo de 

microdiluição desenvolvido pelo CLSI M27-A3 (Clinical Laboratory Standard 

Institute) para leveduras, no qual são determinadas as CIMs de dois fármacos 

isoladamente e em associação. Mais especificamente, é avaliada a evolução da 

CIM individual de cada fármaco na presença de um segundo fármaco e por fim 

avalia-se se a interação é sinérgica, aditiva, indiferente ou antagonista através do 

cálculo do FICI (Fractionary Inhibitory Concentration Index). No entanto, existe 

uma difículdade de interpretação visual, além de não avaliar a real porcentagem 

de dano celular (SANTOS et al., 2010). Para contornar esse problema de 
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interpretação dos resultados, uma alternativa é a utilização de um método 

colorimétrico usando brometo de 3-(4,5-dimetitiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium 

(MTT). O ensaio se baseia na redução do MTT pela desidrogenase mitocondrial 

de células viáveis, com formação do produto azul de formazan. O ensaio mede a 

respiração celular, que é proporcional à quantidade de formazan produzida e ao 

número de células viáveis em cultura. A principal vantagem do método é permitir  

a quantificação precisa da proliferação das células fúngicas, podendo detectar 

pequenas diferenças de atividade. Os resultados costumam ser expressos em 

percentual de células viáveis ou de dano celular, sendo este último o mais 

utilizado nos modelos fúngicos (MELETIADES et al., 2000; CHIOU et al., 

2001). 

3.5.1. Sinergismo de antifúngicos convencionais com produtos vegetais 

Várias investigações têm proposto que os extratos ou frações vegetais 

podem ser usados em combinação com antifúngicos, a fim de potencializar a sua 

eficácia, diminuir a dose do antifúngico, e, por conseguinte, reduzir os efeitos 

adversos (DAGLIA, 2012). 

Endo e colaboradores (2010) observaram uma redução de até duas vezes o 

valor da CIM do fluconazol após combinação com o extrato de cascas de Punica 

granatum (romã), rico em compostos fenólicos. A análise por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) mostrou padrões de brotamento irregulares e 

pseudo-hifas. Já a avaliação por microscopia eletrônica de transmitância (MET) 

evidenciou espessamento da parede celular e  alterações no espaço entre a parede 

celular e a membrana, acompanhado de redução do conteúdo citoplasmático.   

3.5.1.1. Fluconazol e o tratamento contra Candidíase 

Fluconazol (FLZ) é o antifúngico de uso pre valente no tratamento de 

candidíases (VANDEN BOSSCHE, 1985; LORTHOLARY; DUPONT, 1997; 

AMBER et al., 2010). No entanto, nos últimos anos, o uso prolongado de FLZ 

tem contribuído para o desenvolvimento de resistência em C. albicans e outras 

espécies (SANGLARD et al., 2003; UPPULURI et al., 2008). As melhorias na 
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eficácia da terapia do fármaco antifúngico podem ser conseguidas através da 

utilização de terapia de combinação (KHAN et al., 2010; SILVA et al., 2011; 

AHMAD et al., 2013). Essa combinação tem sido preconizada principalmente 

entre FLZ e espécies vegetais (AMBER et al., 2010; ENDO et al., 2010; YAN et 

al., 2012). Khan e colaboradores (2012) relatam a associação sinérgica de 

eugenol extraído de Eugenia aromatica e fluconazol em uma concentração 

inibitória mínima inicial de 400 e 256 µg/mL, respectivamente, e quando 

associados passa para FLZ:eugenol 32: 25 µg/mL contra espécies de C. albicans. 

Adicionalmente, eugenol também se mostrou sinérgico com Anfotericina B 

contra as mesmas espécies resistentes de C. albicans, no entanto, sem chegar a 

propor um mecanismo de ação.  

3.5.1.2. Terbinafina e o tratamento contra candidíase 

Terbinafina é indicada no tratamento de infecções causadas por 

dermatófitos. Embora tenha mostrado alta atividade in vitro contra uma ampla 

variedade de Candida spp., o seu uso clínico ainda é incipiente (CHEN et al., 

2007). De forma similar, a eficácia da terbinafina no tratamento oral da 

candidíase ungueal, ainda que demonstrada (SEGAL et al., 1996) não teve uso 

consolidado (MOORE et al., 2001). Há um relato da combinação de 

caspofungina (CSP) e terbinafina (TRB) in vitro contra C. dubliniensis, C. kefyr e 

C. albicans resultando em interações positivas contra as duas últimas espécies 

citadas (GIL-LAMAIGNERE, 2004). Neste estudo, o sinergismo só foi 

observado em cepas resistentes a TRB que se tornaram susceptíveis na presença 

de CSP. Em contraste, indiferença foi observada contra cepas que já eram 

sensíveis a TRB, indicando que CSP pode, possivelmente, inibir a resistência da 

TRB. Já que CSP e TRB afetam a permeabilidade da célula, através da parede 

celular ou dano na membrana, respectivamente, foi sugerido que, quando 

combinados, um deles pode aumentar a permeabilidade da célula para o outro 

fármaco. Além disso, é possível que, cepas com altos valores de CIMs tenham 

uma menor permeabilidade ao antifúngico e, quando tratado concomitantemente 
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com CSP, essa associação aumenta a permeabilidade. Desse modo, a 

concentração intracelular de TRB aumentaria, afetando a síntese da membrana.  

Até o momento, não foram encontrados relatos de sinergis mo de 

terbinafina com espécies vegetais para o tratamento de candidíase. Desse modo, 

essa abordagem se torna interessante como exploração de uma possível terapia 

alternativa. 

3.6.  Efeito de fatores metodológicos em testes de susceptibilidade a 

antifúngicos 

Vários  fatores podem afetar os resultados desses testes, incluindo a 

concentração do inóculo, pureza da água, composição e pH do meio de cultura, 

temperatura, tempo de incubação, propriedades fisico-químicas do agente 

antifúngico e variações na leitura dos resultados (LASS-FLOR et al., 2010). 

Como resposta, a CLSI e a EUCAST (European committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing) desenvolveram protocolos padrão. Entretanto, ambos os 

protocolos não são exatamente iguais, observando-se diferenças enquanto tempo 

de incubação, concentração do inóculo e modo de leitura dos resultados, por 

exemplo (ARENDRUP et al., 2010). 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1. Avaliação da atividade antifúngica do extrato e frações de Uncaria 

tomentosa. 

A ser submetido ao periódico Journal of Antimicrobial Chemotherapy 
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Introdução 

 A prevalência de infecções causadas por fungos tem registrado 

aumento expressivo nas últimas décadas (SHAO et al., 2007), associado ao 

número elevado de pacientes imunossuprimidos e imunodeprimidos (portadores 

de HIV, em tratamento quimioterápico, submetidos a transplante de órgãos e 

procedimentos cirúrgicos de médio a grande porte) (YONGMOON HAN, 2007; 

ENDO et al., 2010). Concomitantemente, o uso indiscriminado de agentes 

antifúngicos vem acarretando em um acelerado aumento da resistência fúngica, 

caracterizada por alterações do alvo molecular e diminuição da concentração 

intracelular do fármaco (SOJAKOVA et al., 2004). 

 Nesse contexto, existe um interesse crescente na procura de novos 

fármacos antifúngicos mais seletivos e com menor toxicidade, incluindo produtos 

naturais para a terapia de candidíases (CORREA et al, 2002; ISHIDA et al., 

2006; ENDO et al., 2010). De fato, vários estudos relatam a atividade antifúngica 

de espécies vegetais, porém poucos abordam questões pertinentes ao mecanismo 

de ação ou às alterações morfológicas causadas no fungo pela espécie vegetal em 

questão. 

Sobre Uncaria tomentosa, especificamente, há pouco publicado em 

relação a sua possível atividade antifúngica. Entretanto, foi relat ada melhora 

clínica em pacientes com candidíase oral, após tratamento com gel contendo o 

seu extrato (PAIVA et al., 2009). A identificação da fração ou de compostos 

bioativos responsáveis por essa atividade permanece desconhecida, até a presente 

data. 

Tendo em vista os fatos apresentados, este capítulo trata da avaliação da 

atividade anti-Candida de U. tomentosa, bem como o possível mecanismo de 

ação envolvido. De forma complementar, tópicos de cito- e genotoxicidade do 

extrato e frações de U. tomentosa foram também abordados. 

Este capítulo é apresentado na forma de artigo a ser submetido para 

publicação no periódico Journal of Antimicrobial Chemoterapy. 
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SYNOPSIS  

Objectives: The aim of this study was to investigate the in vitro antifungal activity of 

the hydroethanolic extract (EXT) and related fractions of quinovic acid glycosides 

(QAPF), oxindole alkaloids (OAPF), water-soluble (WSF) and insoluble fractions of 

polyphenols (WIF) from U. tomentosa bark against non-albicans Candida resistant 

isolates. Cytotoxicity and genotoxicity of the major fractions were also assayed.  

Methods: The growth inhibition was assayed by the broth microdilution method 

according to the CLSI M27-A3 guideline. The most active fractions were evaluated 

regarding cell ultrastructure, sorbitol metabolism, and infrared (FT-IR) analysis of 

pseudomycelia of C. krusei, C. glabrata and C. parapsilosis. Fluconazole, terbinafine 

and anidulafungine were used as reference drugs.  

Results: EXT and all fractions were able to inhibit non-albicans C. growth in 

concentrations ranging from 500 to 3.9 mg/L. Nonetheless, the WIF showed the best in 

vitro anti-Candida activity (3.9 mg/L─15.62 mg/L). This fraction was composed mainly 

by high molecular mass polyphenols (70.8%) and, to a lesser extent, oxindole alkaloids 

(7.9%) and quinovic acid derivatives (7.8%). No significant cytotoxicity and 

genotoxicity could be noticed. As observed by scanning electron microscopy (SEM), 

yeasts treated with fraction WIF underwent morphological alterations and loss of 

integrity of the cell wall.  

Conclusions: The U. tomentosa water-insoluble fraction (WIF) composed mostly by 

high molecular mass polyphenols showed significant antifungal activity in several non-

albicans species, among them isolates resistant to terbinafine, fluconazole and 

anidulafungin. Noticeable microscopic and physicochemical changes in the cell wall 

indicated it as the main target related to this activity. 

Keywords: Uncaria tomentosa; cat's claw, polyphenols, antifungal, Candida 

INTRODUCTION  

In the last years, numerous fungi species became resistant to the main currently 

used antifungal agents.  Several approaches have been proposed to overcome antifungal 

resistance, including   drug combinations in the medical clinic as well as research on 

newbioactive molecules from synthetic and natural sources1. 
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Candida spp. are the most prevalent fungal species isolated from the oral, 

vulvovaginal and urinary tract cavities. They are detected recurrently in 

immunocompromised patients, but also in about 31–55% of healthy individuals2. Also, 

the number of Candida albicans and C. non-albicans resistant to the main antifungal 

agents has increased worldwide. The clinical and in vitro resistance to antifungal agents 

can be inherent in the microorganism itself but also appear after previous contact with 

the drug. Several mechanisms are involved. Antifungal resistance implies, for instance, 

changes in the biosynthesis route of sterols and expression of the ERG 11 gene involved 

in the synthesis of enzyme 14 DMl3; for antifungal allylamines, such as terbinafine, 

change in genic expression of squalene epoxidase seems to be linked strongly to 

Candida spp. resistance4.  

Popularly known as cat's claw, Uncaria tomentosa (Willdenow ex Roemer & 

Shultes) D.C is a woody vine, which is ubiquitous in the South and Central American 

rainforest5. Its bark comprises essentially alkaloid, triterpene and polyphenol 

derivatives6-10. The alkaloid fraction includes oxindole and indole derivatives. Several 

biological activities have been ascribed to them, such as antiproliferative11, 

immunostimulant12, antiinflammatory13, antiviral14, antioxidant15, antimicrobial 

activity16. The main triterpenes of cat’s claw are quinovic acid, ursolic and oleanolic 

glycosides for which antiviral activity was former reported4. The polyphenol fraction 

includes phenolic acids, flavonoids monomers, but mainly high molecular weight 

compounds such as proanthocyanidins, and epicatechin and catechin-derived tannins, 

which can represent up to 20 % of the bark dry weight16, 17 . Nonetheless, no antifungal 

activity was reported previously to any fraction quoted above, except for 

proanthocyanidins and epicatechin tannins from other vegetal sources18. 

