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RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade in vitro dos óleos essenciais de 

Eucalyptus citriodora Hooker, Eucalyptus globulus Labill, Eugenia caryophyllus 

Sprengel, Melaleuca alternifolia Chell e Thymus vulgaris Linneaus sobre C. albicans. 

Em doses subinibitórias avaliar a formação de tubo germinativo e clamidoconídeo, a 

produção de exoenzimas proteinase e fosfolipase e a produção de franjas. Foram 

utilizadaos 16 isolados e duas cepas padrão de C. albicans. ATCC (60193 e 900028) 

Para a avaliação da atividade antifúngica e obtenção da concentração fungicida 

mínima (CFM) utilizou-se a técnica de microdiluição em caldo, em meio RPMI 1640, 

com Tween-20 a 0,02%. E a confirmação da inibição em Agar Sabouraud dextrose, a 

37°C por 24 hs. Para a avaliação da sensibilidade ao fluconazole e voriconazol foi 

utilizado o teste comercial Etest®. Todos os óleos esseciais apresentaram atividade 

inibitória sobre C. albicans. Para cada óleo essencial foram encontrados os seguintes 

resultados de CFM50 e CFM90: E. citriodora CFM50 de 87,89µg/mL e CFM90 de 

175,78µg/m; E. globulus CFM50 de 703,12µg/mL e CFM90 de 5625µg/mL; E. 

caryophyllus CFM50 de 175,78µg/mL e CFM90 de 703,12µg/mL; M. alternifolia  

CFM50 de 1406,50µg/mL e CFM90 de 2812,50µg/mL;  T. vulgaris CFM50 de 87,89 a 

175,78µg/mL e CFM90 de 351,56µg/mL. A CIM50 para fluconazol foi de 0,125µg/mL 

e CFM90 de 0,5µg/mL e para voriconazol foi  CIM50 de 0,012 e CFM90 de 

0,016µg/mL. Com excessão do óleo essencial de M. alternifolia, os óleos essenciais 

que alteraram a produção do tubo germinativo e clamidoconídios também alteraram a 

produção de franjas.Todos os óleos essenciais alteraram a produção das exoenzimas 

proteinase e fosfolipase de C.albicans. Pelo exposto e nas condições desse estudo 

conclui-se que os óleos essenciais de E. citriodora e T. vulgaris, apresentaram 

atividade fungicida com as menores concentrações inibitórias em relação aos óleos 

essenciais de, E. globulus E. caryophyllus e M. alternifoia sobre C.albicans.  

 

Palavras-chave: Candida albicans, óleos voláteis, teste de sensibilidade 

microbiana



ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the in vitro activity of essential oils of 

Eucalyptus citriodora Hooker, Eucalyptus globulus Labill, Eugenia caryophyllus 

Sprengel, Melaleuca alternifolia Chell and Thymus vulgaris Linneaus on C. albicans. 

In subinibitory, doses evaluate the germ tube and clamidoconídeo formation and the 

production of protease, phospholipase, and exoenzyme production fringes. 16 isolates 

and two standard strains ATCC (60193 and 900028) of C. albicans were utilized. For 

the evaluation of the antifungal activity and obtaining the minimum fungicidal 

concentration (MFC) was used the technique of microdilution in RPMI 1640 with 

Tween-20 0.02%. In addition, the confirmation of inhibition in Sabouraud dextrose agar 

at 37 ° C for 24 hours. For the assessment of sensitivity to fluconazole and 

voriconazole Etest®, the commercial test was used. All esseciais oils showed inhibitory 

activity against C. albicans. For each essential oil the following results were found 

CFM50 and CFM90, CFM50 of E. citriodora 87,89μg/mL and CFM90 175.78 µg/mL; 

E. globulus CFM50 703,12μg/ml and CFM90 5625μg/m; E. caryophyllus CFM50 

175,78μg/ml and CFM90 703,12μg/ml; M. alternifolia CFM50 1406,50μg/ml and  

CFM90 2812,50μg/ml and T. vulgaris CFM50 87,89 µg/ml and CFM90 351,56μg/ml;. 

The MIC50 for fluconazole was 0,125μg/mL and CFM90 of 0.5mg/mL and voriconazole 

MIC50 was 0.012 and the CFM90 0,016μg/mL. With the exception of M. alternifolia 

essential oil, all essential oils have altered the production of germ tube and 

chlamydospore and altered the production fringes. All altered the production of 

proteinase and phospholipase exoenzyme of C. albicans. For these reasons and under 

the conditions of this study it is concluded that the essential oils of E. citriodora and T. 

vulgaris showed fungicidal activity with the lowest inhibitory concentrations from the 

essential oils of E. globulus and E. caryophyllus M. alternifoia on C .albicans 

 

Keywords: Candida albicans, volatile oils, microbial sensitivity test
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1.1 Candida albicans 

O gênero Candida é classificado como fungo imperfeito na divisão 

Deuteroromycotina, classe Blastomycetes, ordem Cryptococcales e família 

Cryptococcaceae. Caracteriza-se por ser unicelular, eucariota, heterotrófica, tendo 

como substância de reserva o glicogênio e reprodução por brotamento unipolar. 

Algumas espécies têm a propriedade de formar estruturas filamentosas como hifas e 

pseudohifas, sendo esta característica um obstáculo à fagocitose, principal 

mecanismo de defesa frente à esta levedura (Kurtzman e Fell, 2011; Lacaz et al., 

2002; Orsonio et al, 2012). 

Na maioria dos pacientes, a infecção por leveduras desse gênero é 

decorrente principalmente do reservatório endógeno, tais como a mucosa bucal, 

vaginal, esofágica e gastrointestinal (Sidrim e Rocha, 2004; Menezes e Monteiro, 

2006; Wingeter et al, 2007). 

Entre as manifestações clínicas mais comuns têm-se infecções superficiais, 

limitadas ao tecido mucoso e/ou cutâneo, com quadros clínicos como as mucosites, 

vaginites esofagites, onicomicoses, etc. Pode ainda disseminar-se pelo sangue e 

sistema linfático, alcançando sítios, como coração, sistema nervoso central, fígado e 

pulmões (Giolo e Svidzinski, 2010; Araújo et al, 2012). 

Apesar de Candida albicans ter sido a principal espécie e a mais isolada, nos 

últimos anos houve um aumento do número de infecções invasivas por espécies não 

albicans, como Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida 

guilliermondii, Candida parapsilosis, entre outras (Gudlaugsson, 2003; Ruiz et al., 

2005; Giolo e Svidzinski, 2010; Pupulin et al, 2014).  

O gênero Candida possui fatores de virulência como, capacidade de 

adesão e a produção de exoenzimas. Outras propriedades dessa levedura no 

processo patogênico é a formação de hifas e pseudohifas, como mecanismo de 

escape a fagocitose (Samaranayake, 1990; Gacser et al, 2007). O progresso da 

infecção está relacionado a uma combinação de fatores como, a virulência da cepa e 

desordens imunológicas do hospedeiro (Furlamento-Maia et al, 2008; Grubb et al., 

2009; Rorig e Colacite, 2009; Pupulin, 2014). 
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 A adesão é um pré-requisito para a transformação da levedura de saprófita a 

patogênica. C. albicans, como muitos microrganismos patogênicos, possuem enzimas 

hidrolíticas que destroem, alteram ou prejudicam a integridade da membrana celular 

do hospedeiro, levando a uma disfunção ou interrupção das atividades, uma vez que 

as membranas contêm lipídeos e proteínas, constituindo-se em alvo do ataque 

enzimático (Pires, 2001; Kumar et al, 2006; Pupulin, 2014).  

            Alguns pesquisadores demonstraram que proteases ácidas produzidas por 

leveduras do gênero Candida podem estar envolvidas no processo de invasão 

tecidual, bem como associadas com a adesão (Grubb, 2009; Rorig et al, 2009). 

A produção de exoenzimas reflete o grau de patogenicidade de C. albicans. A 

exoenzima fosfolipase atua na hidrólise dos fosfolipídios dando origem a 

lisofosfolipídios, que causam dano à célula epitelial. A exoenzima proteinase é capaz 

de degradar vários substratos, tais como queratina, colágeno, albumina, fibronectina, 

hemoglobina e proteínas da matriz extracelular (Ombrella et al., 2008). Foram 

identificados outros componentes da parede celular de C. albicans com atividade 

mediadora da adesão ao endotélio, como proteínas semelhantes a integrina e 

mananas (Hostetter, 1994; Netea et al, 2008). 

A morfotipagem baseia-se nas diferenças de produção, tamanho e textura de 

franjas marginais e da superfície das colônias, obtidas pela semeadura de isolados no 

meio ágar extrato de malte, obtendo um código com 4 dígitos (Phonpaichit et al., 

(1987), modificado por Hunter et al., 1989). Estes autores encontraram um índice de 

reprodutibilidade de 84% para os isolados idênticos e de 96% para o morfotipo que 

diferia em um character. Hunter et al., (1989), sugerem que este sistema possa 

correlacionar um morfotipo distinto com a capacidade de virulência, onde franjas 

descontínuas estão presentes geralmente em isolados de infecções sistêmicas fatais. 

