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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Produtos bioativos originados de plantas 

Plantas produzem de centenas a milhares de compostos químicos diversos com diferentes atividades biológicas (HAMBURGER & 

HOSTETTMANN, 1991). Em geral, as plantas têm grande habilidade em sintetizar compostos aromáticos, sendo a maioria metabólitos 

secundários que, em muitos casos, atuam no sistema de defesa contra microrganismos, insetos e herbívoros, e também contra o estresse físico, 

originado por raios ultravioleta e calor. Outros compostos químicos conferem odor, pigmentação ou sabor à planta (COWAN, 1999). Os 

metabólitos secundários constituem uma fonte de substâncias bioativas e, o interesse científico nesses vem aumentando devido à busca por novas 

drogas originadas de plantas (KUETE et al., 2006). 

Na história da humanidade, as plantas são uma das fontes valiosas de produtos naturais para a manutenção da saúde humana, sendo 

utilizadas como alternativa para o tratamento de várias doenças (ELOFF, 1998). Estima-se que existam, no planeta, entre 250.000 e 500.000 

espécies de plantas, das quais menos de 10% investigadas fitoquímica e biologicamente (COWAN 1999; CECHINEL & YUNES, 1998). Através 

dos tempos, o homem busca, na natureza, as fontes básicas para alimentação, moradia, vestuário, transporte, prevenção ou tratamento de doenças. 

Assim, umas das formas mais antigas de prática medicinal é a utilização de plantas como medicamentos. Nos dias de hoje, as plants permanecem 

como principal recurso terapêutico para muitas comunidades e grupos étnicos, que, mesmo não compreendendo racionalmente a ação destes 

remédios, conhecem, por experiência, a eficácia das plantas contra doenças (GURIB-FAKIM, 2006). 



 35

Mesmo com a evolução da medicina alopática a partir da segunda metade do século XX, há ainda obstáculos básicos na sua utilização 

pelas populações carentes, desde o acesso aos serviços hospitalares à obtenção de exames e medicamentos, o que, associados à fácil obtenção e 

tradição no uso de plantas medicinais, contribuem para sua utilização pelas populações dos países em desenvolvimento (VEIGA JR et al., 2005).  

No mundo, e especialmente na América do Sul, as plantas medicinais são utilizadas na atenção primária à saúde. No Brasil, muitas 

plantas são empregadas na forma de extratos brutos, infusões ou emplastros. O provável sucesso terapêutico deve-se a informações empíricas e 

subjetivas da medicina folclórica Mesmo com o desenvolvimento de estudos sobre as propriedades das plantas, ainda faltam evidências 

laboratoriais e clínicas sobre eficácia e segurança do uso de seus produtos (YUNES &CECHINEL FILHO, 2001). 

O potencial de cura de infecções através do uso de plantas sempre foi uma idéia bem aceita pelo homem (RÍOS & RECIO, 2005). As 

populações de países como Brasil, Cuba e México apresentam tradição no uso de plantas como antimicrobianos, fato que é favorecido pela 

grande diversidade da flora existente nesses países (MARTÍNEZ et. al., 1996).  

Um importante fator que estimula a pesquisa de novas drogas com atividade antimicrobiana é o surgimento de resistência dos 

microrganismos para as drogas já existentes. Esta resistência está relacionada à plasticidade genética dos microrganismos, promovida pelas 

mutações e pelas aquisições de novos genes, e a expressão de resistência aos antimicrobianos acaba sendo uma conseqüência do uso desses 

agentes no tratamento de infecções que auxiliam na sobrevivência destes em ambientes hostis (HANCOCK, 1997; GHANNOUM & RICE, 

1999). Assim, novos agentes antimicrobianos são necessários, em decorrência da emergência de patógenos multi-resistentes em nosso meio. 

Entretanto, apesar dessa necessidade, o desenvolvimento de novos antimicrobianos está decrescendo, principalmente por ser menos viável 
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economicamente que o investimento em outras classes de drogas, como por exemplo, aquelas destinadas ao tratamento contínuo de doenças mais 

prevalentes na população idosa. Além disso, as terapias antimicrobianas em geral não são prolongadas (SPELLBERG et al., 2004). 