In this context, the aim of this study was to investigate the anti-Candida activity 

of the hydroethanolic extract of U. tomentosa, fractions of quinovic acid glycosides, 

oxindole alkaloids, and both water soluble and insoluble fractions of polyphenols 

against resistant isolates. Cytotoxicity and genotoxicity of the major fractions were also 

studied. 

MATERIALS AND METHODS 

Preparation and characterization of crude extract and fractions  
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An authentic sample of U. tomentosa stem bark was kindly donated by 

Induquímica S.A. (Lima, Peru). The material was comminuted in a cutter mill (SK1 

Retsch, Germany), provided with a 2 mm steel sieve. The crude extract (EXT) was 

prepared by 2 h-dynamic maceration using hydroethanolic solution 50% (v/v) and 

magnetic stirring (300 rpm) (RO 15 Power, IKA, Germany) at 23 ± 1 ºC11. The extract 

was filtered (Whatmann N° 2) and concentrated under vacuum (Rotoevaporator Bücchi, 

B-480, USA) to half of its original volume. Next, the extract was cooled overnight at 10 

°C allowing the separation of the insoluble solid phase. The water insoluble fraction 

(WIF) was separated from the water-soluble fraction (WSF) by filtration under vacuum 

and dried at 37 °C for 24 h. The oxindole alkaloid purified fraction (OAPF) and 

quinovic acid glycosides purified fraction (QAPF) were obtained as previously 

described19,20. All samples were properly freeze dried at once. The contents of 

polyphenols, tetraclyclic and pentacyclic oxindole alkaloids, and quinovic acid 

glycosides were expressed as g% (w/w) of freeze dried sample by mean of three 

independent determinations.  

Quantification of polyphenols, oxindole alkaloids and quinovic acid glycosides  

Content assay of polyphenols by High Performance Liquid Chromatography: A 

previously validated HPLC-PDA method using19 chlorogenic acid, caffeic acid and 

rutin (Sigma Aldrich, USA) as external standards was applied. All analyses were 

performed at 23 ± 1 °C. Polyphenols were identified by comparison to UV spectra and 

retention times of the reference substances chlorogenic acid, caffeic acid and rutin.  

Quantification of the condensed tannin content: the acid vanillin method: 

 The analyses were performed as described elsewhere21. Briefly, 1 mL-aliquots of EXT, 

WSF and WIF were properly diluted in methanol (Nuclear®) and treated with 2.5 mL of 

reagent A (vanillin in methanol) and 2.5 mL of reagent B (HCl in methanol). The 

solution was heated at 60 °C for 10 min and the absorbance measured at 530 nm, at 25 

°C (Hewlett Packard 8452A-Diode Array Spectrophotometer). Epicatechin (Sigma  

Aldrich, USA) was used as reference substance, and water was used as blank. Results 

were expressed as mg of epicatechin per g of dry material by the mean of three 

consecutive determinations. 

Content assay of oxindole alkaloids by HPLC-PDA: The oxindole alkaloids content was 

determined using an HPLC-PDA (Shimadzu’s Prominence, Tokyo, WK, Japan) method 
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with mitraphylline (Sigma Aldrich, USA) as external standard, as previously 

described22. Alkaloid contents were calculated by sum of individual alkaloid 

concentrations (ex: speciophylline, uncarine F, mitraphylline, isomitraphylline, 

pteropodine, isopteropodine). The results were expressed as mg of mitraphylline per g 

of dry material by mean of three determinations.  

Content assay of quinovic acid glycosides (QAG) by HPLC-PDA: Quinovic acid 

glycoside content was analyzed using HPLC-PDA with α-hederin (Sigma Aldrich, 

USA) as external standard23. The QAG content was calculated by sum of individual 

concentrations of seven major peaks previously characterized as quinovic acid 

glycosides through UV and MS-MS data, and expressed as mg of α-hederin per g of dry 

material by mean of three determinations.  

 

Microorganisms 

The set of 13 yeasts tested included: Candida krusei ATCC 6258, CK01, CK02, 

CK04; Candida glabrata CG40039, CG10, CG03, RL02, RL03, Candida parapsilosis 

RL13, CP03, CP04, RL01. 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.  

Antifungal susceptibility tests 

All samples from U. tomentosa were prepared at a concentration of 1.0 mg/mL 

using dimethylsulfoxide (DMSO) (Synth, Brasil) 2% (v/v) as a solvent. Terbinafine 

(TRB), fluconazole (FLZ) (Cristalia, Brazil), and anidulafungine (AND) (Pfizer, Brazil) 

were properly dissolved in water (control substances).  

Screening: Screening for antifungal activity was carried out using broth microdilution, 

with each well containing approximately 103 yeast cells- inoculum and the respective 

test compound at 500 mg/L in RPMI 1640 (medium containing L-glutamine and 

without sodium bicarbonate), buffered to pH 7.0 with 0.165 M MOPS (Ludwig 

Biotec,Brazil). The plates were incubated at 35 °C for 48 h. The assay was performed in 

triplicate. 

Minimal Inhibitory Concentration (MIC): Reference drugs, EXT and fractions QAPF, 

OAPF, WSF, and WIF were assayed at concentrations ranging from 500 to 0.98 mg/L, 



54 

 

and 103 yeast cells-inoculum of those Candida species that showed susceptibility in the 

screening test, by the broth microdilution method (CLSI M27-A3 protocol20 and M27-

S4 document24).  MIC was defined as the lowest concentration of sample at which the 

microorganism tested did not demonstrate visible growth. Each assay was performed in 

triplicate. 

Sorbitol: osmotic protector of fungal cell wall  

MIC values of WIF fraction against C. krusei, C. glabrata and C. parapsilosis were 

determined in the absence and in the presence of 0.8 M of sorbitol (used as support 

osmotic; Sigma) added to the assay medium. AND was used as control drug. MICs 

were read at 2 and 7 days. 

Scanning electron microscopy 

A sample of C. krusei strain (CK04) treated with a subinhibitory concentratiom 

of WIF (positive control) was fixed with glutaraldehyde 2.5% for 24 h at 10 ºC. Post-

fixation was performed with osmium tetroxide 1% in cacodylate buffer solution for 1 h. 

Subsequently, the samples were dehydrated in upward gradient acetone, critical-point 

dried in CO2, coated with gold and examined (Carl Zeiss AG-EVO 50, Germany)31. A 

sample of the same isolate but without any further treatment was fixed and prepared as 

described above (negative control).  

Infrared Spectroscopy (FT-IR) analysis of the pseudomycelia  

C. krusei strain (CK04) treated with sub-inhibitory concentration (4 mg/L) of 

WIF was purposely cultivated as follows. A 100 µL-aliquot of fungal suspension 

containing 1x106 to 5x106 CFU/mL was uniformly applied on petri dishes containing 

potato dextrose agar. Separately, 100 µL of WIF fraction at sub-inhibitory concentration 

and ultrapure water (Milli Q, Millipore, Bedford, MA, USA) were placed into a central 

hole of 7 mm in diameter, excavated beforehand for that purpose. Next, each plate was 

incubated at 32 ºC by 48 h. The pseudo-hifa samples were carefully collected by 

scraping, transferred into sterile tubes, frozen at -20 ºC, freeze dried as usual and stored 

until analysis. The assay was performed in triplicate25. 

FT-IR spectra were recorded in a frequency range of 4000–600 cm−1, using a resolution 

of 4 cm−1 and 40 accumulations (IR spectrophotometer, Shimadzu DR-8001, USA). 
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KBr discs containing about 1.5 mg of each sample were prepared by compression and 

analyzed at once. 

Toxicity evaluation  

For the toxicity test, EXT, WSF and WIF fractions were evaluated. All 

procedures were previously approved by the Research Ethics Committee of the Federal 

University of Santa Maria (Protocol No.23081), and informed consent was obtained 

from all individuals whose information was collected prospectively. 

Peripheral blood samples were collected by venipuncture using a syringe (BD 

Diagnostics, Plymouth, UK) and tubes with heparin. Blood specimens (3 mL) were 

centrifuged within 30 min of collection for 10 min at 3000 rpm. Next, leukocytes were 

isolated to obtain a 8X103 cell.mm3. One aliquot of each sample was used for DNA 

damage analysis.  

 

Single cell gel electrophoresis (comet assay): The alkaline comet assay was performed 

as described by Montagner26 in accordance with the general guidelines for use of the 

comet assay27-29. One hundred cells (50 cells from each of the two replicate slides) were 

selected and analyzed. Cells were visually scored according to tail length and received 

scores from 0 (no migration) to 4 (maximal migration). Therefore, the damage index for 

cells ranged from 0 (all cells with no migration) to 400 (all cells with maximal 

migration). This assay was performed in triplicate. Each slide was analyzed by two 

different individuals at least. 

 

Viability test: The cell viability assay was carried out by the method of Mischell and 

Shiingi30, with minor modifications. Cells were exposed to the same concentration of 

both compounds as in the comet test for 1 h. After incubation, 100 L of the cell 

suspension was mixed with 100 μL of Trypan Blue solution 0.4% for 3 min. Cell 

viability was determined microscopically (400 magnification) and two categories of 

cells were scored: (1) live cells, which appeared uncolored or light blue, (2) dead cells, 

which appeared blue. At least 300 cells were counted for each survival determination.  

Statistical analysis 
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The statistical analysis was performed by Wilcoxon test and by ANOVA 

followed by Tukey's test (Minitab 15.0 software, USA). Data are expressed as mean ± 

SEM. Differences were considered statistically significant when p<0.05. 

RESULTS  

Chemical characterization of EXT and fractions of U. tomentosa 

Results of the content determination assays of EXT and related fractions are 

shown in Table 1. 

Table 1 – Alkaloid, triterpene and polyphenol contents in the crude extract and related 
fractions from cat’s claw bark.  

Content in g% (w/w). x ± SD 

Samples Oxindole 
alkaloids 

Quinovic 
acid 

glycosides 

LMM 
polyphenolsa 

Proanthocyanidinsb 

EXT 2.49±0.04 2.12±0.28 4.72±0.18 34.11±5.16 

WIF 7.91±0.08 7.79±1.78 3.77±0.14 70.80±6.73 

WSF 2.66±0.05 0.57±0.36 4.96±0.14 21.07±3.60 

OAPF 75.26±3.26 ND ND ND 

QAPF  ND 21.78±0.46 ND ND 

ND: Not detected; LMM: Low molecular mass; aContents of low molecular 

mass polyphenols determined by HPLC-PDA; bContents of proanthocyanidins 
determined by vanillin assay. EXT: extract; WIF: Water- insoluble fraction; WSF: 
Water-soluble fraction; OAPF: Oxindolic alkaloids purified fraction; QAPF: quinovic 

acid purified fraction. 
 

Compared to the crude extract and other fractions, the proanthocyanidin (high 

molecular mass polyphenols) content in WIF was the highest of all the compounds and 

exceeded the low molecular mass polyphenol one. Apparently, the oxindole alkaloid 

and quinovic acid glycoside contents in WIF seem to be also higher than in EXT and 

WSF. However, this can be explained by the concentration processing to obtain WIF, 

and the low water solubility of quinovic acid glycosides.  

Analyzing the chromatographic profile of different fractions and EXT of U. 

tomentosa, some relevant differences are noticeable (figure 1).  
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Figure 1.1 – HPLC-PDA profile of oxindole alkaloid, quinovic glycoside and 

polyphenol contents of EXT and related fractions. (A) Comparison among the QAPF, 
WIF, WSF and EXT in relation to quinovic glycosides, (B) to the polyphenol content, 

and (C) to the oxindole alkaloid content.  