C. albicans é um importante patógeno nosocomial estando associadas à quase 

80% dessas infecções fúngica, sendo importante causa de fungemia (Almirante et al., 

2005; Zeichnner e Pappas, 2006; Araújo et al, 2012). Outras espécies desse gênero 

são Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida 

stellatoidea e Candida tropicalis. (Sidrim e Moreira, 2004; Hinrichsen, 2009; Macedo, 

2009; Rorig et al, 2009; Giolo e Svidzinski, 2010).     Candidemia é a quarta causa 

mais comum de infecção em hospitais terciários e esta ocorrência tem sido associada 

à longa permanência dos pacientes no hospital e a alta mortalidade (Edmond, 1999; 

Barberino, 2006). No Brasil, as principais espécies agentes de candidemia são C. 
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albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis (Colombo et al, 2011). Diferente dos Estados 

Unidos da América (EUA), onde a emergência de espécies não-albicans parece 

associada à pressão seletiva do uso de fluconazol. No Brasil, as espécies não-

albicans mais prevalentes são sensíveis a este fármaco (Rex e Sobel; 2001; Colombo 

et al, 2011). 

 

1.2 Antifúngicos sintéticos  

Uma grande quantidade de fármacos obtida da síntese orgânica tem sido 

utilizada no tratamento de infecções fúngicas. Os antisépticos como tintura de iodo, 

violeta de genciana, ácido salicílico e benzóico, derivados sulfamídicos, quinonas e 

antifúngicos poliênicos como a nistatina e anfotericina têm sido amplamente utilizados 

nesta terapia (Cury et al., 1977; Nassis et al., 1989; Nascimento, 2007). Além dos 

azóis (cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol, feuconazol, 

voriconazol), alilaminas (naftina, terbinafina), hidroxipiridona, morfolina, compostos de 

selenium e anfotericina B lipossômal (Recio et al., 1989; Crissey et al., 1995; 

Nascimento, 2007). Nas últimas décadas, as substâncias antimicrobianas 

representam um dos principais avanços da farmacoterapia (Gazim, 2008; Abrantes, 

2013). 

Apesar das indústrias farmacêuticas terem produzido uma grande 

variedade de diferentes antibióticos, cada vez mais tem sido observado um aumento 

de microrganismos resistentes aos antimicrobianos disponíveis no mercado, 

incentivando a procura por novas fontes de substâncias com esta atividade. Além 

disso, a alta incidência de infecções, principalmente em indivíduos 

imunocomprometidos, aumenta a importância de se encontrar compostos terapêuticos 

alternativos (Prashar, 2003; Gazim, 2008; Pupulin, 2014). 

       As infecções fúngicas são de difícil tratamento e seus agentes etiológicos 

têm mostrado resistência a ação de antifúngicos (Araújo et al., 2004). Diversos 

estudos têm indicado a resistência da C. albicans aos azóis (Dupont, 1996; Hinrichsen, 

2009) além da hepatotoxicidade e nefrotoxicidade ligados à utilização de polienos, 

notadamente a anfotericina B (Kauffman e Carver, 1997; Nascimento, 2007). Para 

evitar estes problemas, a procura por novos produtos eficientes e com baixa toxicidade 
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é necessária (Edwards e Filler, 1992; Graybill, 1992; Nascimento et al., 2007; Grubb 

et al., 2009). 

 

1.3 Antifúngicos naturais 

Para Sallé (1996), a maior parte dos medicamentos sintéticos têm sua origem 

nos componentes ativos das plantas. 

O estudo inicia-se a partir de uma revisão etnofarmacológica, identificando as 

espécies mais utilizadas pela população, as quais apresentam atividade antifúngica; 

assim, vários extratos de plantas, tinturas óleos essenciais e produtos opoterápicos  

tem sido testados sobre leveduras, principalmente do gênero Candida (Araújo et al., 

2004; Carvalho, 2004; Polachini, 2004; Silva, 2004; Oliveira, 2005; Duarte, 2006, Lima 

et al., 2006; Abrahão, 2007; Oliveira, et al., 2007; Silva, 2007 e Costa et al., 2009) 

As plantas possuem composições químicas complexas, envolvendo centenas 

de compostos em pequenas concentrações. Essa complexidade faz com que tenham 

aplicação em diversas doenças, e nem sempre umas estão relacionadas com as 

outras; podendo uma planta servir para mais de uma enfermidade quando aplicada 

como fitoterápico (Polachini, 2004). 

Ferreira (1998), relata ser muito comum que o extrato de uma planta medicinal 

seja uma mistura de substâncias. A separação em substâncias isoladas pode levar a 

perda do efeito farmacológico esperado. 

A literatura há tempo relata a atividade antimicrobiana de extratos naturais, 

extraídos das mais diversas fontes, tais como: própolis, própolis verde, chá verde 

(Camellia sinensis), cacau (Theobroma cacao), tomilho (Thymus vulgaris), mamona 

(Ricinnus communis), bardana (Arctium lappa), óleos essenciais de sálvia (Salvia 

officinalis) e capim-limão (Cymbopogon citratus), entre outros, sobre diferentes 

microrganismos (Leonardo et al., 2001; Pereira et al., 2004; Polachini, 2004; Lu et al., 

2005; Navas et al., 2006; Abrahão, 2007; Oliveira, 2007; Carreto et al, 2007; Silva, 

2007). 

Em relação aos fungos. Weckesser et al. (2007) avaliaram extratos de 

diferentes plantas, incluindo Salvia officinalis, assim, como Pessini et al. (2003) 

avaliaram treze extratos vegetais usados freqüentemente na medicina popular para o 
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tratamento de doenças infecciosas. Entre eles, o de Eugenia uniflora (pitanga) inibiu 

o desenvolvimento de algumas cepas de fungos. Carlini et al. (1986), Minami et al. 

(2004) e Wannissorn et al. (2005) mostraram a atividade antifúngica, dos 

componentes do Cymbopogon citratus (capim-limão).  

Carreto et al (2007) observaram que o extrato hidroalcoólico de Mentha 

piperita (hortelã-pimenta) apresentou atividade fungistática e fungicida para cepas de 

C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Navas et al., (2006) observaram que o chá de 

Thymus vulgaris (10%) foi efetivo em inibir a aderência de C. albicans à superfície da 

resina acrílica. 

Um estudo de Oliveira et al., (2006) mostrou a importância e o potencial de 

extrato de própolis no tratamento da onicomicose, com uma significativa atividade 

fungistática in vitro. Nesse trabalho, observou-se que as espécies C. albicans e C. 

parapsilosis, duas das mais freqüentemente isoladas de onicomicose, foram 

localizadas em uma posição intermediária no espectro de sensibilidade. 

 

1.4 Óleos Essenciais 

A denominação de óleo essencial refere-se a um complexo de substâncias 

naturais, extraídas de diversas partes de plantas por meio de destilação por arraste 

com vapor d’água, e os obtidos por expressão de pericarpos cítricos. São constituídos 

de numerosos compostos voláteis, com tensões de vapor elevadas, odoríferos, 

insolúveis em água, porém, solúveis em álcool e em vários solventes imiscíveis na 

água (Simões, 2005). 

Os óleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de 

substâncias para as indústrias farmacêuticas, alimentícias e de cosméticos. 

Constituídos principalmente por substâncias de baixo peso molecular que são os 

monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanóides, ésteres, alcoóis, aldeídos e 

cetonas, normalmente são utilizados in natura, pois suas propriedades estão 

associadas a vários componentes que formam cada óleo em particular.  

A principal característica é a volatilidade, diferindo dos óleos fixos, misturas 

de substâncias lipídicas, obtidos geralmente de sementes. Está associada a várias 

funções necessárias a sobrevivência do organismo vegetal em um ecossistema, 
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exercendo o papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores, como 

também na atração de insetos e outros agentes polinizadores (Craveiro e Queiroz, 

1993; Vitti e Brito, 2003; Magalhães, 2009).  

As estruturas secretoras têm se mostrado relevante para o conhecimento da 

anatomia vegetal, da natureza química do exsudato e do papel que desempenham no 

corpo do vegetal. De acordo com a família a que pertencem às diversas espécies de 

plantas acumulam essas substâncias voláteis em órgãos vegetais específicos: folha, 

flor, fruto, semente, caule, etc (Gazim et al., 2008). 

A atividade antimicrobiana de óleos essenciais tem sido objeto de diversas 

pesquisas. Estes constituem os elementos voláteis contidos em muitos vegetais e 

relacionados com diversas funções, como a defesa da planta contra microrganismos 

(Siqueira et al., 2000). Relata-se que cerca de 60% dos óleos essenciais possuem 

propriedades antifúngicas (Gazim et al., 2008). 

O efeito antifúngico de óleos essenciais de muitas plantas aromáticas, a 

exemplo do tomilho (Thymus vulgaris) e do orégano (Origanum vulgaris), tem sido 

descrito em vários estudos (Knoblock et al., 1989; Arras e Usai, 2001). Atividade frente 

ao gênero Candida também está bem estabelecida. (Nenoff et al., 1996; Suresh et al., 

1997). Além disso, o óleo essencial de M. piperita exibiu atividade inibitória sobre 

48,75% das 80 cepas de Candida testadas (Carreto et al, 2007). 

Hammer et al. (2000) mostraram que o óleo essencial de Melaleuca 

alternifolia (“tea tree”) foi capaz de inibir a formação de tubos germinativos por C. 

albicans. Esse estudo mostrou que produtos naturais podem ter ação sobre 

importantes fatores de virulência de C. albicans, como a capacidade de adesão à 

resina e produção de tubos germinativos. 

Porter e Wilkins, (1999) relataram que a atividade antifúngica, 

especialmente contra o gênero Candida dos óleos essenciais ricos em isómeros de 

cadineno são reconhecidas em vários trabalhos. Silva et al. (2008) observaram 

inibição do crescimento das hifas e pseudohifas de C. albicans do óleo de 

Cymbopogon citratus sugerindo como um produto potencial para o tratamento da 

candidíase cutânea. 