O desenvolvimento de novos antimicrobianos se faz necessário não só para combater patógenos primários multi-resistentes, mas prevenir 

e controlar infecções de pacientes com comprometimento imunológico, seja por transplante de órgãos, uso de quimioterápicos, ou por doenças 

como a AIDS, causadas por patógenos oportunistas com resistência a múltiplos antimicrobianos (SNOECK, 2000). 

1.2 Berberina 

Berberina é um alcalóide de planta com uma longa história de uso na medicina chinesa. Está presente em Hydrastes canadensis, Coptis 

chinesis, Berbeus aquifolium, Berberis vulgaris, e Berberis aristata. O alcalóide berberina pode ser encontrado nas raízes, rizomas e casca das 

plantas. Extratos de berberina e decocção têm demonstrado significante atividade antimicrobiana contra bactérias, incluindo clamídias, vírus, 

fungos, protozoários e helmintos. Atualmente, o predominante uso clínico da berberina inclui tratamento de diarréias bacterianas, infecções 

intestinais parasitárias e infecções oculares como o tracoma (BIRDSALL & KELLY, 1997). 

Berberina tem demonstrado um número de outros efeitos benéficos, incluindo imunoestimulação via fluxo sangüíneo aumentado no baço, 

ativação dos macrófagos, elevação do número de plaquetas em casos de trombocitopenia primária e secundária, e aumento da excreção de 

bilirrubina conjugada na hiperbilirrubinemia experimental (BIRDSALL & KELLY, 1997). Adicionalmente, a berberina pode possuir 

propriedades anti-tumorais como evidenciados pela inibição da transcrição da COX-2 e atividade N-acetiltransferase no cólon e traços celulares 
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cancerígenos na bexiga (LIN et al, 1999; FUKUDA et al, 1999), e transitória, mas marcada, ação inibitória no crescimento de sarcoma em ratos e 

em cultura de células (CREASEY, 1979). 

As ações farmacológicas da berberina incluem inibição metabólica de certos organismos, inibição da formação de enterotoxinas 

bacterianas, inibição de acúmulo de fluídos intestinais e secreção de íons, inibição da contração do músculo liso, redução da inflamação, inibição 

da agregação plaquetária, elevação do número de plaquetas em certos tipos de trombocitopenia, estimulação da bile e secreção de bilirrubina, e 

taquiarritmias ventriculares (BIRDSALL & KELLY, 1997; AKHTER et al, 1979). 

Berberina tem demonstrado fraca atividade contra Candida albicans e Candida glabrata.(NAKAMOTO et al., 1990; PARK et al., 1999; 

VOLLEKOVA et al., 2003) Recentemente, a associação de berberina com anfotericina B foi utilizada para tratar candidíase disseminada em 

camundongos (HAN & LEE, 2005) 

1.3 Antifúngicos 

Em geral, poucos agentes antimicrobianos estão disponíveis para o tratamento das infecções fúngicas, principalmente devido à natureza 

eucariótica das células e conseqüente dificuldade em identificar alvos específicos que não acarretem danos as células do hospedeiro. Assim, o 

manejo das infecções causadas por fungos fica limitado por problemas como segurança, eficácia e resistência microbiana. A emergência das 

infecções fúngicas provocada principalmente pela imudeficiência associada a infecções pelo vírus HIV e à terapia imunossupressora estimulam 

pesquisas em busca de novos agentes antifúngicos, porém esse processo é lento.  
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Em relação ao mecanismo de ação dos antifúngicos, os derivados de polienos complexam-se ao ergosterol formando um poro através da 

membrana, alterando a permeabilidade e causando liberação de conteúdo celular. Entre eles estão a nistatina e a anfotericina B que, por sua vez, 

apresenta pouca habilidade em diferenciar o ergosterol da membrana fúngica do colesterol da membrana da célula do hospedeiro, causando 

toxicidade. Os derivados dos azóis possuem três gerações que compõem a maior classe de antifúngicos em uso. A primeira é representada pelos 

imidazóis (cetoconazol), a segunda pelos triazóis (fluconazol, itraconazol) e a terceira, pelos novos derivados triazólicos (voriconazol, 

posaconazol). Os azóis atuam na via biossintética do ergosterol, que é o maior componente da membrana celular fúngica, e, conseqüentemente, 

alteram a permeabilidade e fluidez da membrana fúngica (ODDS et al., 2003; NAILOR & SOBEL, 2006).  