HPLC-chromatograms of QAPF revealed that a minor portion of these 

compounds (peaks 1─7) remained in WIF but not in WSF (fig. 1A). The comparison of 

OAPF, WSF and WIF (fig. 1C) showed that the cat’s claw major alkaloids were 

distributed proportionally according to their solubility in water. As a result, they still 

represented an important portion of WIF composition. In addition, the low mass 

polyphenol contents (fig. 1B), were drastically reduced in WIF, as observed for the 

more water-soluble chlorogenic acid, caffeic acid, and rutin. Conversely, peaks related 

to the high molecular mass proanthocyanidins (fig. 1B, 15─25 min-retention time) were 

prevalent in WIF, thus corroborating the content difference described earlier in Table 1.  

Antifungal susceptibility tests 
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The susceptibility test for antifungal activity of the four selected Candida spp. 

showed MIC values ranging from 3.90 to 500 mg/L (Table 2), except for C. tropicalis 

that showed no activity (data not shown).  

Table 2 – Antifungal activity of EXT and related fractions against non-albicans 
Candida isolates. 

Isolates 
Samples (mg/L) Antifungal (mg/L) 

mg/L EXT QAPF OAPF WSF WIF FLZ TRB AND 

Candida 
parapsilosis 

RL13 >500 >500 >500 >500 >500 8 32 2 

CP03 >500 62.5 62.5 >500 3.9 2 2 2 

CP04 >500 125 125 >500 3.9 2 1 2 

RL01 >500 62.5 62.5 >500 7.81 8 32 0.5 

Candida 

glabrata 

CG40039 7.81 125 62.5 125 3.9 64 32 0.5 

CG10 15.62 125 125 500 15.62 1 32 0.125 

RL02 >500 125 125 >500 7.81 8 1 0.25 

RL03 >500 125 62.5 >500 7.81 1 32 0.25 

Candida 

krusei 

CK02 3.9 >500 125 15.62 3.9 2 1 2 

ATCC6258 7.81 >500 62.5 31.25 3.9 64 32 0.5 

CK01 >500 >500 62.5 250 7.81 64 32 0.25 

CK04 15.62 >500 31.25 >500 15.62 64 32 1 

 Median* 500a 125a,b 62.50c 500b 7.81d 8d,e 32f 0.5g 

 
*Same letters represent statistically equivalent MIC values according to the 

Wilcoxon test (p>0.05). EXT: extract; WIF: water- insoluble fraction; WSF: water-
soluble fraction; OAPF: oxindole alkaloid fraction; QAPF: quinovic acid fraction.  

 

Compared to the crude extract and other fractions the insoluble polyphe nol 

fraction (WIF) showed the highest antifungal activity (lowest MIC values). 

Nonetheless, the antifungal activity evidenced for EXT was lower when compared to 

the related fractions. Almost certainly, this finding results from the aforementioned 

concentration and fractioning processing.  

A comparison with the antifungals FLZ, TRB and AND allowed further 

inferences regarding antifungal resistance (table 2, last three columns). The resistance 

criteria were those found in CLSI M27-A3 and M38-A2 guidelines, except for TRG.  

Candida spp. was considered resistant to TRB if the MIC value ≥16 mg/L 31. Thus, six 

isolates multiresistant to FLZ and TRB could be detected according to CLSI criteria, 

namely, FLZ at a concentration > 4 mg/L for C. parapsilosis and > 32 mg/L for C. 

glabrata; anidulafungin > 0.25 mg/L for C. glabrata and >4 mg/L for C. parapsilosi 
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and >0.5 mg/L for C. krusei. Five of the above-mentioned  multiresistant isolates   

(RL01, CG40039, ATCC6258, CK01 and CK04) were susceptible to WIF at 

concentrations ranging from 3.9 to 15.6 (mg/L). In addition, of the isolates shown in the 

table, two are multiresistant to FLZ, TRB and AND (CK04 and CG40039), since they 

are sensitive to the fraction of WIF at low concentrations.  

In addition, C. glabrata isolates resistant to FLZ were susceptible at low 

concentrations of WIF (3.9 to 7.8 mg/L). Similarly, C. krusei isolates resistant to FLZ 

were sensitive to WIF at 3.9 to 15.6 mg/L, despite being naturally resistant to FLZ3. 

Conversely the EXT and WSF had no activity against C. parapsilosis. 

Noteworthy, all Candida resistant isolates, which were tested in this work, were 

susceptible to QAPF and OAPF to different degrees, except for C. krusei, which proved 

to be resistant to QAPF. Nevertheless, these results were inferior to those recorded from 

WIF. 

Sorbitol Protection Assay 

Cell wall weakness can be improved by the addition of sorbitol. In the presence 

of 0.8 M sorbitol, the MIC values of WIF against C. krusei were increased about 8-32 

times (Table 3) as well as that of anidulafungin (control). 

Table 3 – MIC values (mg/L) determined at 2 and 7 day-treatment of Candida 

spp. isolates with anidulafungine (AND) and the water- insoluble fraction (WIF), 
without and with 0.8 M sorbitol.  

 MIC AND MIC WIF 

Isolates 2 days/7days 2 days/7days 

 
Without 
sorbitol 

With sorbitol 
Without 
sorbitol 

With sorbitol 

RL13  2/2 2/16 >500/>500 >500/>500 
CP03  2/2 4/32 3.9/3.9 3.9/31.25 

CP04  2/2 4/16 3.9/3.9 15.62/125 
RL01  0.5/0.5 1/8 7.81/7.81 15.62/125 

CG40039  0.5/0.5 1/4 3.9/3.9 15.62/31.25 
CG10  0.125/0.125 0.25/2 15.62/15.62 62.5/125 

RL02  0.25/0.25 0.5/2 7.81/15.62 15.62/125 
RL03  0.25/0.25 0.5/2 7.81/7.81 15.62/62.5 

CK02  2/2 4/16 3.9/7.81 7.81/31.25 
ATCC6258  0.5/0.5 1/4 3.9/3.9 7.81/31.25 

CK01  0.25/0.25 0.25/8 7.81/7.81 15.62/62.5 
CK04  1/1 2/8 15.62/15.62 62.5/125 
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Cytotoxic and Genotoxic effect of EXT, WSF and WIF 

The percentage of viable cells for both control groups and for each group of 3 

trials, each one with different concentrations of the extract and fractions, is shown in 

Figure 1a. According to Collins32, high viability is required as a precondition for 

performing the comet assay. Thus, the positive control presented the right conditions to 

this purpose. The two lower concentrations tested (4 and 40 mg/L) represent those with 

anti-Candida activity, while the third one was set deliberately higher  aiming to 

challenge cell sensivity (400 mg/L ). 

 

 

Figure 1.2 – (A) The Cell viability assay of the crude extract (EXT) and related 

fractions in three different concentrations. (*** P < 0.001); a statistically different from 
NC; b statistically different from CP; c statistically different from other concentrations 
of same extract or fraction. One-Way ANOVA and post-hoc Bonferroni Multiple 

Comparison Test. The data are expressed as percentage; n = 3.  (B) Comet assay. * 
p>0.05; ** p>0.01; *** p>0.001; a statistically different from negative control; b 

statistically different from positive control. Positive control (CP); negative control 
(CN); DMSO control (DC) and extract concentrations.  

No perceptible cell injury could be detected after treatment with the crude 

extract (EXT) and related fractions from cat’s claw bark, as well as any DNA fragments 

forming the 'comet'.  

Ultrastructural Analysis  

The effect of WIF on the morphology and ultrastructure of C. krusei, was 

evaluated by scanning electron microscopy. After treatment with WIF the decreasing 

a

) 

b

) 
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number of cells (fig. 3A and 3D), and material deposited on the cell walls of the fungi 

was apparent compared to the control (fig. 3F). In addition, yeasts treated with WIF 

underwent morphological alterations and loss of integrity of the cell wall (fig. 3E and 

3F). Conversely, untreated cells (fig. 3A, 3B and 3C) showed a normal shape and a 

well-defined smooth surface. 

 

Figure 1.3 – SEM-micrographs of Candida krusei (CK04) treated with fraction WIF 
from Uncaria tomentosa. (a) Control 450×; (b) Control  2500×; (c) Control 10.000×; (d) 

WIF 7.81 mg/L 450×; (e) WIF 7.81 mg/L 10.000×; (f) WIF 7.81 mg/L 18.000× 

The FT-IR analysis of pseudomycelium 

The FT-IR analysis of the pseudomycelium of fungus treated with 7.81 mg/L of 

WIF (here exemplified with C. krusei isolate CK 04) exhibited a different spectrum 

pattern compared to untreated fungus used as control (fig. 4). No important changes 

regions were detected either in wavelength regions ascribed to carboxyl, hydroxyl, 

phenol and amides functional groups (3700─2996 cm-1) or to lipid (2996 ̶ 2800 cm-1). 

On the other hand, signal broadening in 1407 cm-1 and disappearance of the peak at 

1542 cm-1 were associated with changes in the protein cell wall. In addition, four new 

peaks located at 1185 ̶ 900 cm-1 were observed in pseudomycelium. The four new peaks 

located at 1185 ̶ 900 cm-1 could not be assigned to any of the compound classes detected 

in WIF and therefore seem to be a characteristic of the effect on the cell wall after 

treatment with that fraction. 
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Figure 1.4 – FT-IR-spectra of Candida krusei (CK 04) pseudo-mycelium exposed to (A) 
no treatment control and (B) WIF 7.81 mg/L. 

DISCUSSION 

In the past 20 years, several fungal infections occurring in patients with 

immunosuppressive disorders have deserved increasing attention. Mostly, the causal 

agents were non-albicans Candida species, in particular C. glabrata, C. parapsilosis 

and C. krusei33,34.Although fluconazole was widely indicated in the treatment of 

infections caused by Candida species, today it is considered ineffective against C. 

krusei and the therapeutic response regarding C. glabrata is rather variable35. In that 

context, the results gained using defined fractions from cat’s claw can represent a new 

perspective to overcome the antifungal resistance.  

In the present study we investigated the antifungal activity of a crude extract and 

fractions from cat's claw bark in some multiresistant non-albicans Candida species. For 

that purpose, the crude extract (EXT) and enriched fractions of quinovic acid 

glycosides(QAPF) and alkaloids (OAPF) were prepared, and also EXT was separated 

into a water-soluble fraction (WSF) and another water- insoluble one (WIF). 

Remarkably, the last fraction has been omitted in many chemical and biological studies, 

so there are few reports in the literature referring to its characterization and 

composition. Nonetheless, WIF was the fraction with the highest antifungal activity 

(MICs from 3.90 to 15.62 mg/L). Both HPLC and chemical analyses demonstrated that 

this fraction was predominantly composed of high molecular weight polyphenols 
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(70.8% w/w), oxindole alkaloids (7.9% w/w) and quinovic acid glycosides (7.8% w/w). 

Taking into account that fractions OAPF (alkaloid total content of 75.3%) and QAPF 

(quinovic acid content of 21.8%) were less effective than WIF, the antifungal activity of 

WIF should be ascribed to the water-insoluble polyphenols. In turn, the low antifungal 

activity of WSF (500 mg/L) most likely derived from its lower content of insoluble 

polyphenols (21.07% w/w). Since the content of water-soluble polyphenols was higher 

in WSF (4.96%) than in WIF (3.77%), it is almost certainly that these compounds are 

unrelated to the antifungal activity observed with WIF. 

While the antifungal activity of high molecular mass polyphenols has been 

documented elsewhere, particularly for water-soluble extracts, the study on the activity 

of the water- insoluble fraction has been relegated to a secondary role, and current ly 

information about the structure-activity relationship regarding specific polyphenols is 

scarce36-38. 