Chami et al. (2004) estudou o carvacrol, o principal componente fenólico de 

óleos de Thymus vulgaris e de Origanum vulgaris, e eugenol, do óleo de cravo 

(Dianthus caryophyllus), em modelos animais, como resultado, obteve-se uma cura 
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microbiológica significativa, e um espectro de ação melhor na candidíase lingual ao 

comparado com a administração de nistatina. 

Métodos de investigação in vitro com óleos essenciais têm sido 

desenvolvidos para que produzam resultados confiáveis e possam ser reproduzidos e 

validados. Contudo, essa tarefa tem sido dificultada pelas peculiaridades que os óleos 

apresentam, quais sejam: volatilidade, insolubilidade em água e complexidade, 

características que interferem significativamente nos resultados. Por isso, em testes 

de sensibilidade microbiana, deve-se levar em consideração a técnica utilizada, o 

meio de cultura, o(s) microrganismo(s) e o óleo essencial testado (Nascimento et al., 

2007). 

1.4.1 Espécies vegetais dos óleos essenciais estudados 

1.4.1.1 Eucalyptus citriodora Hooker 

Eucalyptus citriodora Hooker, pertencente a Família Myrtaceae, ocorre 

principalmente no norte e no sul de Queensland, na Austrália, em altitudes que variam 

de 50 a 1000 m e de 70 a 400 m de altitude, respectivamente. E. citriodora (Figura 1 

A e B) é uma árvore de porte médio. As árvores originarias do norte possue casca 

rosada e as do sul apresentam manchas em sua casca e a copa espalhada. Crescem 

em vários tipos de solo, em florestas abertas com outras espécies, mas é facilmente 

diferenciada pelo forte cheiro de citronela de suas folhas. No Brasil, E. citriodora foi 

introduzido com outras espécies de eucalipto, com o objetivo inicial de produção da 

madeira. Além das aplicações na indústria de móveis e construção, no país, 

atualmente, o eucalipto é o mais cultivado para produção de óleo essencial. (Vitti e 

Brito, 2003).  

Na composição do óleo do E. citriodora encontra-se citronelal, geraniol, cineol, 

isopulegol, pinenol e sesquiterpenos.Citronelal entra na composição de produtos 

como aromatizantes, sabonetes, cremes dentais, detergentes, balas, perfumes, 

desodorantes, desinfetantes, ceras, saches, inseticidas, etc (Andrade e Gomes, 

2000).  

O citronelal é indicado no tratamento de casos de infecções pulmonares, 

principalmente a tuberculose entre outras doenças respiratórias (Duarte, 2007). 

Também é utilizado como antifúngico, antiinflamatório nas infecções geniturinárias, 
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herpes zoster como antivírus e antialergênico, reumatismos, artrites cervicais, dorsais 

e reumáticas. 

 

 

  

Fonte: http://www.desert-tropicals.com/Plants/Myrtaceae/Eucalyptus_citriodora.html 

            Figura 1 A e B. Eucalyptus citriodora – A: hábito arbóreo; B:detalhe das folhas. 

 

1.4.1.2 Eucalyptus globulus Labill 

Eucalyptus globulus Labill., pertencente a família Myrtaceae, E. globulus 

(Figura 2 A e B) é uma árvore nativa da Austrália, onde após a colonização europeia, 

se espalhou por quase todas as regiões tropicais e subtropicais do globo. Possui 

folhas alternadas, grandes, brancas e vistosas, e seu fruto é do tipo capsular. Foi à 

primeira espécie de eucalipto introduzida no Brasil, visando a produção de madeira 

(Vitti e Brito, 2003). 

O início da extração de óleo ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial, 

devido às dificuldades de importação deste tipo de óleo. Por ser explorado em 

pequena escala, uma vez que esta espécie está mais adaptada a climas frios, o óleo 

produzido no Brasil sofre grande concorrência com o importado da China. O 

rendimento em óleo essencial no Brasil varia de 1,6 a 2%, com teor de cineol de 70 a 

80% (Vitti e Brito, 2003; Rocha e Santos, 2007). 

No Brasil, é popularmente conhecido como: árvore – da - febre, gomeiro - azul, 

A 
B 

http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://m1.ikiwq.com/img/xl/MJ1Duk1aD2CpRV1fEAhvBa.jpg&imgrefurl=http://www.qwiki.com/q/?_escaped_fragment_=/Corymbia_citriodora&usg=__hg8eXJ2qzo5tgF5Woaq7jSqGmXI=&h=428&w=280&sz=35&hl=pt-BR&start=4&zoom=1&tbnid=D1QTLkW82oiCTM:&tbnh=126&tbnw=82&ei=MKMnTsavPOPm0QGFmejhCg&prev=/search?q=Eucalyptus+citriodora&hl=pt-BR&biw=1131&bih=705&gbv=2&tbm=isch&itbs=1
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comeiro – azul, eucalipto, mogno – branco, eucalipto – limão. O eucalipto é uma planta 

com grande importância, tanto do ponto de vista econômico, quanto medicinal (Cunha 

et al., 2003). 

Apesar das folhas de todas espécies de Eucalyptus terem propriedades 

idênticas, as do E. globulus possuem a preferência no uso medicinal. São ricas em 

tanino, onde se extrai do óleo essencial o 1,8 – cineol (ou eucaliptol), destinado a 

fabricação de produtos farmacêuticos, como inalantes e mucolíticos, assim como 

produtos de higiene bucal e para dar sabor e aromatizar medicamentos (Vitti e Brito, 

2003). Altas doses de óleos essenciais podem provocar, em geral, nefrites e 

hematúrias. Somente a espécie de E. globulus pode ser utilizada internamente. 

Podem estar incluídos em formas farmacêuticas tais como: elixires, xaropes e loções 

peitorais, para combater afecções das vias respiratórias (garganta, brônquios, 

pulmões sinusites e rinites alérgicas), afecções gastro-hepática e da bexiga, bem 

como nas nevralgias e reumatismos; como anti-séptico, em lesões dérmicas, úlceras 

e outras enfermidades cutâneas produzidadas por vírus e bactérias; como 

desinfetante (Zoghbi et al., 2001; Akolade et al, 2012). 

Como protetor e fortalecedor da musculatura, ainda é pouco compreendido. O 

óleo de eucalipto é tônico e imunomodulador, ideal para a manipulação de produtos 

relacionados à recuperação muscular e prática esportiva, utilizado em forma de gel, 

xampu, óleo de massagem, óleo para banho, spray ambiente e antifúngico (Zoghbi et 

al., 2001; Rocha e Santos, 2007; Akolade et al, 2012).  

Durante o verão, as árvores de eucalipto podem aparecer envoltas por uma 

névoa azul, provocada pelo óleo essencial que evapora de suas folhas, liberando 

moléculas com propriedade anti-sépticas, as quais podem ajudar a proteger contra as 

pragas. A expressão “as florestas azuis da Austrália” originam-se deste fenômeno 

(Price, 1999). 
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Fonte: http://www.homeopathyandmore.com 
 

            Figura 2 A e B. Eucalyptus globulus - A: hábito arbóreo; B: detalhe das folhas. 

 

1.4.1.3 Eugenia caryophyllus Sprengel 

 

Eugenia caryophyllus Sprengel., pertence a Família Myrtaceae, originária da 

Índia e cultivada em lugares de clima quente e úmido. A árvore de E. caryophyllus 

(Figura 3 A, B e C) pode atingir de 15 a 20 metros de altura e produz botões aromáticos 

conhecidos na culinária como cravo-da-índia. No Brasil, é cultivada desde São Paulo 

até a Bahia (Rodrigues, 2001). Os botões florais são secos a sombra e submetidos à 

extração do óleo essencial, ou usado apenas como especiaria na culinária (Mendes 

et al, 2012). 

O rendimento em óleo, na destilação por arraste a vapor, é em torno de 16 a 

18%. O óleo essencial de cravo-da-índia localiza-se, em maior quantidade, nos botões 

florais e nas folhas (6,6%), sendo rico em eugenol (85%). O eugenol é um dos 

constituintes do óleo essencial de E. caryophyllus, utilizado como analgésico, 

germicida, antisséptico e anestésico local, de uso tópico em odontologia (Rodrigues, 

2001; Amiri et al, 2008). 

O óleo essencial de E. caryophyllus pode apresentar outros compostos como 

cariofileno, humuleno, acetato de eugenila, óxido de cariofileno, aldeídos e derivados 

de furfural. Também utilizado como analgésico, germicida, antisséptico e anestésico 

A B 

http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://aromatherapylifestyle.com/wp-content/uploads/2011/02/eucalyptus_globulus_02.jpg&imgrefurl=http://www.aromatherapylifestyle.com/2011/02/eucalyptus-globulus-essential-oil/&usg=__-7JKj8kbIb2qlG_jTq2JSWfE7Os=&h=192&w=150&sz=16&hl=pt-BR&start=11&zoom=1&tbnid=82Imnydz7QoehM:&tbnh=103&tbnw=80&ei=SaYnTsnaKqG10AGTt6zKCg&prev=/search?q=eucalyptus+globulus&hl=pt-BR&biw=1131&bih=705&gbv=2&tbm=isch&itbs=1
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tópico em odontologia, também é utilizado na síntese de outras substâncias como a 

vanilina (Sousa et al., 1991; Mendes et al, 2012). 

 

    

Fonte: http://www.terra-flor.com/produto/cravo e http://natural.enternauta.com.br/plantas-

medicinais/cravo-da-india-propriedades-medicinais/ 

Figura 3 A, B e C. Eugenia caryophyllus – A: botões florais; B: botões florais em processo de 

secagem natural; C: botões florais secos (cravo-da-índia). 