1.4 Gênero Candida 

Espécies do gênero Candida estão presentes na microbiota humana, podendo ser encontradas no trato gastrintestinal de 20 a 80% dos 

indivíduos adultos saudáveis. Geralmente são comensais, tornando-se patogênicas para hospedeiros susceptíveis. As infecções mais frequentes 

são superficiais, como vaginites, sapinho e esofagite. Entretanto, em pacientes com sério comprometimento imunológico, como aqueles 

infectados pelo vírus HIV, transplantados e sob terapia antineoplásica., podem causar infecções sistêmicas severas.Leveduras do gênero Cândida 

são responsáveis por aproximadamente 80% das infecções fúngicas em ambiente hospitalar. Embora C. albicans seja a espécie mais 

freqüentemente isolada, o número de casos de infecções por outras espécies como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. 

guilliermondii, C. lusitaniae vem aumentando. (ALBERTSON et al., 1996; MORSCHAUSER, 2002; COLOMBO & GUIMARÃES, 2003; 

ONYEWU et al., 2003; NAVARRO-MARTÍNEZ et al., 2006).  
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Um fator que também contribui para a severidade das infecções oportunistas causadas por Cândida sp é o desenvolvimento de resistência 

aos agentes antifúngicos (LUPETTI et al., 2002). Os antifúngicos têm alvos celulares que quando atingidos comprometem o crescimento ou a 

própria sobrevivência dos fungos. Estes, por sua vez, têm a habilidade de superar a ação inibitória dos antifúngicos (WHITE et al.,, 1998). A 

resistência dos microrganismos aos agentes antimicrobianos pode ser primária ou intrínseca quando ocorre previamente à exposição à droga, e 

secundária ou adquirida quando se desenvolve com exposição ao agente antifúngico, e, neste caso, pode ser reversível. C albicans e espécies 

relacionadas podem se tornar resistentes aos antifúngicos através da redução no acúmulo intracelular da droga, devido aos sistemas de efluxo 

ativo, alterações na estrutura ou concentrações alvo, e alterações na composição de esterol de membrana (SANGLARD& ODDS, 2002). 

Infecções por Candida sp representam um desafio para os clínicos. Estudos epidemiológicos demonstram que as infecções causadas por 

esses microrganismos vem aumentando constantemente devido a um manejo mais agressivo da medicina atual. (BECK-SAGUÉ & JARVIS, 

1993),  

 

1.5 Combinações de antimicrobianos para tratamento de infecções fúngicas  

Combinações antimicrobianas são empregadas na tentativa de evitar a emergência de resistência, ou em casos de infecção polimicrobiana, 

ou ainda para diminuir a toxicidade de uma das substâncias sem comprometer a ação antimicrobiana. Interações entre diferentes drogas podem 

gerar os efeitos descritos como aditivo, indiferença, antagonismo e sinergismo (Elliopoulos & Moellering 1996). 



 40

O efeito aditivo ocorre quando o resultado da combinação é igual à soma dos resultados de cada substância separadamente. A indiferença 

ocorre quando o resultado da combinação não difere do resultado obtido com a substância mais efetiva isoladamente. Antagonismo ocorre 

quando o resultado da atividade antimicrobiana da combinação é menor do que a resposta aditiva; e sinergismo: ocorre quando o resultado da 

combinação é maior que a resposta aditiva. Este efeito resulta em maior atividade antimicrobiana do que aquela esperada para cada substância 

individualmente, ou seja, um aumento no efeito terapêutico. 

Para antimicrobianos, a utilização de combinações duplas ou triplas começa com testes in vitro que demonstram interações positivas com 

inibição do crescimento do microrganismo. Os ensaios de combinações de drogas utilizando a técnica de difusão em ágar possibilitam testar um 

grande número de compostos tanto para atividade intrínseca como em combinação com outra substância, utilizando para tanto, ágar com 

concentração determinada de droga (MARCHETTI et al., 2000). Outro método, que é mais comumente utilizado para avaliar a combinação é o 

“checkerboard”, uma extensão do método de microdiluição em caldo onde cada poço contém uma combinação única de concentrações diferentes 

das drogas testadas, no qual se determina a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do crescimento microbiano (ELIOPOULOS, 1996). 