In the search for new drugs, in addition to biological activity, it is important that 

the drug does not harm human cells39. Some tests, such as the comet assay, are able to 

identify genotoxic agents and substances having potential risks to human health. Thus, 

regarding the crude extract and related fractions prepared from cat’s claw bark 

specifically, no evidence of cytotoxic and genotoxic effects on leukocytes was found at 

concentrations up to 400 mg/L (figure 2). This finding corroborated previous studies 

that were however performed on water-soluble fractions from U. tomentosa at 

concentrations as high as 100 mg/mL40. 

In comparison to fluconazole and terbinafine, about 66% of the Candida isolates 

were more susceptible to WIF (table 1). In addition, all strains resistant to anidulafungin 

were susceptible to WIF fraction, while the crude extract and other fractions showed  

minor activity. Therefore it seems reasonable to ascribe the antifungal activity of WIF to 

the water insoluble polyphenols (high molecular mass polyphenols) from cat's claw 

bark. 

The FT-IR analysis of the fungal pseudomycelium of a C. krusei multiresistant 

isolate showed important alterations in those bands associated with the proteins and 

polysaccharides of the fungal cell membrane (fig. 4)25 caused by treatment with WIF. In 

that sense, some literature data41,42 allow us to support a reliable interaction between 

proanthocyanidins and proteins and polysaccharides of the fungal cell wall, reducing 
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therefore the matrix strengthening. Since the cell wall composition varied from specie to 

specie regarding chitin, glucans, galactomannans43, 44, it is expected that the activity of 

WIF will be displayed differently according to the species and isolates studied.  

Antifungal resistance against drugs from the echinocandin class has been 

ascribed to the mutation- induced thickening of the cell wall37 and blocking of the 

inhibition of beta-(1-3)-D-glucan synthase45. In that sense, fungal cell death caused by 

the cell wall damage induced by inhibitors of its synthesis can be avoided using 

osmoprotecting substances as sorbitol46. Since the sorbitol supply was able to inhibit the 

antifungal activity of WIF, this finding reinforces the results gained from the FT-IR 

analysis. Moreover, a similar mechanism based on the interaction of high molecular 

weight polyphenols with the outer glycoprotein-rich layer of C. albicans was initially 

proposed respecting some rich tannin plants, such as Stryphnodendron adstringens18 

and Pinus cauliflora41. In addition, Haslam42 proposed that tannins are able to complex 

with other molecules, including macromolecules such as proteins and polysaccharides 

present in the cell wall of yeasts.  

Cells treated with drugs that interfere in cell wall synthesis often have different 

morphological characteristics. The SEM-micrographs (fig. 3) from the  C. krusei 

pseudomycellium previously treated with WIF revealed the presence of material 

deposited on the cell wall (Fig. 3F), with loss of cell integrity (fig. 4) and cell lysis (Fig. 

3E).  

CONCLUSION 

The evidence gained through this work allow establishing consistently the 

antifungal activity of the water insoluble, rich polyphenol, and little studied fraction 

from U. tomentosa bark against some selected non-albicans Candida species. The 

superior inhibition of the cell growth seems to be related to morphological and chemical 

changes in the cell wall, without indication of cell-toxicity by the comet test.  
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Capítulo 2. Avaliação de sinergismo da fração insolúvel de polifenóis de 

Uncaria tomentosa com fluconazol e terbinafina e possíveis mecanismos de 

ação. 

A ser submetido ao periódico Antimicrobial Agents and Chemoterapy 
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Introdução 

Em virtude dos casos de resistência relatados para o tratamento 

antifúngico atual, a terapêutica combinada vem ganhando força na tentativa de 

melhorar o sucesso da resposta terapêutica (CHAMILOS; KONTOYIANNIS, 

2006; YU et al., 2008; WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009). Limitações como 

a elevada toxicidade, a baixa tolerância e o baixo espectro de ação conduziram ao 

estudo da eficácia da terapêutica combinada (MUKHERJEE et al., 2005).  

A fração insolúvel em água dos polifenois de cascas de caule de U. 

tomentosa, normalmente descartada dos testes biológicos, mostrou atividade anti-

Candida em testes preliminares. O presente trabalho teve por objetivo corroborar 

essa atividade, assim como avaliar o efeito desta fração quando em combinação 

com os antifúngicos comerciais fluconazol e terbinafina. Fluconazol é o fármaco 

mais utilizado para tratamento da candidíase, contudo casos de resistência e de 

toxicidade já têm sido atribuídos (VANDEPUTTE et al., 2012). Terbinafina, 

embora normalmente utilizada para o tratamento de dermatófitos (SANGLARD 

et al., 2003), tem sido testada contra candidíases, mostrando resultados 

promissores (KLOBUCNIKOVÁ et al., 2003). 

 Tendo em vista os fatos apresentados, o presente capítulo teve por 

objetivo não apenas estudar a combinação de fármacos para terapia antifúngica, 

mas também a tentativa de elucidação do que está ocorrendo com os compostos 

nesse momento, para isso, técnicas como DSC, FT-IV e microscopia eletrônica 

foram utilizadas. Como complementação, foi avaliada a bomba de efluxo. 

 Este capítulo é apresentado na forma de artigo a ser submetido para 

publicação no periódico Antimicrobial Agents and Chemoterapy.  
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ABSTRACT  

The combination of antifungal drugs as well as with non antifungal drugs 

is seen today as an established therapeutic approach against fungal resistance; it 

includes natural products as well (9). Hence, in this work, the potential synergy 

between an insoluble fraction (WIF) from Uncaria tomentosa bark, and the 

antifungals terbinafine (TRB) and fluconazole (FLZ) against six non-albicans 

Candida resistant strains was investigated. A checkerboard inhibitory assay 

demonstrated synergy in 66% of the cases for WIF-TRB combination and 50% 

for WIF-FLZ one. The best synergistic cell damage was demonstrated 

unequivocally for the associations of WIF and TRB (1.95:4.0 µg/mL) and WIF 

and FLZ (1.95:8.0 µg/mL) with about 80% of cell damage. Comparatively, for 

the fluconazole resistant isolate C. krusei CK04, these compounds alone caused 

cell damage infetior to 50%, at the same concentrations. DSC and infrared 

analysis demonstrated intermolecular interactions between WIF and either TRB 

or FLZ Hence, quite likely the synergistic effect is related to interaction events 

occurring outside the cell wall between antifungal and cat’s claw polyphenols. A 

direct action on the cell wall is suggested, without connection with the ABC 

eflux pump mechanism. 

INTRODUCTION 

Candida species are harmless saprophyte yeasts, a normal component of 

the human biota in the gastrointestinal tract and oral and vaginal mucosae. These 

yeasts can cause superficial infections manifested as thrush and vaginitis; 

excepting in immune-compromised and immune-suppressed patients, for 

instance, to whom they can cause severe systemic infections. Risk factors for 

patients include infection by the human immunodeficiency virus (HIV), anti-

cancer therapy, organ transplantation, abdominal surgery, catheters, diabetes and 

the use of broad-spectrum antibiotics (1, 2). 

In addition, new emerging non-albicans Candida species and isolates 

from then even more become a public health challenge due to antifungal 
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resistance. Also, therapeutic approaches are limited by drug-safety, owing the 

biochemical and metabolic similarities between fungal cell and mammal one (3). 

Fluconazole (FLZ) and terbinafine (TRB) belongs to the main antifungal  

currently used in the antifungal therapy, which act in different steps of the cell 

membrane biosynthesis. The triazole derivative FLZ was former the antifungal of 

choice used in treatment of candidiasis (4). However, its non-rationale use has 

contributed to the development of resistance in Candida spp. (5). TRB, an 

allylamine class antifunfal, currently is indicated for the treatment of infections 

caused by dermatophytes. In addition, TRB has shown in vitro activity against a 

wide variety of Candida spp. (6), and for the oral treatment of nail candidiasis as 

well(7).  

To overcome fungal resistance, the combination of antifungal and non-

antifungal drugs represents a successful therapeutic approach, given the 

multiplicity of fungal targets against which current agents are effective (8). It 

includes effective combinations of FLZ with plant extracts and substances 

isolated from them (9, 10, 11). Nonetheless, the association of plant derivatives 

aiming a synergic effect with TRB for the treatment of candidiasis was not 

reported until now. 

Uncaria tomentosa D.C. (Rubiaceae) is a vine widely spread in the South 

American rainforest and popularly known as cat's claw (12). Many studies have 

been performed focusing the biological activities of its bark, especially 

antiproliferative (13), immunostimulant (14), anti-inflammatory (15), antiviral 

(16), antioxidant (17), antimicrobial activities (18–20), which frequently have 

been ascribed to its oxindole alkaloid fraction. 

On the other hand, immunomodulatory (21), antioxidant and 

antiinflamatory activities (22) was linked to the cat’s claw low molecular weight, 

and water soluble polyphenols. Concerning the high molecular weight 

polyphenol fraction from cat’s claw bark there are no scientific reports about any 

biological activity, as far we know. It is a very low water-soluble fraction, which 
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can fall down during a further extract processing by concentration of aqueous 

and hydroethanolic extracts. Maybe it explain why it has been usually 

disregarded in biological works. 

In this work, we investigated the antifungal activity of the insoluble 

fraction of polyphenols from cat’s claw bark against non-albicans Candida, and 

its synergy in combination with fluconazole and terbinafine. The involvement 

possible molecular interactions occurring outside the cell wall is also discussed.  

MATERIAL AND METHODS 

Plant Material . An authentic sample of Uncaria tomentosa stem barks 

provided from Peru was kindly donated by Induquímica S.A. (Lima, Peru).  

Extraction. The material was comminuted in a cutter mill (SK1 Retsch, 

Germany), provided with a 2 mm steel sieve. The extraction from cat’s claw bark 

was performed with hydroethanolic solutions 50% (v/v) by 2 h-dynamic 

maceration in magnetic stirring plate (300 rpm) (RO 15 Power, IKA, Germany) 

at room temperature (23 ± 1 ºC) (23), followed by filtration and concentration 

under vacuum. Next, the concentrated extract stand overnight at about 10 °C. The 

water insoluble fraction (WIF) was separated from the water soluble fraction 

(WSF) by filtration under vacuum and dried at 37 °C for 24h. All work samples 

were properly freeze dried at once.  

Quantification. Sample preparation and quantification of WIF from U. 

tomentosa were previously described (24). Briefly, the HPLC-PDA assay 

contents of oxindole alkaloids, quinovic acid glycosides, and low molecular 

weight polyphenols were carried out as earlier described (23, 25). The content 

assay of the condensed tannin was performed by the vanillin acid method (26). 

Microorganisms. The set of yeasts included: Candida krusei ATCC 6258, 

CK01, CK04; Candida glabrata CG40039, CG10, RL02, RL03, all of them from 

the culture collections of the Laboratory of Applied Mycological Research, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.  
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Work samples and reference drug solutions. All work samples were 

dissolved in methanol 2.5% (v/v) to accomplish a concentration of 1.0 mg/mL. 

TRB (Cristália, Brazil) and FLZ (Cristália, Brazil) were dissolved in ultrapure 

water (Milli Q, Millipore, Bedford, MA, USA). The solvents used to dissolve 

samples, the positive control to verify the righ inocula growth, and negative 

control containing RPMI alone were used as controls. 

Assay of drug:preparation combination  

(i) Cell growth inhibition. TRB and FLZ, alone and combined with WIF, 

were tested by the checkerboard procedure using the microdilution technique 

(27). Solutions of the products tested at concentrations determined from their 

MIC values were used. Aliquots of 50 µL of each work sample, were dispensed 

into a 96-well microplate and mixed with 100 µL of inoculum to get a unique 

combination of concentrations of drugs and substances previously extracted. The 

microplates were incubated at 35 °C for 48 h, and the optical density evaluated 

visually and spectrophotometrically (Envision 2104 Multilaber Reader, Perkin 

Elmer, USA). The results were expressed in percentage of cellular damage. The 

assay was performed in quadriplicate. Interactions between antifungals and 

fractions were determined through the Fractionary Inhibitory Concentration 

Index (FICI). This index was calculated by the sum of the fractional inhibitory 

concentrations (FIC) considering the values of the MIC of antifungal in 

combination and that of antifungal alone (FICI = FICA + FICB) (27). The 

interaction was defined as synergistic for FICI ≤ 0.5, as additive for 0,5 < FICI < 

1, as indifferent for 1 ≤ FICI < 4, and as antagonistic for FICI was ≥ 4. (28, 29) 

(ii) Cellular damage assay with MTT.  The quantitative evaluation of synergism 

was evaluated by the percentage of cell damage assay, with modifications (30). 