1.4.1.4 Melaleuca alternifolia Chell 

Melaleuca alternifolia Chell., (Figura 4 A e B), pertence a Família Myrtaceae, 

conhecida como Tea Tree ou árvore de chá. Originárias da Austrália, podem atingir 

sete metros de altura; têm uma casca fina e folhas longas e pontiagudas que, quando 

partidas, emitem um aroma forte. Obtido das folhas, o óleo varia de incolor ao 

amarelado, cotendo um aroma que lembra eucalipto. Pode conter quantidades 

variadas de terpenos (pineno, terpineno e cimeno), terpinenol (terpinen-4-ol), 

sesquiterpenos e cineol, os quais são os constituintes mais importantes relacionados 

à atividade antimicrobiana (Noumi et al, 2010; Hammer et al, 2012). O cineol é um 

conhecido irritante e o terpinenol é apontado como o maior contribuinte da atividade 

antimicrobiana dentre os componentes. O óleo de boa qualidade contém quantidades 

iguais ou superiores a 2 e 5% de cineol e entre 40 a 47% de terpinenol. (Simões et al., 

1999; Carson et al., 2006; Hammer et al, 2012).  

A partir da destilação das suas folhas, ramos e caule é possível extrair um óleo 

conhecido mundialmente pelas suas características benéficas. Devido às suas 

qualidades curativas, o óleo de Melaleuca - “Tea tree oil” - foi usado pelas tribos 

aborígenes da Oceania durante anos. As folhas desta planta eram esmagadas 

juntamente com lama, sendo a pasta assim obtida e aplicada no tratamento de cortes 

A B 
C 

http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://portaltravi.ru/uploads/Evgeniya4.JPG&imgrefurl=http://portaltravi.ru/rast_06/80-evgeniya.html&usg=__j7sMfwowzQgjTDbUdqPmhZPetPE=&h=274&w=400&sz=23&hl=pt-BR&start=15&zoom=1&tbnid=wTg0kxrDT2ehDM:&tbnh=85&tbnw=124&ei=WaonTrjxEuPl0QHOrs30Cg&prev=/search?q=Eugenia+caryophyllus&hl=pt-BR&biw=1131&bih=705&gbv=2&tbm=isch&chk=sbg&itbs=1
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e infecções da pele (Silva et al., 2002; Simões et al., 1999; Hammer et al., 2004). 

O óleo de Melaleuca é um potente agente antisséptico, antifúngico e 

parasiticida natural, não tóxico e não irritante para os tecidos, muito testado clínica e 

laboratorialmente. O óleo de Melaleuca é reconhecidamente eficaz em inibir o 

crescimento de diversos tipos de microrganismos, tais como: Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus 

Níger, Streptococcus pyogenes, dentre outros, mesmo na presença de sangue ou de 

material fecal (Oliveira et al., 2003; Hammer et al., 2004; Noumi et al, 2010; Hammer 

et al, 2012). 

As propriedades antibacteriana, antifúngica e antiviral do óleo vêm da 

combinação de muitos compostos diferentes trabalhando juntos. Geralmente, a ação 

do óleo essencial é o resultado do efeito combinado de ambos os compostos ativos e 

inativos. Os compostos inativos podem influenciar a velocidade das reações e 

biodisponibilidade dos compostos ativos. (Noumi et al, 2010; Emira et al, 2013; 

Hammer et al, 2012). 

 

 

                        

Fonte: http://www.herbgarden.co.za/mountainherb 

                  Figura 4 A e B. Melaleuca alternifolia - A: hábito arbóreo; B: folhas e floração. 

 

 

 

 

A B 

http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.salviaparadise.cz/bmz_cache/0/0016358b222476186358e04621ca407c.image.142x200.jpg&imgrefurl=http://www.salviaparadise.cz/tea-tree-intim-gel-115ml-p-405.html&usg=__kiG7XVViIuFK31oK1__-XnC1qu8=&h=200&w=142&sz=15&hl=pt-BR&start=20&zoom=1&tbnid=tHSODw0A-4vN8M:&tbnh=104&tbnw=74&ei=NasnTsy9NYfV0QHs9K3ZCg&prev=/search?q=Melaleuca+alternifolia&tbnh=120&tbnw=120&hl=pt-BR&gbv=2&biw=1131&bih=705&tbs=simg:CAESEgnOSZ5yySvgRyHEReASkLvNXw&tbm=isch&itbs=1
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1.4.1.5 Thymus vulgaris Linneaus 

Thymus vulgaris Linneaus., pertencente à Família Lamiaceae é uma pequena 

planta arbustiva comum de sabor e odor expressivos. Conhecido popularmente como 

tomilho, tomilho-de-inverno, erva-urso, timo, arçã, segurelha, tomilho-ordinário, 

tomilho-vulgar, poejo e tomilho-de-jardim, o T. vulgaris é principalmente utilizado como 

chá e tempero. Possui folhas pequenas, lineares ou lanceoladas, com flores róseas 

ou esbranquiçadas (Hudaib et al, 2002). Segundo Castro et al (2003), o tomilho produz 

óleo essencial com atividade inseticida, rico em carvacrol (0,07%) e timol (13 a 58%) 

(Figura 5 A, B e C). 

Suas propriedades medicinais são: adstringente, antisséptico, diurético, 

expectorante, imunoestimulante, efeito antibacteriano, antifúngico e anti-helmintico 

para o timol e efeito bactericida para o carvacrol (Carreto et al., 2007; De Lira et al, 

2012; Ahmad et al, 2014). 

Os principais componentes do óleo essencial de tomilho são: borneol, 

carvacrol, linalol, cimol, timol, taninos, flavonóides saponinas e ácidos terpênicos.    O 

óleo essencial e extratos de folhas frescas e as flores podem ser utilizadas como 

aditivos aromáticos em alimentos, produtos farmacêuticos e cosméticos. T. vulgaris é 

antiespasmódico, carminativo, expectorante e sedativo. Na forma de extrato ou infuso, 

é utilizado para inflamações de laringe e brônquios, incluindo bronquite aguda, 

laringite, coqueluche, assim como também para gastrite crônica (Klaric et al., 2006; 

Behnia et al., 2008; Jakiemiu, 2008; Silva et al., 2010; Ahmad et al, 2014). 

 

   

Fonte: http://gardening.wikia.com/wiki/Thymus_vulgaris 

                            Figura 5 A e B. Thymus vulgaris – A: floração; B: folhas e floração. 

 

A B 

http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.bioforceusa.com/images/plants_new/Thymus_vulgaris.jpg&imgrefurl=http://www.bioforceusa.com/pflant-encyclopaedia/thymus_vulgaris.php&usg=__ByB6CDYz7MmwIAaeRFMtONBIctI=&h=142&w=188&sz=15&hl=pt-BR&start=7&zoom=1&tbnid=JN455ayD5q9WFM:&tbnh=77&tbnw=102&ei=eqwnTsexFOfx0gGnq9TFCg&prev=/search?q=Thymus+vulgaris&hl=pt-BR&gbv=2&biw=1131&bih=705&tbm=isch&itbs=1
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral 

Avaliar in vitro a atividade antifúngica dos óleos essenciais de Eucalyptus 

citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus, Melaleuca alternifolia e Thymus 

vulgaris sobre Candida albicans. 

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar in vitro a atividade antifúngica dos óleos essenciais de 

Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus, 

Melaleuca alternifolia e Thymus vulgaris sobre C.albicans; 

 

 Determinar as concentrações fungicidas mínimas dos óleos essenciais 

de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus, 

Melaleuca alternifolia e Thymus vulgaris sobre C.albicans; 

 

 Avaliar e comparar a formação de tubo germinativo e clamidoconídios, 

bem como a produção de franjas, em cepas e isolados de C. albicans 

antes e após contato com os diferentes óleos essenciais; 

 

 Determinar e comparar a produção das exoenzimas proteinase e 

fosfolipase em cepas e isolados de C. albicans, antes e após contato 

com os diferentes óleos essenciais; 

 

 Avaliar in vitro a sensibilidade dos isolados de C. albicans frente aos 

antifúngicos fluconazol e voriconazol. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Candida albicans 

Foram utilizados duas cepas-padrão ATCC (ATCC 60193 e ATCC 90028) e 

16 isolados biológicos de origem humana (ICB 14,18, 660, 668, 686,726, 874, 938, 

947, 949, 954, 973, 982, 993, 1009 e 1026), mantidos na Faculdade de Odontologia   

Disciplina de Estomatologia da Universidade de São Paulo (FO-USP).  

Todos os isolados foram mantidos em ágar Sabouraud Dextrose (Difco – 

USA). Embora previamente identificadas como C. albicans estas foram reidentificadas 

utilizando-se as provas para pesquisa de tubo germinativo (teste de Reynolds – 

Braude), cultivo em lâmina, testes para assimilação de fontes de carbono e nitrogênio 

e teste de fermentação de açucares, descritos segundo a técnica de Kreger van Rij 

(1984), Kurtzmann & Fell (2011) e conforme o protocolo utilizado para a identificação 

de leveduras (Anexo 2). 

3.1.1 Pesquisa de tubo germinativo (Teste de Reynolds- Braude, 
1956) 

Leveduras com 24 horas de crescimento em ágar Sabouraud dextrose (Difco) 

- acrescido de 200µg/mL cloranfenicol foram semeadas em tubos de ensaio contendo 

1mL de soro fetal bovino (Gibco) e incubadas a 37ºC por até 3 horas. A pesquisa da 

formação de tubo germinativo foi observada a cada hora por até 3 horas no 

microscópio de luz. 