Há trabalhos sobre sinergismo entre fluconazol e agentes como ibuprofeno, salicilato de sódio, propilparabeno, verapramil, progesterona, 

ciclosporina, FK506 e berberina, atuando contra espécies do gênero Candida sp (SCOTT et al., 1995; MARCHETTI et al., 2000; PINA-VAZ et 

al., 2005; QUAN et al., 2006). Agentes como citocinas, peptídeos antimicrobianos e agentes antibacterianos podem representar candidatos em 

potencial para tratamentos em combinação com antifúngicos padrões como anfotericina B e fluconazol (LUPETTI et al., 2003). 
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Alguns mecanismos propostos para o sinergismo antifúngico são: (i) inibição em diferentes etapas da mesma via biossintética; (ii) maior 

penetração de um agente antifúngico devido a ação sobre parede ou membrana do outro agente; (iii) inibição simultânea em diferentes alvos 

fúngicos (JOHNSON et al., 2004). 

 

2. JUSTIFICATIVA 

A combinação na terapia antifúngica ganhou maior importância nas últimas três décadas. Estudos focados neste tipo de terapia são 

baseados em: mecanismos de ação, combinando agentes com alvos de ações complementares; espectro de ação, combinando agentes potentes 

contra diferentes organismos; e estabilidade e características farmacocinéticas e farmacodinâmicas (MUKHERJEE et al., 2005). Os possíveis 

benefícios incluem amplo espectro de eficácia, maior potência que qualquer uma das drogas em monoterapia, maior segurança e tolerabilidade, e 

redução no número de organismos resistentes (LEWIS & KONTOYIANNIS, 2001). 

 

 

 

3. OBJETIVOS 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antifúngica da berberina, e de sua combinação com fluconazol, sobre o 

crescimento, morfologia celular, formação de tubo germinativo e capacidade de aderência ao vidro de amostras de Candida albicans.  
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Excluído: Abstract¶
¶
Berberine with and without 
fluconazole was tested by an agar 
disk diffusion assay in which 
clinical isolates of Candida 
albicans were applied onto yeast 
extract-peptone-dextrose agar 
plate. Berberine which had no 
intrinsic antifungal activity at the 
concentration tested, exerted a 
powerful antifungal activity in 
combination of fluzonazole. 
Combinations of berberine and 
fluconazole were also tested by the 
checkerboard assay to determine 
whether they had favorable or 
unfavorable antifungal 
interactions. The MIC of 
fluconazol was 1.9 µg/ml when the 
drug was tested alone and 
decreased to 0.48 µg/ml in the 
presence of berberine 
concentrations of 1.9 µg/ml. 
However, berberine at 
concentrations of >1.9 µg/ml 
combined with a fluconazole 
supra-MIC (i.e., >1.9 µg/ml) 
eliminated the residual turbidity 
(trailing) in the incubation wells. 
This observation made it possible 
to use a different endpoint, the 
MIC-0. The MICs-0 for yeast were 
graphed in isobolograms and 
yielded highly concave curve, 
characteristic of strong drug 
synergism. Electron micrographs 
were taken to determine if any 
structural changes took place in C. 
albicans after treatment with 
berberine alone and in combination 
with fluconazole Cells exposed to 
berberine in combination with 
fluconazole were already very 
altered. They were collapsed and 
showed deep surface folds. Some 
of them also showed clear 
degradations and appeared 
surrounded by cellular debris. ¶
Key words: berberine, Candida 

... [1]
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Conclusões 

Os resultados obtidos de em nosso estudo demonstram que a combinação de berberina 

com fluconazol produziu um efeito inibitório sinérgico sobre o crescimento de C. albicans, 

além de profundas alterações celulares.  

 

Perspectivas futuras 

Considerando que um importante mecanismo de resistência fúngica ao fluconazol 

ocorre através do sistema de efluxo ativo ou bombas de efluxo, que diminui a concentração do 

agente no interior da célula, pretendemos, futuramente, avaliar a atividade da berberina no 

sistema de bombas de efluxo, na tentativa de elucidar o mecanismo de potencialização do 

efeito inibitório quando combinada com fluconazol.  
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Experimentos adicionais 

1. Avaliação do efeito da berberina e do fluconazol sobre a formação de tubo 

germinativo em C. albicans 

Colônias de C. albicans em ágar Sabouraud foram transferidas para uma solução 

salina 0,9% estéril para se obter turvação idêntica àquela comparada ao tubo 0,5 da escala de 