After the incubation time (3 hours), the supernatant from each well was carefully 

removed and discarded. An 100 µL-aliquot of MTT solution (0.05 mg/mL) was 

added to each well, followed by incubation for 3 h at 32 °C. Subsequently, the 

supernatant was removed again and discarded. Separately, 100 µL of isopropanol 

was added and the cell contents homogenized individually. Next, an aliquot of 
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each well transferred to a new microplate, following the order of pipetting. The 

absorbance was measured at 570 nm and 690 nm. The cell damage percent was 

calculated by the equation 1 - [(A570 nm- A690nmwith drug) / (A570 nm– A690 nm 

without drug)] × 100, where the absorbance with the drug are the data of interest 

and the absorbance without drugs acts as positive control. 

 Samples mixture and freeze-drying. Separately, appropriate amounts of 

WIF, TRB and FLZ were accurately weighted to attain mixture ratios of 1:4 and 

1:2 (w/w) for WIF-TRB and WIF-FLZ, respectively. Each sample was dissolved 

in methanol 2.5%, magnetically stirred in a water-bath by 48 h, at 32 ºC, 

protected from daylight. After this period, all samples were freeze dried as 

usually (Edwards EF4 Modulyo freeze dryer, UK) and kept at 4 ºC until use.  

Electron microscopy analysis  

(i) yeasts. C. krusei (CK04) previously treated as described above in 

Antifungal susceptibility assay, using WIF alone and combined with FLZ and 

TRB, were fixed with 2.5% glutaraldehyde for 24 h at 10 ºC. Post-fixation was 

carried out with 1% osmium tetroxide in cacodylate buffer for 1 h. Subsequently, 

the samples were dehydrated in grades acetone, critical-point dried in CO2 coated 

with gold and examined with a scanning electron microscope (AG - EVO 50 Carl 

Zeiss, Germany) (31). Non treated yeast were used as positive control. 

(ii) SEM-Samples mixture. The photomicrograps of the samples were 

taken using a Scanning electron microscope  (JSM 6060, Tokyo, Japan) at a 

voltage of 10kV. The samples were previously mounted on aluminum stubs 

using doubled-sided adhesive tape and vacuum-coated with a thin layer of gold. 

 Infrared Spectroscopy Analysis. FT-IR spectra from WIF-TRB and 

WIF-FLZ mixtures were recorded in a frequency range of 4000 ─ 600 cm
−1

, 

using a resolution of 4 cm
−1

 and after 40 accumulations (Shimadzu DR-8001 

FTIRspectrometer, Japan). KBr discs were prepared by compressing under 

vacuum of physical blends of about 1.5 mg each. 
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  Differential Scanning Calorimetry Analysis. Accurately weighted of 

about 2 mg of each WIF-TRB and WIB-FLZ mixtures were analyzed  in crimped 

aluminum pans (Shimadzu DSC-60 calorimeter, Japan). Operating conditions 

were 10 °C min
−1

 of heating rate (25 to 350 °C) and nitrogen flow at 50 mL 

min
−1

.  

 

FT-IR analysis of pseudomycelium. The effect of WIF, TRB and WIF-

TRB on the cell wall and cell membrane of the C. krusei strain CK04 was 

assessed using a WIF:antifungal mixture ratio 1:4 (w/w) at a sub-inhibitory 

concentration of 8:32 µg/mL. Separately, an 100 µL-aliquot of each fungal 

suspension containing 1×10
6 

to 5×10
6
 CFU/mL was uniformly applied on Petri 

dishes containing potato dextrose agar and provided of a central hole of 7 mm in 

diameter (32), purposely excavated to receive 100 µL of each sample. Milli-Q 

water was used as a control. After incubation by 48 h at 32 ºC, a yeast sample 

was collected by carefully scraping, frozen at once at -20 ºC, lyophilized, and 

properly stored until analysis. This procedure was performed in triplicate.  

Efflux-pump assay. The activity of efflux-pumps was assayed using the 

inhibitor verapamil, which decreased the MIC when resistance was correlated to 

the ATP-binding Cassete (ABC) efflux pump mechanism (33). Verapamil was 

directly dissolved into RPMI culture medium with an established final 

concentration of 0.098 mg/mL (200 µM). All the strains were tested with and 

without adding verapamil to the RPMI 1640 medium. Minimal inhibitory 

concentration (MIC) values were determined by broth microdilution using the 

two-fold dilution method according to the CLSI guidelines (M27-A3) with 

RPMI-MOPS (RPMI 1640 medium containing L-glutamine and without sodium 

bicarbonate (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)) buffered to pH 7.0 with 

0.165 M MOPS buffer. The FLZ and TRB concentrations tested ranged from 500 

to 0.98 µg/mL against C. krusei and C. glabrata. The assay was performed in 

triplicate. 
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Statistical analysis. ANOVA followed by Tukey's test were applied, and 

results expressed as mean ± SEM. Differences were considered statistically 

significant for p<0.05. Data analyses were performed using Minitab 16.0 

software. 

RESULTS 

Combination studies  

(i) Inhibitory studies by the checkerboard assay. The combination of 

WIF with TRB and FLZ was able to reduce the MIC values determined by the 

inhibitory assay and either additive or synergic effects could be clearly noticed in 

all isolates tested. The median FICIs of checkerboard microdilution assays for 

the yeasts studied are shown in table 1. For WIF-TRB combination a synergistic 

effect was observed in four different isolates, being two C. krusei and two C. 

glabrata., but also for WIF-FLZ in three isolates, being one C. krusei and two C. 

glabrata (table 1). In other isolates an additive effect was observed. 

Table 2.1 – Fractional inhibitory concentration (FIC) and type of interaction obtained 

by the checkerboard microdilution assay for testing a combination of antifungal agents.  

  TRB + WIF  FLZ + WIF 

 Strains TRB WIF FIC Interaction  FLZ WIF FIC Interaction 

C. 

krusei 

CK01 0.500 0.260 0.760 additive  0.250 0.266 0.516 additive 

CK04 0.125 0.133 0.258 synergism  0.250 0.250 0.500 additive 

CK6258 0.062 0.250 0.312 synergism  0.125 0.250 0.375 synergism 

C. 

glabrata 

CG10 0.500 0.266 0.766 additive  0.250 0.266 0.516 additive 

CG40039 0.062 0.250 0.312 synergism  0.125 0.266 0.391 synergism 

RL03 / RL02*  0.062 0.066 0.129 synergism  0.250 0.033 0.283 synergism 

* RL03 is corresponding to TRB + WIF and RL02 to FLZ + WIF.  

WIF= water insoluble fract ion from U. tomentosa; TRB= terbinafine; FLZ= fluconazole.  

(ii) Cellular damage assay with MTT. The results indicate that TRB and 

FLZ tested alone up to a 64 µg/mL concentration were unable to inhibit the 

growth of any isolated considered (table 2). The addition of WIF to TRB resulted 

in enhancement of the antifungal activity of TRB. Thus, TRB and WIF combined 

in a 8:1.95 µg/mL concentration ratio, respectively, caused higher growth 

inhibition on the CK6258 terbinafine resistant isolate (ca. 88%) than TRB and 

WIF alone (40.7% and ca. 20%, respectively). Also TRB and WIF in a 4:1.95 
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µg/mL concentration ratio, respectively, caused significant cell damage (79.52%) 

regarding the CK04 isolate. Alike terbinafine, the WIF-FLZ was able to induce a 

significant synergic effect on near all isolates. Regarding the fluconazole 

resistant isolate CK04, a cell damage of about 80% could be noticed for WIF and 

FLZ in a concentration ratio of 1.95:8 µg/mL. In that case, the compounds alone 

showed 50% of cell damage below using the same concentration ratio. 
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Table 2.2 – Percentage of cell damage caused by terbinafine (TRB) and fluconazole (FLZ) alone and their combinations with the 

water insoluble fraction from U. tomentosa bark (WIF), after the checkerboard microdilution method. 

Strains 
 a) Combination WIF-TRB  b) Combination WIF-FLZ 

Comb1 Comb2 Comb3  Comb1 Comb2 Comb3 

CK04 

C (µg/mL) 7.81/64 7.81/32 15.62/32  15.62/16 7.81/16 3.91/16 

CDA (%) 45.07 D /50.23 CD 45.07 D /52.51 CD 52.51CD/52.51CD  52.51B/40.05C 45.07BC/40.05C 35.80C/40.05C 

CDC (%) 90.05AB 91.22A* 70.01BC  89.52A 82.67A* 73.13A 

         

CK01 

C (µg/mL) 7.81/4 3.91/4 1.95/4  7.81/8 3.91/8 1.95/8 

CDA (%) 26.02B/15.52 B 24.54 B /15.52 B 14.69 B /15.52 B  26.02 B /32.49 B 24.54 B /32.49 B 14.69 B /32.49 B 

CDC (%) 57.56A 72.42 A 79.52 A*  80.22A* 73.27A 73.96A 

         

CK6258 

C (µg/mL) 1.95/4 1.95/8 1.95/16  7.81/16 3.91/16 3.91/32 

CDA (%) 19.83C/18.38 C 19.83 C /40.74B 19.83 C /37.92BC  70.40C/12.61E 49.68D/12.61E 49.68D/13.04E 

CDC (%) 85.16 A* 87.95 A 86.4 A  91.36A 79.15B 94.15A* 

         

CG10 

C (µg/mL) 15.62/32 3.91/32 0.98/64  15.62/16 7.81/16 3.91/16 

CDA (%) 51.02CD/57.12BCD 42.92DE/57.12BCD 16.89E/55.01CD  51.02BC/39.58D 40.51D/39.58D 42.92CD/39.58D 

CDC (%) 88.89 A 75.74 ABC* 82.73AB  55.08B 86.77A* 52.67BC 

         

CG40039 

C (µg/mL) 3.91/4 1.95/4 1.95/8  3.91/8 1.95/8 0.98/8 

CDA (%) 35.26 B /33.77 B 32.86 B /33.77 B 32.86 B /37.85 B  35.26 B /31.59 B 32.86 B /31.59 B 28.20 B /31.59 B 

CDC (%) 67.54 A 70.25 A* 87.65 A  62.89 A 64.57 A 60.79 A * 

         

RL03/ 

RL02 

C (µg/mL) 1.95/8 0.98/8 0.98/4  3.91/8 1.95/8 0.98/32 

CDA (%) 22.88 BC /31.37 B 7.32D/31.37 B 7.32 D /11.62CD  30.22C/16.77D 30.19C/16.77D 24.02CD/40.84B 

CDC (%) 61.16A 65.35 A 56.92 A*  44.03B 24.55CD 65.00A* 

WIF= water insoluble fract ion from U. tomentosa; TRB= terbinafine; FLZ= fluconazo le; antifungal cell damage alone (CDA) and in combination (CDC) expressed 

in percentage (%). 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.* Combinations used for FIC calculating.** Different letters represents results statiscally dis tinct (p<0.05) for MICs.



83 

 

Electron microscopy. The effect of WIF, WIF-TRB and WIF-FLZ on 

morphology and ultra-structure of resistant isolates was exemplified by C. krusei 

CK04 (figure 1). The normal budding profile (fig. 1A, C and E). contrasted with 

the irregular budding patterns, material deposited on the cell walls and loss of 

cell integrity, after treatment with WIF alone (figure 1B) and it combi ned with 

TRB (figure 1D) and FLZ (figure 1F) . 