3.1.2 Pesquisa de clamidoconídios (Microcultivo em lamina – 
Kreger- Van Rij, 1984)  

O meio composto por 17,0g de Ágar “Corn-meal (Difco)” acrescido de 2,8g 

Tween 80 (BBL) e 1000mL de água destilada (Lacaz, 2002), foi esterilizado em 

autoclave a 120°C por 15 minutos. No momento do uso, volume de 3mL foi distribuído 

em lâminas de microscopia. As leveduras cultivadas anteriormente em ágar 

Sabouraud-dextrose (Difco) por 24 horas foram semeadas em estrias nesta lâmina, e 

recobertas com lamínula estéril. Essa preparação foi colocada em câmara úmida por 

até cinco dias, mantida a 25°C, para observação da produção de filamentação e de 
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clamidoconídeos, sendo as leituras realizadas diariamente. 

3.1.3 Produção de exoenzimas 

3.1.3.1 Proteinase (Rüchel et al., 1982) 

A produção de proteinase foi avaliada antes e após contato com os óleos 

essenciais utilizando a técnica descrita por Ruchel et al., (1982) composto por: Meio 

base - com 18,0g de ágar (Difco) e 900,0mL água destilada. Este meio foi autoclavado 

a 120°C por 15 minutos. Meio de albumina: 11,7g de yeast carbon base (Difco), 2,0g 

de albumina bovina fração V (Sigma) 2,5mL de protovit (manipulado por Farmácia 

Bueno Ayres, SP-Brasil) e 100,0mL de água destilada. Este meio foi esterilizado por 

filtração em membranas Milipore de 0,22μm. O meio básico esterilizado foi resfriado 

a 50°C, adicionando-se o meio de albumina e em seguida a mistura foi distribuída em 

placas de Petri em volume de 20mL. Após a solidificação da mistura, foram semeados 

quatro isolados de leveduras por placa. As placas foram incubadas a 37°C por quatro 

dias.  

A atividade enzimática da proteinase foi observada pela formação de um halo 

de precipitação ao redor da colônia (PZ). PZ é igual á razão entre o diâmetro da colônia 

(dc) e o diâmetro da colônia (dc) + diâmetro de degradação (zd) PZ = dc/dc + zd. Os 

resultados foram classificados de acordo com Price et al., 1982:  

Índice 1 - Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática   

Índice 2 - 0,64 ≤ Pz < 1,0 = Atividade enzimática positiva  

Índice 3 - Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva 

3.1.3.2 Fosfolipase (Price et al, 1982) 

A produção de fosfolipase foi avaliada antes e após contato com o os óleos 

essenciais utilizando a técnica descrita por Price et al., (1982). Meio de emulsão de 

ovo: 80,0g de gema de ovo e 80,0mL de solução fisiológica. Os ovos foram deixados 

em álcool a 70% durante uma hora para serem desinfetados. Em seguida as gemas 

foram separadas e colocadas em um recipiente estéril contendo pérolas de vidros, 

pesadas e adicionadas à solução salina 0,9%, agitando-se em vortex. Meio ágar 
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fosfolipase: 10,00g de peptona (Difco); 20,00g de glicose (Synth); 53,30g de cloreto 

de sódio (Reagen); 0,55g de cloreto de cálcio (Reagen); 20,00g de ágar (Difco) e 

1000,00mL de água destilada. O meio foi autoclavado a 120°C por 15 minutos. Ao 

ágar resfriado a 50°C foi adicionada uma emulsão de ovo. Volume de 20mL foi 

distribuído em placas de Petri. Após a solidificação da mistura, foram semeados quatro 

isolados de leveduras por placa Estas placas foram incubadas a 37°C por quatro dias.  

A atividade enzimática da fosfolipase foi observada pela formação de um halo 

de precipitação ao redor da colônia (PZ). PZ é igual à razão entre o diâmetro da colônia 

(dc) e o diâmetro da colônia (dc) + diâmetro de precipitação (zp) PZ = dc/dc + zp. Os 

resultados foram classificados de acordo com Price et al., 1982:  

Índice 1 - Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática   

Índice 2 - 0,64 ≤ Pz < 1,0 = Atividade enzimática positiva  

Índice 3 - Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva 

3.1.4 Tipagem fenotípica 

A tipagem fenotípica foi avaliada antes e após contato com os os óleos 

essenciais utilizando a técnica descrita por Phongpaichit et al., (1987) e Hunter et al., 

(1989): O meio de cultura é o ágar extrato de malte assim constituído - 60,0g de extrato 

de malte, (Merck), 20,0g de ágar (Dífico) e 1000.0mL de água destilada. O meio foi 

esterilizado a 120ºC por 20 minutos e distribuído em placas de Petri (20mL em cada 

placa). As suspensões de leveduras cultivadas por 48 hs em ágar Sabouraud dextrose 

(Difco) foram preparadas em solução fisiológica 0,85%, com turvação correspondente 

a escala 3 de McFarland. Com o auxílio de swabs estéreis, as suspensões de 

leveduras foram semeadas em número de três a quatro por placa e incubadas a 25oC 

por 10 dias.  

Os resultados foram avaliados segundo os aspectos macromorfológicos da 

franja e superfície das colônias de tal modo que resulte em um biotipo composto por 

quatro dígitos, de acordo com o modelo de tipificação de Hunter et al., (1989).  1º 

Franja – distribuição: Ausente (0); Descontínua (>20% da margem) (1); Descontínua 

(21 a 50% da margem) (2); Descontínua (51 a 90% da margem) (3); Contínua, 

somente na periferia ou fios conspícuos em leques (5); Contínuas com filamentos 

paralelos (7). 2º Franja- comprimento: Ausente (0); Igual ou menor do que 2mm (2), 

De 3 a 5 mm (3); Igual ou maior do que 6 mm (5). 3º Franja – Textura: Ausente (0); 
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Muito grosseira (1); Intermediária (3); Fina (4). 4º Superfície – Topografia: Lisa (0); 

Nodular (1); Escavada (2); Crateriforme (4); Crateriforme com dobras e pregas (5); 

Dobras ou pregas (6); Pelos (8). 

Após contato com o óleo essencial a pesquisa de tubo germinativo, 

clamidoconídeo, produção das exoenzimas e tipagem fenotípica foram realizadas nas 

concentrações sub-inibitórias das cepas padrão de C. albicans e de cada isolado 

testado. Como controle, isolados sem o contato com o óleo essencial foram avaliados 

simultaneamente.  

3.2 Óleos essenciais 

Nesta pesquisa, foram avaliados os óleos essenciais comercias de Eucalyptus 

citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus, Melaleuca alternifolia, e 

Thymus vulgaris, cedidos pela empresa World’s Natural Fragrancies®. Todos os óleos 

essenciais foram mantidos em frasco âmbar à temperatura ambiente.  

As análises cromatográficas foram realizadas pelo Prof. Dr. Massuo Jorge Kato 

do Instituto de Química da Universidade de São Paulo (Anexos 3, 4, 5, 6 e 7) 

3.2.1 Eucalyptus citriodora Hooker. 

O óleo essencial de Eucalyptus citriodora foi extraído da folhagem, por 

destilação a vapor d’água, com rendimento de 1,5g de óleo por kg da planta. Seu 

aspecto é de líquido límpido, com coloração amarelo a amarelo-esverdeado. 

Farmacologicamente é composto por aldeídos (55-70%), alcoóis monoterpenos (20-

25%), ésteres (< 5%), sesquiterpenos (< 5%), alcoóis sesquiterpênicos (3%), 

monoterpenos (< 3%) e óxidos (< 1%). A cromatografia do óleo essencial de E. 

citriodora indica, como seus principais compostos químicos, o citronelal (93,99%) e β-

citronelol (2,29%). (Anexo 3). 

3.2.2 Eucalyptus globulus Labill. 

O óleo essencial de Eucalyptus globulus foi extraído da folhagem nova, por 

destilação a vapor d’água, com rendimento de 8 a 20g de óleo por kg da planta. Seu 

aspecto é transparente e incolor. Farmacologicamente é formado por cetonas (<01%), 
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aldeídos (<01%), alcoóis monoterpênicos (0,3%), ésteres (03%), sesquiterpenos 

(01%), alcoóis sesquiterpênicos (01-03%), álcoois monoterpênicos (03%), 

monoterpenos (15-20%) e óxidos (60-75%). A cromatografia do óleo essencial de E. 

globulus indica como seus principais compostos químicos o eucaliptol (80,50%) e 

limoneno (14,03%). (Anexo 4) 

3.2.3 Eugenia caryophyllus Sprengel. 

O óleo essencial de Eugenia caryopjyllus foi extraído de folhas e botões, por 

destilação a vapor d’água, com rendimento de 15g de óleo por kg da planta. Seu 

aspecto é de cor de caramelo claro ao escuro. Farmacologicamente é formado por 

ácidos (traços), éteres (01%), ésteres (08%), sesquiterpenos (10%) e fenóis (75 – 

85%). A cromatografia do óleo essencial de E. caryophyllus indica como seus 

principais compostos químicos o eugenol (84,10%) e β-citronelol (12,67%). (Anexo 5) 

3.2.4 Melaleuca alternifolia Cheel. 

O óleo essencial de Melaleuca alternifolia foi extraído da folhagem, por 

destilação a vapor d’água, com rendimento de 20g de óleo por kg da planta. Seu 

aspecto é de coloração claro transparente, com ínfimo verde. Farmacologicamente é 

formado por sesquiterpenos (5-10%), óxidos (05-15%), álcoois sesquiterpênicos 

(<01%), álcoois monoterpênicos (25-40%), monoterpenos (30-40%) e fenóis 

(<01%%). A cromatografia do óleo essencial de M. alternifolia indica como seus 

principais compostos químicos o 4- terpineol (77,15%) e ɣ-terpineol (7,24%). (Anexo 

6). 