McFarland (106 UFC/ml). Um volume de100 µl de soro fetal bovino (SFB) foi colocado em 

cada poço da placa de 96 poços. Em seguida, 100 µl de berberina 1000 µg/ml foram 

adicionados ao primeiro poço, a partir do qual, foram realizadas diluições seriadas (500 a 7,8 

µg/ml). Em cada um dos poços, 10 µl da suspensão de leveduras foram adicionados. A placa 

foi incubada a 37°C durante 3 horas, com leve agitação. O mesmo procedimento foi realizado 

com berberina (500 a 7,8 µg/ml) associada ao fluconazol (62,5 µg/ml). Em seguida, as células 

foram observadas em microscópio óptico invertido (Zeiss Axiovert 25) para determinar o 

efeito da berberina sobre a formação do tubo germinativo. Controles negativos foram feitos 

com nistatina (62,5 µg/ml) e fluconazol (62,5 µg/ml). Cultura de C. albicans sem tratamento 

foi utilizada como controle positivo do experimento (Figura 1). 

 

2. Avaliação do efeito da berberina e do fluconazol sobre a aderência de C. albicans em 

lamínula de vidro 

Volumes de 500 µl de suspensões contendo 1x106 UFC/ml de C. albicans tratadas 

com diferentes concentrações de berberina (500 a 7,8µg/ml) e fluconazol foram transferidos 

para uma placa de 24 poços contendo uma lamínula redonda em cada poço. A placa foi 

incubada a 37°C e, após 1hora, as lamínulas foram retiradas, lavadas com PBS pH 7,2 estéril, 

por três vezes e transferidas para outra placa. A avaliação qualitativa foi realizada em 

microscópio óptico invertido (Zeiss Axiovert 25). Suspensões de C. albicans sem tratamento 

fora utilizadas como controle. 
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Figura 1. Ensaio de inibição do tubo germinativo. (A) Leveduras tratadas com 62,5 µg/ml de 

fluconazol. (B) Leveduras tratadas com 125 µg/ml de berberina. (C) Leveduras não tratadas. 

(D) Leveduras tratadas com a associação de berberina (125 µg/ml) e fluconazol (62,5 µg/ml). 

Barra: 25µm. 
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Figura 2. Aderência em lamínula de vidro. (A). Células não tratadas. (B). Células tratadas 

com 250 µg/ml de berberina. (C). Células tratadas com 64µg/ml de fluconazol. (D). Células 

tratadas com 62,5 µg/ml de berberina e 64 µg/ml de fluconazol. .Barra: 25µm. 
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Abstract 
 
Berberine with and without fluconazole was tested by an agar disk diffusion assay in 

which clinical isolates of Candida albicans were applied onto yeast extract-peptone-

dextrose agar plate. Berberine which had no intrinsic antifungal activity at the 

concentration tested, exerted a powerful antifungal activity in combination of 

fluzonazole. Combinations of berberine and fluconazole were also tested by the 

checkerboard assay to determine whether they had favorable or unfavorable antifungal 

interactions. The MIC of fluconazol was 1.9 µg/ml when the drug was tested alone and 

decreased to 0.48 µg/ml in the presence of berberine concentrations of 1.9 µg/ml. 

However, berberine at concentrations of >1.9 µg/ml combined with a fluconazole supra-

MIC (i.e., >1.9 µg/ml) eliminated the residual turbidity (trailing) in the incubation 

wells. This observation made it possible to use a different endpoint, the MIC-0. The 

MICs-0 for yeast were graphed in isobolograms and yielded highly concave curve, 

characteristic of strong drug synergism. Electron micrographs were taken to determine 

if any structural changes took place in C. albicans after treatment with berberine alone 

and in combination with fluconazole Cells exposed to berberine in combination with 

fluconazole were already very altered. They were collapsed and showed deep surface 

folds. Some of them also showed clear degradations and appeared surrounded by 

cellular debris.  

Key words: berberine, Candida albicans, checkerboard, fluconazole, synergism 

 

Introduction 
 
Candida species are now the fourth most common organism recovered from the blood 

of hospitalized patient. Notwithstanding the increasing need for effective therapy, the 

range of antifungal agents available is limited, and some of the most effective agents are 



also toxic. In addition, while the azoles have been used successfully for the treatment of 

Candida infections, numerous reports of treatment failures are now appearing in the 

literature (Ko et al., 2000). 