 

Figure 2.1 – SEM-micrographs of Candida krusei (CK04) treated with fraction 

WIF from Uncaria tomentosa, alone and in combination with terbinafine (TRB) 

and fluconazole (FLZ). (A) Control without treatment (10,000×); (B) WIF 7.81 

µg/mL (10,000×); (C) FLZ resistant strain 64 µg/mL (10,000×); (D) WIF-FLZ 
3.91: 16 µg/mL concentration ratio (18,000×); (E) TRB resistant strain 32 µg/mL 

(5000×); (F) WIF-TRB 7.81: 16 µg/mL (1000×). 
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Electron microscopy analysis of the sample mixtures. The 

photomicrographs from WIF, FLZ, WIF-FLZ, TRB and WIF-TRB (figure 2) 

allow observing definite crystal modifications unambiguously. FLZ micrographs 

showed agglomerated particles having irregular and cracked surface, and 

occasionally acicular habit (figure 2A and 2B), while the TRB ones presented flat 

plate-shaped crystals  of varied sizes (figure 2E). Changes in the crystal habitat 

of FLZ were noticed after analysis of the FLZ:WIF mixture (figure 2D), 

specifically, the appearance of needle shaped micro-crystals imbibed in an 

amorphous and loose matrix. The WIF-TRB mixture occurred as broken plates 

with a slightly irregular surface and amorphous structures around it (figure 2F). 

At first view, these morphologic changing in the crystal habitat can be attributed 

to factors as freeze drying and crystallization medium itself, but that does not 

completely exclude the possibility of molecular interactions as the cause of these 

modifications. 
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Figure 2.2 – SEM photomicrographs obtained from (A) and (B) water insoluble 

fraction of U. tomentosa (WIF), (C) fluconazole, (D) freeze-dried WIF-

fluconazole mixture, (E) terbinafine, (F) freeze-dried WIF-terbinafine 

association. 

 

Differential Scanning Calorimetry. DSC thermograms of WIF, FLZ, TRB 

and the corresponding combinations are in figure 3. WIF presents a broad and 

undefined endothermic peak at about 80 ºC, revealing its amorphous state (Figure 

3A). FLZ thermogram showed a single, sharp peak at 140 ºC and a broad 

endothermic process centered at about 300 ºC, reflecting thermal degradation 

(Figure 3B). The TRB thermogram showed a characteristic clear onset peak at 

205 ºC followed with a broad endothermic process. The effect of the combination 

of both TRB and FLZ with WIF was exemplified using critical concentration 
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ratios (figure 1D and F). Modifications on TRB and FLZ thermograms were 

clearly noticed after their combination with WIF. The complete disappearance of 

TRB peak and the displacement of the FLZ onset peak to 175 ºC indicated a 

strong molecular interaction of WIF with TRB and FLZ indistinctly. Moreover, 

further DSC analysis showed that the intensity of the molecular interaction is 

depending on the antifungal:WIF concentration ratio (omitted data).  

 

Figure 2.3 – The Differential Scanning Calorimetry (DSC) curves of (A) water 

insoluble fraction from U. tomentosa bark (WIF), (B) fluconazole (FLZ), (C) 

WIF:FLZ 1:2 combination ratio, (D) terbinafine (TRB), (E) WIF:TRB 1:4 

combination ratio. 

FT-IR analyses of the WIF from U. tomentosa, terbinafine, 

fluconazole, and their combinations. The FT-IR spectrum from WIF showed a 

strong and wide band at 3230 cm
-1

 (assigned to a OH polymer association), 1613 

cm
-1

(ring C–C stretch of phenyl characteristic in polyphenol compounds), 1445 

cm
-1

 (aromatic C=C), and 1065 cm
-1

 (ring aromatic C–H bond) (Figure 4A and 

D). By comparing to literature data (34), some bands suggested the presence of 

catechins and procyanidin derivatives, for instance, bands at 1540─1520 cm
-1

 

(related to hydroxyl of catechins) and the fingerprint bands at 780 ─ 770 cm
-1

 

(out-of-plane deformation aromatic H–bonds).  

The TRB spectrum (fig. 3B) showed a large intensity band in 2440 cm
-

1
(C≡C vibration), which associated with the additional bands 1450–1500 cm

-1
 

(aromatic C=C ) and 600─800 cm
-1

 (C–Cl) allowed a reliable identification of 

terbinafine hydrochloride (35, 36). As a tertiary amine, no typical bands of  N–H 

bond are present in the spectrum range of 3300–3500 cm
-1

. 
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The FLZ spectrum was comparable to literature data (37), especially the 

bands at 3119, 1507 and 1420 cm
-1

 (triazole CH bonds), 1618 cm
-1

 (aromatic ring 

stretching), 1074 cm
-1

(C–OH bond) and 1114 cm
-1

 (C–F bond). 

The FT-IR spectra of WIF-TRB combination were illustrated by the 

WIF:TRB mixture in 1:4 concentration ratio. The main modification appraised 

were the complete disappearance of the WIF spectrum bands at 3308 and 1613 

cm
-1

, and the TRB band former located at 2440 cm
-1

(assigned to a C≡C 

vibration). Regarding the last one, also the formation of a new band at 2631cm
-1 

was noticed. TRB alone showed three bands in the 1360─1470 cm
-1

 region, 

which was reduced to just one located at 1453 cm
-1

. Additional spectral changes 

could be noticed in the 700─900 cm
-1

 region. 

The FT-IR spectra of WIF-FLZ combination was exemplified by the 

mixture with a 1:2 concentration ratio. The main modification were the 

disappearance of 3308 cm
-1

 and  3119 cm
-1

 bands of WIF and FLZ, respectively; 

the appearance of a new band in the 2600─2900 cm
-1

 range and an intensity 

decrease of 1614 cm
-1

band, referring of the aromatic ring carbon bonds. Also, the 

1300─1400 cm
-1

 and 600─800 cm
-1

 range evidenced some alterations. 

Figure 2.4 – (A) FT-IR spectrum of WIF fraction; (B) terbinafine; (C) complex 

(WIF:TRB in 1:4 combination ratio); (D) WIF; (E) fluconazole; (F) association 

(WIF:FLU in 1:2 combinatio ratio). 

 

FT-IR analysis of the pseudomycelium after treatment with the 

insoluble fraction combined to TRB. FT-IR spectra of the pseudomycelium of 

C. krusei showed tiny differences after  treatment with WIF, either alone or 

combined with TRB (figure 5). After treatment with WIF, no substantial change 

was observed in the region of 2996–2800 cm
–1

 and 1500–1200 cm
-1

, whose 

absorption bands are associated to the membrane lipids, as earlier described. 

(32). Minor changing induced by WIF-TRB in the 1359 cm
-1 

band was 

tentatively assigned to interactions with the cell wall lipids. In contrast, more 

intense spectral changes in 1600─400 cm
-1

 and 900─600 cm
-1

 regions suggested 

a molecular interaction of WIF with the cell wall proteins and polysaccharides 
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(figure 4) (32), but different from those observed with TRB alone (figure 4C). 

The FT-IR spectrum of WIF-FLZ retained the same features described in those 

spectra of FLZ and WIF alone (data not shown).  

 

Figure 2.5 – FT-IR spectra of C. krusei pseudomycelium exposed to (A) control 

without treatment, (B) water insoluble fraction (WIF) from U. tomentosa bark, 

(C) terbinafine resistant strain, (D) WIF:TRB in 1:4 combination ratio.  

Efflux-pump assay.  The activity of efflux-pumps was checked using the 

inhibitor verapamil, which decreases the MIC when the resistance is due to ATP-

binding Cassete (ABC) efflux pump. The fungal susceptibility of two 

multiresistant isolates, namely, CK6258 and CG40039, was tested for TRB and 

FLZ. In both cases, no substantial changing of the MIC values could be detected.  

DISCUSSION 

The combination of antifungal drugs with vegetable compounds has been 

referred as a potential strategy to improve antifungal activity via additive and 

synergistic effects (38). Regarding plant polyphenols, very few works had 

focused this issue. Worth mentioning is the combination of polyphenols from 

Punica granatum with fluconazole, which allowed a two-fold decreasing of the 

MIC values against C. albicans and C. parapsilosis strains (10). Even though the 

synergic effect was ascribed to the polyphenol punicalagin, no further evidence 

was presented to enlighten better the mechanism behind this finding. Similarly, 

several studies have focused on showing the antifungal activity of plant 

derivatives (39–41), however few have approached the impact on the cell 

morphology of chemical and physicochemical interactions that happen between 

this compounds. 

The chemical composition of WIF was matter of a former study (24). This 

water insoluble fraction from cat’s claw bark comprises mainly high molecular 

weight polyphenols (70.80% w/w) and, in a minor extend, oxindole alkaloids 

(7.91% w/w) and quinovic acid glycosides (7.79% w/w). Also, the anti-Candida 
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activity of this fraction was previously established (MICs from 3.90 to 15.62 

µg/mL against C. glabrata, C. krusei and C. parapsilosis). However, its potential 

synergism with FLZ and TRB received little attention at that time.  

In this work, six isolates of C. krusei and C. glabrata showing azole- and 

terbinafine resistance were chosen for this intent, and separately treated with FLZ 

and TRB, but also by combining them with WIF. In all isolates tested the WIF-

antifungal combination proved to be more effective than TRB and FLZ alone. In 

fact, the fractional inhibitory concentration (FIC) data (table 1) revealed synergic 

and additive effects associated to the combination of both antifungals with WIF. 

Data from the cell damage test allowed reinforcing this finding (table 2). The 

synergistic effect was prevalent in those cases where the WIF-TRB combination 

was tested, specifically, in 66% of the tests. An analogous effect was observed 

with regard to the WIF-FLZ combination, but here it drops to 50%. Moreover, C. 

krusei isolates were the most susceptible ones, particularly to TRB-WIF 

combination, where inhibition levels above 80% were noticed. In that case, MIC 

value of TRB-WIF decreased up to 16-times when compared to TRB alone. 

  

Even though antifungal susceptibility was diverse among the Candida 

isolates, some important modifications in cell morphology can be noticed by 

SEM-analysis. In this occasion, C. krusei CK04 was selected for illustration 

purpose, owing the synergistic effect observed unmistakably for this isolate. 

SEM-micrographs of CK04 pseudohyphae treated with sub-inhibitory 

concentration of WIF-TRB and WIF-FLZ (figure 1) revealed major 

morphological alterations, as irregular budding pattern, material deposited on the 

cell wall, and loss of cell integrity. Through expanding the line of thought to the 

other isolates, we may assume that both  antifungal and synergistic effects may 

be directly related to damage to the structure of the cell wall, at least. In addition, 

similar findings reported in literature about alterations on the yeast cell wall 

ultrastructure, and caused by antifungals associated with plant extracts (10, 42, 

43), tend to corroborate our assumption. 
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Molecular interactions related to antifungals in association with vegetable 

products can be easily appraised by DSC (44; 45). In this study the alterations 

observed in thermograms recorded for the combinations of WIF with terbinafine 

and fluconazole are distinguish by disappearance of the characteristic 

endothermic peaks of TRB and the FLZ at 205 °C and 140 °C, as well as the 

manifestation of new peaks in 195 °C and 175 °C, respectively. Likewise, Al-

Marzouqi et al. (46) studying the fluconazole- cyclodextrin systems were able 

to corroborated inclusion complexes by means of the shifting of the fluconazole 

peaks measured by DSC. Hence, the findings leave little doubt, about molecular 

interactions taking place between WIF and both drugs.  

The FT-IR analysis of WIF revealed the predominance of catechin 

derivatives and some absorption patterns characteristic of tannins, as previously 

noticed (49, 50). Besides, it allowed to exclude low molecular weight 

polyphenols from WIF composition, at least in tangible amounts , and also 

detecting  functional groups involved in the interactions between WIF and both 

antifungals TRB and FLZ. Given that no absorption band near to 1750 cm
-1

 

(vibrational C=O stretch or COOH usually related to carboxylic acid (47)) was 

observed, gallic and chlorogenic acid and their derivatives could be excluded 

from the WIF composition. In addition,  by UV-analysis of the methanolic 

solution of WIF, flavonoids was detected justs as traces, as no absorption above 

360 nm was detect (data not shown) (48).  