3.2.5 Thymus vulgaris Lin. 

O óleo essencial de Thymus vulgaris foi extraído das partes aéreas e flores, por 

destilação a vapor d’água, com rendimento de 4g de óleo por kg da planta. Seu 

aspecto é de óleo fino e transparente. Farmacologicamente é composto por cetonas 

(<01%), éteres (<2%), sesquiterpenos (<02%), óxidos (02%), álcoois sesquiterpênicos 

(07%), monoterpenos (17-45%) e fenóis (40-55%). A cromatografia do óleo essencial 

de T. vulgaris indica como seus principais compostos químicos o cimeno (14,43%) e 
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timol (62,13%). (Anexo 7). 

3.3 Pesquisa da atividade de óleos essenciais sobre C. albicans  

3.3.1 Preparações da suspensão de leveduras 

Os isolados e as cepas padrão de C. albicans foram cultivados em ágar 

Sabouraud Dextrose (Difco – USA) e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. A 

suspensão dos isolados e das cepas padrão de C. albicans foram preparados a partir 

de uma cultura de 24 horas, com turbidez equivalente à escala 0,5 de Mc Farland, 

concentração equivalente a 1-5 x 106 UFC/mL – (Unidade Formadora de Colônia) 

(Pfaller et al., 1988). A um mL desta suspensão em PBS pH 7.2 acrescentou-se 9 mL 

do meio de cultivo RPMI-1640 (Gibco BRL,Grand Island,NY,USA) ajustando-se a 

suspensão final para 0,5-2,5 x 105 UFC /mL. Como tensoativo utilizou-se Tween 20 

(monolaurato de polioxietilenosorbitan), da empresa Sigma-Aldrich®, na concentração 

0.02% (Nascimento et al (2007).  

3.3.2 Avaliação in vitro da atividade antifúngica dos óleos essenciais sobre  

isolados de C. albicans (Eloff, 1998, modificado por Polachini, 2004) 

 

Os ensaios, foram realizados em microplacas, de fundo chato, com 96 poços 

e capacidade de 300μl. Em cada poço foi colocado uma solução de 100μL de meio 

RPMI- 1640 (Gibco BRL,Grand Island,NY,USA) acrescido do tensoativo, até o 120 

poço. No primeiro poço foi colocado 100μL do óleo essencial a ser testado a partir de 

90.000μg/mL (100%). A partir do segundo poço, 100μl do mesmo produto foi 

homogeneizado e diluído em série, na “base 2” até 12º poço. Na sequência foram 

distribuídos em cada poço 100μL da suspensão da levedura de cada amostra. As 

placas foram seladas com “Parafilm M ®” e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. 

3.3.2 Controles 

Em uma placa de microdiluição, foi utilizado: um controle negativo, para 
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verificar a esterilidade do meio RPMI -1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), um 

controle negativo do tensoativo um controle negativo para o óleo essencial e um 

controle positivo para cada levedura (meio + inoculo). Esta placa também foi selada 

com Parafilm “M”® e incubada em estufa a 37°C por 24 horas.  

3.3.3 Determinação da Concentração Fungicida Mínima  

3.3.3.1 Avaliação da atividade fungistática e fungicida 

dos óleos essenciais 

A concentração fungicida mínima CFM é considerada como a menor 

concentração da substância capaz de levar a morte o fungo (Cury,1997), após 24 

horas. 

A avaliação das atividades fungistática ou fungicida dos óleos essenciais foi 

realizada em placas de Petri com ágar Sabouraud Dextrose (Difco), semeando-se 5μl 

de todas as diluições da microplata. As placas de Petri com os inoculos foram 

incubadas em estufa a 37°C por 24horas. 

Os resultados de concentrações fungicidas mínimas (CFM) obtidos foram 

analisados segundo variação dos valores de CFM: para cada óleo essencial:  

• CFM-50 representa a concentração fungicida mínima da substância capaz 

de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas.  

•CFM-90 representa a concentração fungicida mínima da substância capaz 

de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas. 

3.4 Ensaio da atividade antifúngica do fluconazol e voriconazol 

          3.4.1 Método E-Test® 
 – Kit Comercial (AB-Biodisk, Solna, Suécia)  

Este método foi utilizado na pesquisa de sensibilidade aos antifúngicos: 

fluconazol e voriconazol. 

 

                   3.4.1.1 Meio de Cultivo    

              O meio RPMI – ágar (20,8g de RPMI-ágar-1640 (Gibco) acrescido de 2% de 
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 glicose e 1000,0 mL de água deionizada) foi ajustado para pH 7,0 com MOPS, Após 

esterilização por filtração, o meio foi distribuído em tubos, em volume de 25 mL e 

mantidos a 4ºC até o momento do uso. 

3.4.1.1 Fitas E-Test®  

As fitas foram adquiridas da PROBAC. A faixa de Concentração inibitória 

mínima (CIM) foi de 0.002 a 32 µg/mL para voriconazol e de 0.016 a 256 µg/mL para 

fluconazol. As tiras de E-Test® foram armazenadas em freezer a -20ºC até serem 

utilizadas. 

3.4.1.2 Preparo do Inóculo 

As leveduras foram cultivadas em ágar Sabouraud dextrose (Difco) por 24 

horas a 35ºC. A suspensão foi preparada em 1 mL de solução de NaCl 0.85% e a 

densidade celular com turbidez equivalente à escala 05 de Mc Farland. 

3.4.1.3 Determinação da concentração inibitória mínima  

Os frascos contendo 25 mL de ágar dextrose foram fundidos, resfriados a 

50ºC e adicionados de 25 mL do meio de ágar RPMI-1640. A mistura homogeneizada 

contendo 50 mL foi vertida em placa de Petri esterilizada (15 mm × 15 mm). Após 

solidificação do meio as placas foram estocadas a 4ºC. Antes da inoculação, as placas 

de ágar RPMI-1640 e as fitas de E-Test® foram mantidas por 30 minutos, a 

temperatura ambiente. Um volume de 0,6 mL referente a cada inóculo foi distribuído 

homogeneamente com o auxílio de swab sobre a superfície do ágar e as placas 

deixadas à temperatura ambiente por 15 minutos para completa absorção da 

suspensão pelo ágar. Decorrido este tempo, as fitas de E-Test® foram 

cuidadosamente colocadas sobre a superfície do ágar. As placas foram mantidas a 

35ºC durante 24horas.  
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3.4.1.4 Determinação e interpretação do teste 

Após incubação, realizaram-se leituras em 24h e 48h; o valor de CIM foi obtido 

no ponto de intersecção entre o halo e a fita. Interpretações sobre sensibilidade ou 

resistência foram realizadas de acordo com os valores discriminados no protocolo 

preconizado pela CLSI (documento M27-A2 e M27S2), 2013 dispostos na tabela a 

seguir: 

Tabela 1. Critérios de interpretação de CIM para fluconazol e voriconazol (documento M27-A2 e M27S2 

(CLSI 2013) 

* Para Voriconazol foram classificados CIMs ≤1µg/mL como (S) e acima de  4µg/mL (R) de acordo com o 

suplemento M27-S2 da CLSI (CLSI, 2013).  
 
 

3.5 Controles de qualidade e biossegurança  

Durante a realização do projeto até a fase dos testes foram seguidas e 

respeitadas todas as normas de Biossegurança. Todas as preparações e análises 

foram realizadas pelos mesmos técnicos utilizando-se os equipamentos de proteção 

individual (EPIs) como luvas, avental, máscara, óculos e equipamentos de proteção 

coletiva como cabine de segurança biológica, bico de Bunsen e capela de exaustão. 

(CDC, 1999). 

3.6 Considerações éticas 

Este trabalho seguiu as recomendações da resolução 466/12, submetido a 

análise e aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz. 

Antifúngico / sensibilidade Critérios de interpretção de CIM (μg/mL) 

Susceptível 

(S) 

Intermediário ou 

Sensibilidade dose 

indepentente (SDD) 

Resistente 

(R) 

Fluconazol (0,016-256 μg) 8 16-32 ≥ 64 

Voriconazol (0,002-32 μg) 1 2 4 
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4 RESULTADOS 
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4.1 Candida albicans 

Os 16 isolados de leveduras foram reidentificados como Candida albicans, 

100% (16/16) apresentaram tubo germinativo e clamidoconídeos (Figura 6 A e B). 

 

 

                                              

                       A                                                                    B 

Figura 6 A e B.   A: Tubo germinativo - Cepa-padrão de C. albicans  ATCC 90024 - Microscopia de luz-  

                                 aumento 400X.   

                            B: Clamidoconídeo, Blastoconídeos e pseudohifas/hifas - isolado 19 de C. albicans   

                                 Microscopia de luz – aumento 400X 

 

 

 
 

4.1.1 Fatores de virulência 

4.1.1.1 Atividade enzimática e Morfotipos 

                Na tabela 2 observa-se a produção de proteinase e fosfolipase e os 

morfotipos de cepas padrão de C.albicans ATCC 60138 e ATCC 90028. 

            Oito dos 16 isolados de C. albicans (50,0%) foram fortemente produto- 

        res de proteinase e nove isolados (56,25%) foram fortemente produtores       de  

        fosfolipase (Tabela 3). Quatro isolados (25%) foram fortemente proditores       e  

        ambas as exoenzimas. 
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Tabela 2. Atividade enzimática (Pz): produção de exoenzimas proteinase e fosfolipase e  

                 morfotipos de cepas padrão de Candida albicans. 