Since the lack of new classes of drugs or different molecular targets, drug 

combinations might be considered a strategy for therapy, concerning the multiplicity of 

fungal targets against which current agents are effective (Mukherjee et al., 2005).  Drug 

interactions are described as synergistic, indifferent, additive or antagonistic. An 

advantage of using combination is the synergistic effect, which antifungal activity is 

greater than the individual contribution of each agent. Benefits include spectrum of 

efficacy, improved safety and tolerability and reduction of antifungal resistance 

(Eliopoulos & Moellering, 1996; Lewis & Kontoyiannis, 2001).  

Previous reports of synergistic combinations of antifungal compounds have not 

been extensive or encouraging. In a review of combination therapy in systemic mycosis, 

Polak (1990) discussed the combination of amphotericin B with flucytosine as one of 

the better-established synergistic combinations of antifungal agents that has been used 

clinically to treat candidiasis. The combination of an azole with a polyene resulted in 

conflicting outcomes, depending on the species and the strain tested, and specific 

antagonism was observed with Candida albicans (Polak, 1990).  

Berberine, a well-known alkaloid, was found in medicinal herbs such as Coptis 

chinensis and Hydrastis Canadensis. Currently, the predominant clinical uses of 

berberine preparations include the treatment of bacterial diarrhea, intestinal parasite 

infections and ocular trachoma infections (Birdsall, 1997). Berberine was demonstrated 

to have weak activity against C. albicans and C. glabrata (Nakamoto et al., 1990; Park 

et al., 1999; Vollekova et al., 2003). Other pharmacological effects of berberine, such as 

antiarrhythmic, anti-inflammatory, anticancer immunosuppressive, vasorelaxant and 



antiproliferative have also been reported (Marinova et al., 2000; Mitani et al., 2001; Hua 

et al., 2007) 

The main aim of the study described here was to investigate ways of enhancing 

the antifungal activities of the azoles. We have focused on combination of berberine 

with fluconazole, because fluconazole is one of the most popular drugs for treating 

candidiasis, especially in immunocompromised patients. 

 

Materials and Methods 

Antifungals   

Berberine and fluconazole were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.) 

Disk diffusion assay 

C. albicans ATCC 10231 and clinical isolates were tested by disk diffusion test 

(MARCHETTI, 2000). A 106 CFU/ml yeast suspension was applied onto the yeast 

extract-peptone-dextrose (YEPD) agar plate with and without 6 µg/ml of fluconazole 

using cotton swabs. Then, for C. albicans ATCC 10231, paper disks impregnated with 

0, 1, 10, 100 and 500 µg of berberine were placed onto agar plates. For isolates, 

berberine was tested at 0, 10 and 100 µg/disk. Diameters of growth inhibition zones 

were measured after incubation at 37°C for 24h. 

Checkerboard 

Checkerboard tests were performed by broth microdilution reference procedure at a 

final inoculum of 0.5 x 103 to 2.5 x 103 CFU/ml, using RPMI 1640 medium buffered 

with 0.165M MOPS (CLSI, 2002). The final concentrations ranged from 0.06 to 62.5 

µg/ml for fluconazole and 1.9 to 125 µg/ml for berberine. Plates were incubated at 37°C 

for 48h and absorbance was read in a ELISA plate reader at 492 nm. The fractional 

inhibitory concentration (FIC) index is the sum of the MIC of each drug in combination 



divided by the MIC of the drug used alone. An FIC index ≤ 0.5 is considered synergism; 

FIC index > 4 is antagonism and a result > 0.5 but ≤ 4 is indifferent (ODDS, 2003). 

Scanning electron microscopy 

In order to investigate the effect of the berberine and fluconazole alone and in 

combination on morphology of C. albicans, treated and control cells were examined by 

scanning electron microscopy. Treated and untreated cells were fixed with 2.5% 

glutaraldehyde in 0.1M cacodylate buffer, pH 7.2 and small drops of the fixed cells 

were placed on specimen support with poly-L-lysine for 1 hour at room temperature. 

Subsequently, the samples were dehydrated in graded ethanol, critical-point dried in 

CO2, coated with gold and examined in a SHIMADZU SS-550 scanning electron 

microscope. 