Tannins are polymeric polyphenols able to complexation of  alkaloids 

through formation of covalent bounds (51) and, presumably other weak bases, as 

TRB and FLZ. As results, the water-solubility of alkaloids can be improved. In 

that context, the FT-IR technique allows a straightforward characterization of 

molecular interactions between polymer-antifungal, or its absence, as earlier 

related for TRB and the polymer PEG 6000 (52). 

The analysis of WIF, TRB and FLZ by FT-IR and DSC consistently 

support the hypothesis of molecular interactions between polyphenols and 

antifungal taking place outside the cell membrane. So, the comparison of the FT-
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IR spectra of the antifungal alone, and in combination with WIF, allows 

recognizing clear differences in 3000, 1600, 1400 and 700─800 cm
-1

 bands.  It 

reflects therefore molecular interactions between the both antifungal drugs and 

the WIF fraction from cat's claw bark. 

Also, SEM-analysis of TRB and FLZ separately, and combined with WIF, 

provided a supplementary information supporting the occurrence of 

antifungal:WIF interaction. The changing in crystal habitat became evident in 

photomicrographs from TRB alone and combined with WIF, namely, from a 

plated shape with a smooth surface crystals (figure 2E) to polyhedral blocks 

having trace of amorphous masses (figure 2F). Similarly, the FLZ crystalline 

habitat underwent a clear modification from irregular forms (figure 2C) to a more 

organized needle-shaped form (figure 2D) after mixing with WIF.  

The modifications in the microstructured habitat are in agreement with the 

DSC data described above, when thermal changes in the melting point and other 

endothermic processes unquestionably occurred after mixing TRB and FLZ with 

WIF (figure 3). Despite polymorphism was already recognized in some azole 

derivatives, as miconazole (53), at this point a such statement in favor of 

polymorphism would be questionable, once the analysis was performed using 

physical mixtures instead of isolated substances. Of note, the crystal habitat of 

some antifungals – including TRB and FLZ – can undergo also a marked 

modification according to the crystallization medium and technological 

processing, but without implying a genuine polymorphism (52, 53). 

Consequently, polymorphic events should be discarded in favor of a concrete 

antifungal-WIF interaction, as proved by FT-IR and DSC data  

The FT-IR analysis of the pseudomicelium of C. krusei (CK04) 

substantiated the WIF action on the cell wall. Through the treatment with WIF 

and WIF-TRB combination, the alteration of the IR bands located at 1600─400 

cm
-1

 and 900─600 cm
-1

 denotes modifications in the protein and polysaccharide 

located in the wall membrane, which were indiscernible in the untreated fungal 

sample. According to Gallindo  (32) a decrease or change in the content of these 
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components may be related to the loss of cell integrity an enhancement of the 

membrane permeability to antifungal. 

Verapamil is a known inhibitor of the efflux pump and has been often 

used to study the reversion of the resistance to antifungal. In spite of great 

homology between the amino acid sequence of  glycoprotein-P (P-gp) and the 

fungal ATP-binding cassette (ABC) protein transporters, a great variability in 

sensitivity of yeast ABC proteins was earlier reported (54, 55). Nonetheless, data 

from the assay performed with FLZ and TRB showed that the resistance of the 

TRB and FLZ-multi-resistant isolates CK6258 and CG40039 seems to be 

unrelated with the ABC efflux pump (56). 

CONCLUSION 

A cat's claw water insoluble fraction presents synergistic effect with FLZ 

and TRB against C. krusei and C. glabrata. DSC and FT-IR data showed that this 

fraction mainly composed by polyphenols interacts with FLZ and TERB 

unquestionable. The participation of polymorphic events and the ABC efflux 

pump seems to be out of question. Once rarely antifungal activity is explained on 

the basis of molecular interaction outside the cell wall, the issue is relevant and, 

at the same time challenging.  
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4. DISCUSSÃO GERAL 

A presente dissertação foi desenvolvida tendo como hipótese de trabalho a 

atividade antifúngica de Uncaria tomentosa. Com o intuito de verificar a 

validade dessa hipótese e a qual fração da unha-de-gato pode ser atribuída a 

atividade, fez-se a determinação da concentração inibitória mínima da fração 

purificada de alcaloides, fração purificada de derivados de ácidos quinóvicos, 

fração solúvel e fração insolúvel em água de polifenois. Comparativamente, 

avaliou-se o extrato hidroetanólico. Para essas frações especificamente de U. 

tomentosa não foram encontrados estudos na literatura que identifiquem a qual é 

atribuída tal atividade. A partir disso, observou-se que, embora todas as frações 

possuam determinada atividade antifúngica, valores relevantes foram atribuídos a 

fração de polifenois insolúvel em água. Essa fração normalmente aparece sendo 

descartada na maioria dos estudos biológicos e fitoquímicos sobre unha-de-gato, 

o que explicaria a falta na literatura de relatos sobre sua composição e outros 

estudos afins. 

Dessa forma, a etapa inicial do trabalho destinou-se à caracterização da 

fração insolúvel em água, obtida por maceração das cascas de unha-de-gato com 

solução hidroetanólica a 50%, seguida de filtração, concentração a vácuo, 

armazenamento a 10 ºC por 24 h e posterior filtração para separar a parte solúvel. 

O precipitado formado foi armazenado a 37 ºC em estufa. Inicialmente a fração 

foi analisada por CLAE-PDA, onde se observou semelhança no perfil 

cromatográfico de alcaloides e derivados do ácido quinóvico entre todas as 

frações, porém diferindo no conteúdo em g%. Já no conteúdo de polifenois 

observou-se diferença marcante tanto no perfil cromatográfico quanto na 

porcentagem. A principal distinção da fração WIF está no fato de ter um maior 

conteúdo de polifenois de alta massa molecular, quando em comparação com 

WSF, fato este que também pôde ser observado através do método da vanilina. 

Através de dados do ultravioleta (dados suplementares - anexo 1), não foram 

observados picos correspondentes a flavonoides na fração de polifenois de alta 

massa molecular. E, através do infravermelho observou-se picos característicos 



102 

 

de polifenois, como a catequina e seus polímeros. O RMN (dados suplementares, 

anexo 2) também corrobora com a hipótese da fração WIF ser composta 

majoritariamente por derivados de catequina e epicatequina, uma vez que o C
13

 

mostra um espectro típico de proantocianidinas. De acordo com Dey and 

Harborne (1989), a ressonância devido ao anel C de catequinas ocorre na região  

25─85, e a do anel A e B na região  96─180. Esse achado corrobora com o  

observado por Navarrete (2011) em que o extrato composto majoritariamente por 

proantocianidinas de Pinus maritimus apresenta espectro de RMN semelhante ao 

encontrado para a fração insolúvel em água de U. tomentosa. Certamente, a 

elucidação da composição em polifenóis dessa fração exigirá uma pesquisa 

fitoquímica mais aprofundada. 

De forma complementar, analisou-se a citotoxicidade e genotoxicidade da 

fração insolúvel, uma vez que, como já comentado, essa fração era normalmente 

descartada, e comparou-se com o extrato e a fração solúvel. A fração WIF, assim 

como as demais, não apresentou evidências de citotoxicidade nem de 

genotoxicidade, corroborando com os estudos de Santa Maria (1997) para o 

extrato da mesma espécie. 

Muitos casos de resistência ao fluconazol já foram relatados (FERREIRA 

et al., 2005; QIAO et al., 2008), tornando pertinente a investigação de 

alternativas. Nesse sentido, foi avaliada sua interação junto à fração WIF (anexo 

3). Assim, isolados de C. krusei e C. glabrata, intrinsicamente resistentes ao FLZ 

(CANUTO et al., 2002) e que se mostraram resistentes frente a uma 

concentração de  64 µg/mL de fluconazol, passaram a ser susceptíveis a uma 

concentração de 8 µg/mL após associação desse com WIF. Uma das potenciais 

vantagens dessa associação seria a redução de efeitos colaterais e adversos 

relatados para o fluconazol (CATALÁN; MONTEJO, 2006; SHEPPARD; 

LAMPIRIS, 2008). 

Comparativamente, terbinafina, que normalmente é utilizada para o 

tratamento de fungos filamentosos, foi testada para atividade anti-Candida em 

combinação com a fração WIF. Embora o valor de breakpoint da TRB não seja 
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considerado pela CLSI, a resistência a uma concentração maior que 4 µg/mL 

caracteriza  dermatófitos resistentes a TRB (MUKHERJEE et al., 2003). 

Destaca-se a combinação WIF:TRB para as cepas CK01, CG40039 e RL03 nas 

quais foi possível observar reversão da resistência de 32 µg/mL de TRB, para até 

4 µg/mL. Destaca-se a importância deste achado, por ser o primeiro relato de 

combinação de TRB com uma espécie vegetal para o tratamento de Candida sp.  

A possibilidade de mecanismos celulares terem participação nos 

resultados observados foi investigada pelos ensaios do sorbitol e da bomba de 

efluxo. 

O ensaio do sorbitol refere à função deste poliol como protetor osmótico 

da parede celular. Em sua presença, caso o mecanismo de ação seja na parede 

celular, as células fúngicas continuam a crescer. No presente estudo foi 

observado que a presença de sorbitol diminuiu a atividade antifúngica  da fração 

WIF (de 3,91-15,65 µg/mL passaram a 31,25 - 125 µg/mL), mostrando que a 

resistência envolve efeitos ocorridos em nível de parede celular e, possivelmente 

esse seja seu mecanismo de ação. Esse resultado corrobora com o de Souza-

Moreira (2013) que constatou possível mecanismo de ação de taninos de Plinia 

cauliflora (CIM= 156 µg/mL) na parede celular de C. albicans após testes do 

sorbitol, com confirmação através da alteração da arquitetura da parede fúngica 

visualizada através de microscopia eletrônica de transmissão. Ainda no citado 

estudo, foi sugerido que essa fração rica em taninos formasse um complexo 

taninos-parede celular, uma vez que o composto em questão tem capacidade de 

se complexar com macromoléculas como proteínas e polissacarídios. 

Aditivamente, fez-se o teste com verapamil, inibidor da bomba de efluxo, 

e percebeu-se que tanto o fluconazol quanto a terbinafina testados frente a cepas 

resistentes de C. não-albicans não melhoraram sua atividade, indicando que 

provavelmente, no sinergismo, a fração WIF não atue inibindo a bomba de 

efluxo. No entanto, o teste do verapamil é específico para um tipo de bomba, a 

bomba ABC (que codifica o gene CDR) e, apesar de haver vários relatos de 

resistência azólica relacionadas a essa bomba (SANGLARD et al., 1995; 
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SANGLARD et al., 1997; PINJON et al., 2005), sabe-se que existem outros tipos 

de bombas e outros genes envolvidos, já relatados inclusive na resistência de C. 

glabrata (SANGUINETTI et al., 2005) e também em C. krusei (KATIYAR et 

al., 2001), portanto esse mecanismo de efluxo não pode ser descartado antes de 

serem realizados mais testes confirmatórios. Adicionalmente, corroborando com 

Pinto e Silva (2009), esses autores não verificaram relação entre os isolados de C. 

parapsilosis com resistência ao FLZ e às bombas de efluxo do tipo ABC. 

Segundo eles, a resistência dessa espécie pode ser devido a mutações nos genes 

que codificam as enzimas da biossíntese do ergosterol, ocasionando uma 

sensibilidade diminuída ao alvo. 