 

Cepas padrão 
de C. albicans  

   
Morfotipos** 

Proteinase* PZ Índice  Fosfolipase PZ   Índice  

ATCC 60138 1 1 0,39 3 5346 

ATCC 90028 1 1 1 1 5346 

                           
                           
                          * Atividade enzimática: Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática  - (Indice:1) 
                                               0,64 ≤ Pz < 1,0 = Atividade enzimática  positiva - (Indice: 2) 
                                                                 Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3) 
                           ** Código dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Phongpaichi, 1987- 
                                modificado por Hunter  et al.,1989  

 
 

 

Tabela 3. Atividade enzimática (Pz): produção de exoenzimas proteinase e fosfolipase e  

                 morfotipos de isolados de Candida albicans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                    
                                  
                                       *Atividade enzimática: Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática - (Indice:1) 

                                                         0,64 ≤ Pz < 1,0 = Atividade enzimática positiva - (Indice: 2) 
                                                                           Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva - (Indice: 3) 
                                  ** Código dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Phongpaichi, 1987-  
                                                                           modificado por Hunter  et al.,1989  
 

 

                                  
                                    
                                    
                                
 
 

Isolados de  
C. albicans 

   
Morfotipos** Proteinase PZ * Índice Fosfolipase PZ Índice 

14 1 1 1 1 7336 

19 0,39 3 1 1 5346 

660 0,40 3 1 1 5346 

668 0,42 3 0,48 3 7336 

686 1 1 0,54 3 5346 

762 1 1 1 1 5346 

874 1 1 1 1 5336 

938 0.36 3 0,42 3 5305 

947 1 1 0,39 3 5336 

949 0,32 3 1 1 7336 

954 0.36 3 1 1 5336 

973 1 1 0,37 3 5346 

982 1 1 0.45 3 5346 

993 1 1 0,33 3 5336 

1009 0,28 3 0,37 3 5336 

1026 0,40 3 0,37 3 5331 
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As tabelas 2 e 3 apresentam os morfotipos das cepas padrão e dos isolados de C. 

albicans. Três isolados apresentaram franjas contínuas com filamentos em paralelo 

(código 7) e comprimento entre 3 e 5 mm (Tabela 3 e Figura 7). 

 
 

  

 

Figura 7 Isolado 949 de C. albicans morfotipo 7336   

Código conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter et al,1989. 
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4.2 Atividade do óleo essencial de Eucalyptus citriodora Hooker sobre C. 

albicans  

A cepa ATCC 90024 e os isolados 660, 668, 686, 762, 947, 973, 982, 993, 

1009 e 1026 (11/18) de C. albicans foram sensíveis ao óleo essencial de E. citriodora 

até a concentração de 87,89 µg/mL (0,09%). (Tabela 4).  

Os valores de CFM50 e CFM90 para o óleo essencial de E. citriodora, nos 

diferentes isolados e cepas padrão foram 87,89 µg/mL (0,09%) e 175,78 µg/mL 

(0,19%) respectivamente (Tabela 6). 

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconídeo após contato com o óleo 

essencial de E. citriodora (dose subinibitória) foi realizada apenas nos isolados 

sensíveis a concentrações acima que 87,89 µg/mL. Seis isolados e uma cepa padrão 

foram sensíveis a essa concentração (Tabela 4). O isolado número 19 foi o único que 

apresentou tubo germinativo e clamidoconídeo sob a influência deste óleo essencial 

(Tabela 4). Morfologicamente, ocorreram alterações quanto ao tamanho e forma das 

células nesses isolados, em relação ao controle. (Figuras 8 A e B). 

A produção de proteinase e fosfolipase também foi realizada apenas nos 

isolados sensíveis a concentrações acima de 87,89 µg/mL A produção de proteinase 

foi inibinada em 4 (19, 938, 949 e 954) isolados produtores e a produção de fosfolipase 

foi inibida frente a este óleo essencial em todos os isolados sensíveis a concentrações 

acima de 87,89 µg/mL, Na cepa padrão ATCC 60193 a produção dessa enzima foi 

reduzida de PZ 0,39 para PZ 0,47 (Tabela 5). 

A pesquisa da produção de franjas também foi realizada apenas nos isolados 

sensíveis a concentrações acima de 87,89 µg/mL. Nos isolados números 19 e 874, 

após contato com o óleo essencial de E. citriodora nas concentrações sub inibitórias, 

as franjas passaram de contínua, somente na periferia ou fios conspícuos em leques 

(5); para contínuas com filamentos paralelos (7). Quanto ao comprimento da franja, 

não ocorreu alteração. No isolado número 938 ocorreu alteração na colônia (Figuras 

9 A e B) 
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Tabela 4. Concentração Fungicida Mínima, formação de tubo germinativo e clamidoconídeo, 

nos isolados biológicos e nas cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao 

óleo essencial de E. citriodora Hooker na dose subinibitória. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas de                          

                                           microdiluição e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                          e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

                crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

                fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em porcentagem 

                               ***NR Não realizado nos isolados sensíveis a concentração de 87,89 µg/mL.   

 

 

 

 

 

 

 

Eucalyptus  
citriodora 

         CFM* 
 Tubo 
 Germinativo 
 

Tubo 
Germinativo 

Clamidoconídeo Clamidocoídeo 

 Cepas Padrão/ 
Isolados 
 

 

µg/mL 

%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

ATCC90028 
87,89 0,09 Presente NR*** Presente NR 

14 
703,12 0,78 Presente Ausente Presente Ausente 

19 
175,78 0,19 Presente Presente Presente Presente 

660 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

668 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

686 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

762 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

874 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

938 
351,56 0,39 Presente Ausente Presente Ausente 

947 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

949 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

954 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

973 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

982 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

993 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

1009 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

1026 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 
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A                                                                   B 

Figura 8 A e B. A - isolado 14 de C. albicans após exposição ao óleo essencial de E. citriodora 

(concentração subinibitória - 351,56 µg/mL) com alteração das características micromorfologicas - aumento 400X. 

         .              B - isolado 938 de C. albicans após exposição ao óleo essencial de E. citriodora 

(concentração subinibitória – 175,78 µg/mL) com alteração das características micromorfologicas - aumento 400X 

 

 

                  

                  A                                                      B 

Figura 9 A e B. A - isolado 938 -  morfotipo 7305 antes do contato com óleo essencial de E.  citriodora 

. 
   B - Isolado 938 - morfotipo 7335 após contato com óleo essencial de E.  citriodora. 
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Tabela 5. Atividade enzimática (produção de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e 

morfotipos dos isolados biológicos e das cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans 

expostos ao óleo essencial de E. citriodora Hooker na dose subinibitória. 

 

 
Eucalyptus  

citriodora 

          CFM* 
Proteinase**** 

PZ 
Proteinase 

PZ 
 Fosfolipase 

PZ 
Fosfolipase  

PZ 
Morfotipos*****    Morfotipos 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
  

µg/mL 
%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
175,78 0,19            1          1         0,39 0,47 5346 5346 

ATCC90028 
87,89 0,09            1         NR***            1 NR 5346 NR 

14 
703,12 0,78 1 1 1 1 7336 7346 

19 
175,78 0,19 0,39 1 1 1 5346 7346 

660 
87,89 0,09 0,40 NR 1 NR 5346 NR 

668 
87,89 0,09 0,42 NR 0,48 NR 7336 NR 

686 
87,89 0,09 1 NR 0,54 NR 5346 NR 

762 
87,89 0,09 1 NR 1 NR 5346 NR 

874 
175,78 0,19 1 1 1 1 5336 7335 

938 
351,56 0,39 0.36 1 0,42 1 7305 7335 

947 
87,89 0,09 1 NR 0,39 NR 5336 NR 

949 
175,78 0,19 0,32 1 1 1 7336 7336 

954 
175,78 0,19 0.36 1 1 1 7336 7346 

973 
87,89 0,09 1 NR 0,37 NR 5346 NR 

982 
87,89 0,09 1 NR 0.45 NR 5346 NR 

993 
87,89 0,09 1 NR 0,33 NR 5336 NR 

1009 
87,89 0,09 0,28 NR 0,37 NR 5336 NR 

1026 
87,89 0,09 0,40 NR 0,37 NR 5331 NR 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas  

                                     microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                      e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

           crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

            fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

                               *** NR Não realizado nos isolados sensíveis a concentração de 87,89 µg/mL  

                               ****Atividade enzimática   Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática - ínice 1 

                                                                       0,64 ≤ Pz < 1,0= Atividade enzimática positiva – índice 2  

                                                                               Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva – índice 3  

 *****Código dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter  et al.,1989 
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Tabela 6. Valores de Concentração Fungicida Mínima CFM 50 e CFM 90 do óleo essencial de 

E. citriodora Hooker sobre cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                       Condições do estudo:  Pesquisa da Concentração fungicida mínima (CFM) em placas de ágar 

                                                                   Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em µg/mL e v/v                                                             

                                        CFM: concentração fungicida mínima 

                                        *CFM 50   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados. 

                                        **CFM 90   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados 

                                         v/v: volume por volume em  porcentagem 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Óleo essencial de 
Eucalyptus  citriodora 

Concentração Fungicida Mínima 
                            (CFM) 

  
CFM 50* 

      µg/mL - % (v/v) 
       CFM 90** 
   µg/ml - % (v/v) 

 
      Candida albicans 

  
  

        87,89 – 0,09     175,78 – 0,19 
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4.3 Atividade do óleo essencial de Eucalyptus globulus Labill sobre C. albicans  

Os isolados 762, 954, 982 (03/18) (16,67%) de C. albicans foram sensíveis ao 

óleo essencial de E. globulus até a concentração de 87,89 µg/mL (0,09%). (Tabela 7).  