Results and discussion 

The alkaloid berberine is a common component of a variety of plant species, 

particularly in the family Berberidaceae. Berberine exhibits relatively weak antibiotic 

properties, apparently because of its efflux by multidrug resistance pumps  

In the present study, combinations of berberine and fluconazole were tested by 

an agar disk diffusion assay in which clinical isolates of Candida albicans were applied 

onto YEPD agar plate..Agar diffusion tests visualized a synergistic interaction. 

Berberine had no antifungal activity in smaller amounts and showed a weak antifungal 

activity at 500 µg (Fig 1A). Fluconazole at 6 µg/ml had no antifungal activity. In 

contrast, berberine showed a powerful fungistatic effect on the agar plate containing 6 

µg/ml fluconazole (Fig. 1B).    

To quantify the antifungal activities obtained with berberine alone and in 

combination with fluconazole, antifungal indices were calculated. An increase of the 

antifungal index reflected a synergistic effect. Table 1 summarizes the in vitro 



susceptibilities of 25 isolates of C. albicans as determined by disk diffusion testing. 

Berberine alone had in this experimental setting a low intrinsic antifungal activity 

(median, 0.04; range, 0 to 0.2), and its combination with fluconazole had a powerful 

antifungal activity with a median index of 1.26 (range, 0 to 2.1).  

Berberine and fluconazole were also tested by the checkerboard assay to 

determine whether they had favorable or unfavorable antifungal interactions. The MIC 

of fluconazol was 1.9 µg/ml when the drug was tested alone and decreased to 0.48 

µg/ml in the presence of berberine concentrations of 1.9 µg/ml. However, berberine at 

concentrations of >1.9 µg/ml combined with a fluconazole supra-MIC (i.e., >1.9 µg/ml) 

eliminated the residual turbidity (trailing) in the incubation wells (Fig. 2A). This 

observation made it possible to use a different endpoint, the MIC-0. The MICs-0 for 

yeast were graphed in isobolograms and yielded highly concave curve, characteristic of 

strong drug synergism (Fig 2B).  

Electron micrographs were taken to determine if any structural changes took 

place in C. albicans after treatment with berberine alone and in combination with 

fluconazole (Fig. 3). The control cells of C. albicans presented a smooth surface and 

sub-spherical or oval shape, with a great capacity for producing blastospores (Fig. 3A). 

After exposure to berberine alone, the general aspect of the cells was not modified; 

although, some of the yeast cells began to cluster (Fig 3B). Cells exposed to fluconazole 

alone were rounder and showed a tendency to agglutinate; lemon-shaped yeasts with 

small buds were still present, but we also observed a great capacity for producing 

pseudohyphae (Fig. 3C). Cells exposed to berberine in combination with fluconazole 

were already very altered. They were collapsed and showed deep surface folds. Some of 

them also showed clear degradations and appeared surrounded by cellular debris (Fig. 

3D). 



The results presented here indicate a strong synergistic interaction between 

berberine and fluconazole in inhibiting the growth of Candida albicans. These drugs 

had no intrinsic antifungal activity at the concentration tested. By checkerboard 

microtiter testing it was observed that supra-MIC concentrations of fluconazole had 

only a weak fungistatic effect, and this finding correlated well with the measured 

residual turbidity, the so-called trailing. However, above a given minimal concentration, 

berberine eliminated completely the trailing effect when combined with supra-MIC of 

fluconazole. The term trailing has been used to describe the reduced but persistent 

growth that some isolates of Candida spp. exhibit over an extended range of drug 

concentrations. For some isolates, however, trailing growth is so significant that the 

MICs for these isolates will appear to be low after 24h but much higher after 48h. These 

MICs are so discordant that they place the isolate into different MIC interpretive 

categories at the two time points. The reduction of trailing observed in the present study 

was explained by a strain-dependent potent fungistatic or fungicidal effect resulting 

from the combination of berberine with fluconazole. Since this effect decreased the 

viable counts by >99,9% compared to those of the growth control, a different endpoint, 

the MIC-0, was chosen. 