Além disso, foi analisado o efeito do tratamento na composição química 

da membrana do pseudomicélio mediante FT-IR. Nesse teste, observou-se que, 

tanto o controle sem tratamento quanto o fungo resistente tratado com 

terbinafina, não apresentaram alterações. Por outro lado, o fungo tratado com a 

fração WIF e o tratado com a associação WIF:TRB mostraram claras alterações 

nas regiões que correspondem a proteínas e polissacarídios, principais 

componentes da parede celular. Acredita-se que esse tenha sido o primeiro 

estudo no que diz respeito a alteração química de Candida spp. em compostos 

com atividade sinérgica. Paralelamente, Galindo e colaboradores (2013) 

analisaram o efeito de nanopartículas de ouro na composição química  de fungos 

do gênero Phanerochaete chrysosporium. Nesse estudo, pela observação de 

pequenas variações (diminuição da intensidade das bandas) nas regiões 

correspondentes a lipídios, proteínas e polissacarídios do FT-IR, quando 

comparados ao padrão sem tratamento, ele sugere que o fungo não está mais 

produzindo novas hifas e que está ocorrendo lise das células devido a diminuição 

desses componentes tão essenciais para a sobrevivência do fungo. Embora  os 

resultados da associação WIF:FLZ (FT-IR) não terem demonstrado diferença 

significativa eles estão apresentados como dados suplementares (anexo 4).  

No que diz respeito à microscopia eletrônica de varredura realizada nos 

fungos com e sem tratamento, observou-se que o controle sem tratamento e as 
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cepas resistentes ao fluconazol e a terbinafina sob tratamento com esses 

antifúngicos não apresentaram ou apresentaram poucas alterações morfológicas. 

Já nas cepas tratadas com a fração WIF e também com WIF:TRB e WIF:FLZ 

observam-se claras mudanças morfológicas, como padrões irregulares de 

brotamento, material depositado sobre a parede celular e perda da integridade 

celular. Esses resultados corroboram com os encontrados na literatura, em que as 

drogas antifúngicas e extratos de plantas podem afetar a morfologia e ultra-

estrutura de leveduras (NAKAMURA et al, 2004; ISHIDA et al, 2006; ENDO et 

al, 2010). 

Para aprimorar a avaliação dos resultados apresentados foram verificadas 

alterações dos compostos separadamente e combinados por meio de técnicas de 

DSC, FT-IR e MEV. 

No DSC, evidenciou-se deslocamento e desaparecimento de diferentes 

processos endotérmicos, principal característica de pureza, formação de 

complexos e formação de novo produto. Diferentemente de ArunPrasad (2010), 

que no seu estudo não observou diferenças fisico-químicas na associação de TRB 

e o polímero PEG 6000 através de técnicas como DSC e FT-IV, no presente 

trabalho as diferenças observadas na associação sugerem uma mudança em suas 

estruturas, indicando que existe uma interação ocorrendo entre os dois compostos 

precursores e, provavelmente, não é apenas a soma de efeitos. De modo geral, os 

dados obtidos da análise por DSC estão em consonância com as alterações 

observadas no FT-IR e nas imagens provindas da MEV. 

De maneira geral, tanto as células resistentes quanto as sensíveis ao 

fluconazol e a terbinafina não apresentaram variações significativas no seu 

potencial zeta no tempo 0 a 24h, sugerindo que a ação provavelmente não 

envolve potenciais elétricos.  

Dessa forma, considerando que tanto o fluconazol quanto a terbinafina 

têm seus mecanismos de ação na membrana celular, embora sejam em etapas 

diferentes, e que a fração de polifenois tem sua possível ação na parede fúngica, 
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algumas hipóteses podem ser criadas: i) Uma delas é que, no sinergismo, há um 

aumento da penetração intracelular de terbinafina e fluconazol facilitada pela 

ação da fração WIF na parede celular. Ainda assim, por ser uma fração de 

composição complexa, pode ter mais de um mecanismo de ação; ii) Embora o 

ensaio da bomba de efluxo não tenha dado resultado positivo especificamente 

para a bomba ABC, outras bombas existem (CLARK et al., 1996) e é possível 

que exista uma inibição por meio da fração de polifenois para que os antifúngicos 

comerciais permaneçam mais tempo dentro da célula fúngica, causando danos; 

iii) Além disso, como sabe-se que existe uma interação entre esses fármacos, há a 

possibilidade de que o mecanismo de resistência dos fungos não esteja 

reconhecendo as estruturas moleculares dos dois fármacos, pois estes encontram-

se associados, complexados.  

Entretanto, uma avaliação mais aprofundada acerca do comportamento 

dos polifenois de U. tomentosa após o período de tratamento, assim como a 

avaliação do princípio ativo na fração WIF, podem esclarecer alguns dos 

resultados obtidos e surgem como perspectivas de trabalhos futuros. 
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5. CONCLUSÕES 

I. O perfil químico do extrato das cascas do caule de Uncaria tomentosa foi 

analisado por CLAE-PDA e mostrou estar de acordo com o perfil 

característico da espécie. 

II. Frações compostas majoritariamente por polifenois através de técnica de 

precipitação foram obtidas, sendo divididas em frações solúveis e insolúveis 

em água. O processo de separação em fase sólida polimérica empregado 

propiciou a obtenção de uma fração purificada em alcalóides oxindólicos e 

triterpenos, separadamente. 

III. As frações solúveis e insolúveis em água foram caracterizadas mediante 

CLAE-PDA, método da vanilina, UV e FT-IV. As frações solúveis 

mostraram ser compostas majoritariamente por polifenois de baixa massa 

molecular. Já a fração insolúvel por polifenois de alta massa molecular, com 

indícios de polímeros de catequina. 

IV. Através do ensaio cometa, foi avaliado o efeito citotóxico e genotóxico da 

fração insolúvel, solúvel e do extrato de U. tomentosa e nenhum deles 

mostrou ter afetado os leucócitos em concentrações até 400 µg/mL. 

V. O extrato e as frações de U. tomentosa avaliados na determinação da 

concentração inibitória mínima têm um potencial efeito antifúngico, 

destacando-se o resultado apresentado pela fração insolúvel de polifenois 

frente a cepas resistentes a fluconazol e terbinafina de Candida krusei, C. 

glabrata e C. parapsilosis. 

VI. A associação da fração de polifenois de U. tomentosa à terbinafina promove 

sinergismo na maioria dos isolados testados, enquanto que com fluconazol 

apresenta sinergismo na metade deles. Nas outras cepas apresenta efeito 

aditivo. 

VII. Mediante caracterização fisico-química entre os polifenois e antifúngicos 

comerciais, interações intermoleculares puderam ser observadas através das 
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técnicas de DSC e FT-IV. O teste do potencial zeta foi conclusivo, 

evidenciando não haver reações iônicas. 

VIII. A fração insolúvel em água (WIF) de U. tomentosa apresentou indícios de 

atividade sobre a parede celular fúngica, conforme avaliação do teste do 

sorbitol. O teste da bomba de efluxo sugere não envolver bombas do tipo 

ABC. Através da análise em microscópio eletrônico observou-se alterações 

morfológicas marcantes nos fungos tratados com WIF, WIF:TRB e 

WIF:FLZ. No teste da composição química do pseudomicélio de C. krusei 

tratados com WIF e WIF:TRB pelo método de FT-IV, alterações nas regiões 

correspondentes a proteínas e polissacarídios puderam ser observadas, 

diferentemente do tratado com TRB sozinha. O tratado com WIF:FLZ não 

apresentou alterações significativas.   
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ANEXOS 

Anexo 1. Dados de análise por UV 

 

Legenda. Dados práticos de UV-vis de padrões de catequina, ácido gálico 

e epicatequina e da fração insolúvel de polifenois de U. tomentosa, com máximos 

de absorção em 210-260 nm e 270-280 nm. 

 

Legenda: UV-VIS absorption spectrum of quercetin, showing absorption 

maxima in 250-260 nm and 370 nm. (fonte: US Pharmacopeia USP32-NF27). 
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Anexo 2. Espectro de 
13

C-RMN em estado sólido da fração insolúvel de 

cascas de U. tomentosa  

 

 

 

 

Legenda. 
13

C NMR solid-state spectra comparison between a) water 

insoluble fraction from Uncaria tomentosa barks and b) Pinus maritimus 

proanthocyanidins. Fonte P. maritimus: (Navarrete et al., 2011) 
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Anexo 3. Gráficos do sinergismo  

Legenda. Porcentagem de dano celular dos isolados medido por MTT no ensaio 

checkerboard frente a WIF e TRB sozinhas e em combinação. O eixo horizontal 

demonstra a concentração de WIF e no eixo de profundidade demonstra a concentração 
de TRB. O eixo vertical representa o dano celular. O código do isolado é mostrado 

acima de cada gráfico. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente 
significativo.  
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Legenda. Porcentagem de dano celular dos isolados medido por MTT no ensaio 

checkerboard frente a WIF e FLZ sozinhas e em combinação. O eixo horizontal 
demonstra a concentração de WIF e no eixo de profundidade demonstra a concentração 

de FLZ. O eixo vertical representa o dano celular. O código do isolado é mostrado 
acima de cada gráfico. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente 
significativo.  
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Anexo 4. Dados de FT-IR da combinação WIF:FLZ na composição do 

pseudomicélio do fungo  

 

Legenda. FT-IR spectra of C. krusei pseudomycelia exposed to (A) 

control without treatment, (B) water insoluble fraction (WIF)  from U. 

tomentosa, (C) fluconazole resistant strain, (D) WIF:FLZ 1:2 
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Anexo 5. Dados de potencial zeta 

Em um tubo de vidro foi adicionado um inóculo de 1 a 5x10
6 

células/mL em 6 mL de salina 10 mM. Este inóculo foi preparado tanto para as 

células com tratamento quanto para o controle (sem tratamento). As células 

resistentes a TRB e FLZ foram tratadas com WIF 15,62 µg/mL, TRB 32 µg/mL, 

FLZ 64 µg/mL e WIF+TRB (7,81 + 32 µg/mL) e WIF+FLZ (7,81 + 16 µg/mL). 

Logo, foram retirados 500 µL do tubo com inóculo e adicionados em outro tubo 

contendo as amostras já em suas concentrações. Para fins comparativos, foram 

também utilizadas cepas sensíveis a TRB e ao FLZ. Na determinação do 

potencial zeta (mV), foi utilizado o equipamento de Zetasizer (Malvern) a 25 ºC 

e as leituras foram realizadas nos tempos 0, 4, 6 e 24h, em triplicata. 

RESISTENTE CK01

0 h

C + TRB WIF Associação

-18,06A -10,13A -21,40A -20,68A

4 h -16,78A -10,67A -21,85A -17,55A

6 h -14,77A -12,33A -20,35A -18,75A

24 h -16,44A -15,29A -19,84A -15,67A

RESISTENTE CK01

0 h

C + FLZ WIF Associação

-18,06A -18,45A -21,00A -22,58A

4 h -16,78A -19,41A -20,12A -19,11A

6 h -14,77A -15,28A -20,91A -18,67A

24 h -16,44A -15,53A -18,98A -23,04A

SENSÍVEL CK02

C + FLZ WIF Associação

0 h -17,45ABCD -16,51ABCD -17,74ABCD -20,36

4 h -15,20ABC -15,10ABC -18,95ABCD -18,85ABCD

6 h -14,96AB -14,65A -20,82D -21,31D

24 h -16,65ABCD -14,54A -19,15ABCD -20,31BCD

SENSÍVEL CK02

C + TRB WIF Associação

0 h -17,45ABCD -12,95A -13,61A -16,50A

4 h -15,20ABC -12,81A -14,76A -15,40A

6 h -14,96AB -11,15A -14,88A -14,96A

24 h -16,65ABCD -16,77A -11,99A -13,62A

 

Legenda. Valores de potencial zeta (mV) em 0, 4, 6 e 24 h para cepas 
resistentes e sensíveis ao FLZ e TRB. Tratamento: TRB=terbinafina; WIF= water 

insoluble fraction; FLZ= fluconazol. *Mesmas letras significam resultados 

estatisticamente semelhantes (p>0,05). 
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Anexo 6. Certificação da amostra de U. tomentosa gentilmente cedida 

pelo Laboratório Induquímica S.A. 
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