The incidence of systemic fungal infections due to organisms that are not 

susceptible to commonly used antifungal agents such as fluconazole continues to 

increase, and the association of this phenomenon with overproduction of multidrug 

transporters of the ABC and Major Facilitator superfamilies is now well established 

(Sanglard et al., 1995; Bossche, 1998). The widely used triazole drug fluconazole usually 

provides treatment of these infections and has few side effects. However, prolonged 

administration of fluconazole in immunocompromised patients can result in the 

appearance of azole-resistant clinical isolates over expressing multi-drug efflux 



transporters including ATP-binding cassette (ABC) transporters or major facilitator 

super family (MFS) transporters (White et al., 1998). Suppressing the activity of these 

fungal ABC transporters with small molecule multi-drug efflux pump inhibitors could 

reduce the drug resistance of these pathogenic fungi and therefore help to increase the 

efficacy of antifungal chemotherapy with triazoles. Berberine is a weak antimicrobial 

produced by a wide variety of plant species. It is an amphipathic cation that resembles 

quaternary ammonium antiseptics in its chemical properties and possibly in its 

mechanism of action as well. The likely targets of berberine are the cytoplasmic 

membrane and DNA, into which it intercalates (Jennings et al., 1983). Amphipathic 

cations are the preferred substrates of most multidrug resistance pumps (Lewis, 2001) 

Several studies have shown that plants of the genus Berberis (Berberis repens, B. 

aquifolium and Berberis fremontii) producing berberine synthesise two substances, the 

flavonolignan 5′-MHC-D and the porphyrin pheophorbide a, which have no 

antibacterial activity but have an inhibiting property against MDR efflux pumps found 

so far in Staphylococcus aureus (allowing berberine to carry out its activity) (Stermitz et 

al., 2000a and b; Stermitz et al, 2001). In the absence of efflux, berberine, a hydrophobic 

cation, accumulates in the cells of microbial pathogens, and the accumulation is driven 

by the membrane potential (Severina et al., 2001).   
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Fig. 1. Disk diffusion halo assays demonstrate enhanced inhibition of C. albicans 

ATCC 10231 when berberine is combined with fluconazole. A 106 CFU/ml yeast 

suspension was applied onto the yeast extract-peptone-dextrose (YEPD) agar plate 

without (A) and with (B) 6 µg/ml of fluconazole using cotton swabs. Paper disks 

impregnated with 0, 1, 10, 100 and 500 µg of berberine were placed onto agar plates. 

Diameters of growth inhibition zones were measured after incubation at 37°C for 24h. 

 
Fig. 2. Assessment of the in vitro interaction between berberine and fluconazole against 

Candida albicans ATCC 10231. (A) Checkerboard microtiter plate assay testing the 

combination of berberine with fluconazole in C. albicans ATCC 10231. The MIC of 

fluconazole was 1.9 µg/ml when the drug was tested alone and decreased to 0.48 µg/ml 

in the presence of berberine concentrations of 1.9 µg/ml. However, berberine at 

concentrations of >1.9 µg/ml combined with an fluconazole supra-MIC (i.e., >1.9 

µg/ml) eliminated the residual turbidity (grey area) in the incubation wells. This 

observation made it possible to use a different endpoint, the MIC-0. (B) Corresponding 

isobologram of in vitro interaction between berberine and fluconazole against Candida 

albicans. The dotted line indicates the theoretical additive activity. 

 

Fig. 3 Scanning electron microscopy photographs of Candida albicans ATCC 10231 

treated with berberine alone and in combination with fluconazole. (a) Control; (b) 

berberine 10 µg/ml; (c) fluconazole 6 µg/ml; and (d) berberine plus fluconazole. Bar = 

10 µm. 
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Table 1. Agar disk testing: antifungal indices of Berberine tested alone and in 

combination with fluconazole against clinical isolates of Candida albicans. 

Candida albicans strains  Antifungal index (mm/µg) 
  Berberine alone Berberine plus FLC 

    
ATCC  0 1,0 
21  0,0 1,3 
52  0,1 2,1 
55  0,1 2,0 
56  0,1 2,5 
62  0,0 1,3 



111  0,2 1,7 
174  0,0 2,0 
197  0,0 0,8 
250  0 2,0 
299  0 0,8 
306  0,2 1,0 
367  0,0 1,3 
372  0 0 
385  0 1,0 
393  0,0 1,2 
396  0,0 1,3 
405  0,1 1,9 
410  0 1,2 
427  0,1 0,7 
443  0,1 0 
454  0 0 
465  0 1,5 
504  0 1,5 
505  0,0 1,5 

    
Median  0,04 1,26 
Range  0-0.2 0-2.1 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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