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o óleo essencial de E. globulos nos 

diferentes isolados e cepas padrão foram 703,12 μg/mL (0,78%) e 5625 µg/mL 

(6,25%) respectivamente (Tabela 9). 

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconídeo após contato com o óleo 

essencial de E. globulus (dose subinibitória) foi realizada apenas nos isolados 

sensíveis a concentrações acima de 87,89µg/mL. Os isolados 14, 686, 938, 949, 1009 

apresentaram tubo germinativo e clamidoconídeo sob a influência desse óleo 

essencial (Tabela 7). Morfologicamente, ocorreram alterações quanto ao tamanho e 

forma das células nesses isolados em relação ao controle. (Figuras 10 A e B). 

A produção de proteinase e fosfolipase também foi realizada apenas nos 

isolados sensíveis a concentrações acima de 87,59 µg/mL A produção de proteinase 

foi inibinada em sete (19, 660, 686, 938, 949, 1009 e 1026) isolados produtores e três 

isolados não produtores passaram a produzir esta enzima (14, 947 e 993). A produção 

de fosfolipase foi inibida frente a este óleo essencial em seis isolados produtores (668, 

686, 938, 973, 1009 e 1026); uma cepa padrão ATCC 60193 e um isolado não 

produtor (14) passou a produzir esta enzima (Tabela 8). 

A pesquisa da produção de franjas também foi realizada apenas nos isolados 

sensíveis a concentrações acima de 87,89µg/mL. Nos isolados 668 e 949 após 

contato com o óleo essencial de E. glóbulos, nas concentrações sub inibitórias, as 

franjas passaram de contínuas com filamentos paralelos (7) para contínua, somente 

na periferia ou fios conspícuos em leques (5). Quanto ao comprimento da franja, não 

ocorreu alteração. No isolado número 938 ocorreu alteração da colônia (Figuras 11 A 

e B). 
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Tabela 7. Concentração Fungicida Mínima, formação de tubo germinativo e clamidoconídeo, 

nos isolados biológicos e nas cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao 

óleo essencial de E. globulos Labill na dose subinibitória. 

 

 

 Eucalyptus  

globulos 

         CFM* 
 Tubo 
 Germinativo 
 

Tubo 
Germinativo 

Clamidoconídeo Clamidocoídeo 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
 

 

µg/mL 

%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

ATCC90028 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

14 
5625,00 6,25 Presente Presente Presente Presente 

19 
2812,50 3,12 Presente Ausente Presente Ausente 

660 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Presente 

668 
22500,00 25 Presente Ausente Presente Ausente 

686 
175,78 0,19 Presente Presente Presente Presente 

762 
87,89 0,09 Presente NR*** Presente NR 

874 
351,56 0,39 Presente Ausente Presente Presente 

938 
5625,00 6,25 Presente Presente Presente Presente 

947 
703,12 0,78 Presente Ausente Presente Ausente 

949 
5625,00 6,25 Presente Presente Presente Presente 

954 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

973 
703,12 0,78 Presente Ausente Presente Ausente 

982 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

993 
1406,25 1,56 Presente Ausente Presente Ausente 

1009 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

1026 
2812,50 3,12 Presente Ausente Presente Presente 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas de                          

                                           microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                          e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

                crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

                fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

                               *** NR Não realizado nos isolados sensíveis a concentração de 87,89 µg/mL  
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                           A                                          B 

Figuras 10 A e B. A - isolado 14 de C. albicans após exposição ao óleo essencial de E. globulos 

(concentração subinibitória - 2812,50µg/mL) com alteração das características micromorfologicas - aumento 400X.  

          B isolado 874 de C. albicans após exposição ao óleo essencial de E. globulos 

(concentração subinibitória – 175,78 µg/mL) com alteração das características micromorfologicas da célula - 

aumento 400X 

 

                                  

A                                                             B 

Figura 11 A e B. A - Isolado 938 - morfotipo 5305 antes do contato com óleo essencial de E. globulus.  

      B - Isolado 938 - morfotipo 5344 após contato com óleo essencial de E. globulus. 
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Tabela 8. Atividade enzimática (produção de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e 

morfotipos dos isolados biológicos e das cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans 

expostos ao óleo essencial de E. globulos Labill na dose subinibitória. 

 

 

 Eucalyptus  

globulos 

          CFM* 
Proteinase**** 

PZ 
Proteinase 

PZ 
 Fosfolipase 

PZ 
Fosfolipase  

PZ 
Morfotipos*****    Morfotipos 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
  

µg/mL 
%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
175,78 0,19            1          1         0,39 1 5346 5346 

ATCC90028 
175,78 0,19            1          1            1 1 5346 5346 

14 
5625,00 6,25 1 0,46 1 0,41 7336 7336 

19 
2812,50 3,12 0,39 1 1 1 5346 5346 

660 
175,78 0,19 0,40 1 1          1 5346 5346 

668 
22500,00 25 0,42 1 0,48 1 7336 5346 

686 
175,78 0,19 1 1 0,54 1 5346 5346 

762 
87,89 0,09 1 NR*** 1 NR 5346 NR 

874 
351,56 0,35 1 1 1 1 5336 5344 

938 
5625,00 6,25 0.36 1 0,42 1 5305 5344 

947 
703,12 0,78 1 0,35 0,39         0,41 5336 5346 

949 
5625,00 6,25 0,32 1 1 1 7336 5346 

954 
87,89 0,09 0.36 NR 1         NR 7336 NR 

973 
703,12 0,78 1        1 0,37 1 5346 5346 

982 
87,89 0,09 1 NR 0.45 NR 5346 NR 

993 
1406,25 1,56 1 0,43 0,33 0,33 5336 5346 

1009 
1406,25 1,56 0,28 1 0,37 1 5336 5346 

1026 
2812,50 3,12 0,40 1 0,37 1 5331 5346 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas  

                                     microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                      e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

           crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

            fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

                               *** NR Não realizado nos isolados sensíveis a concentração de 87,89 µg/mL  

                               ****Atividade enzimática   Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática - ínice 1 

                                                                       0,64 ≤ Pz < 1,0= Atividade enzimática  positiva – índice 2  

                                                                               Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva – índice 3  

 *****Código dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter  et al.,1989 
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Tabela 9. Valores de CFM 50 e CFM 90 do óleo essencial de E. globulos Labill sobre cepas 

padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                       Condições do estudo:  Pesquisa da Concentração fungicida mínima (CFM) em placas de ágar 

                                                                   Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em  µg/mL                                                              

                                        CFM: concentração fungicida mínima 

                                        *CFM 50   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados. 

                                        **CFM 90   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 90%  dos  Isolados 

                                         v/v: volume por volume em  porcentagem 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
      Óleo essencial de 

   Eucalyptus   globulos  

 

     Concentração Fungicida Mínima 
 

                           (CFM) 

  
CFM 50* 

   µg/mL - % (v/v) 
CFM 90** 

µg/ml - % (v/v) 

  
Candida albicans 

      703,12– 0,78            5625 – 6,25 
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4.4 Atividade do óleo essencial de Eugenia caryophyllus Sprengel sobre C. 

albicans 

Os isolados 660, 993 e 1026 e as cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90024 

de C. albicans foram sensíveis ao óleo essencial de Eugenia caryophyllus até a 

concentração de 87,89 µg/mL (0,09%). (Tabela 10).  

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o óleo essencial de Eugenia 

caryophyllus, nos diferentes isolados e cepas padrão foram de 175,8 μg/mL (0,19%) 

e 703,1 µg/mL (0,78%), respectivamente (Tabela 12). 

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconídeo, após contato com o óleo 

essencial de Eugenia caryophyllus (dose subinibitória) foi realizada apenas nos 

isolados sensíveis a concentrações acima de 87,89µg/mL. Cinco isolados foram   

sensiveis a essa concentração. Os isolados 14, 762, 874, 938, 947,949 e 982 

apresentaram tubo germinativo e clamidoconídeo sob a influência desse óleo 

essencial (Tabela 10). 

A pesquisa da produção de proteinase e fosfolipase também foi realizada 

apenas nos isolados sensíveis a concentrações acima de 87,89µg/mL. A produção de 

proteinase foi inibida em todos os isolados produtores e um isolado não produtor 

passou a produzir esta enzima (11). A produção de fosfolipase foi inibida frente a este 

óleo essencial em todos os isolados; dois isolados não produtores (14 e 954) 

passaram a produzir esta enzima (Tabela 11). 

A pesquisa da produção de franjas também foi realizada apenas nos isolados 

sensíveis a concentrações acima de 87,89µg/mL. Nos isolados 668, 949 e 954, após 

contato com o óleo essencial de Eugenia caryophyllus nas concentrações sub 

inibitórias, as franjas passaram de contínuas com filamentos paralelos (7) para 

contínua, somente na periferia ou fios conspícuos em leques (5). Não ocorreu 

alteração no comprimento da franja. No isolado número 762 ocorreu alteração da 

colônia (Figuras 12 A e B). 
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Tabela 10. Concentração Fungicida Mínima, formação de tubo germinativo e clamidoconídeo 

dos isolados biológicos e das cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao 

óleo essencial de Eugenia caryophyllus Sprengel na dose subinibitória. 

 

 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas de                          

                                           microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                          e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

                crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

                fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

                               *** NR Não realizado nos isolados sensíveis a concentração de 87,89 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

Eugenia 
caryophyllus 

         CFM* 
 Tubo 
 Germinativo 
 

Tubo 
Germinativo 

Clamidoconídeo Clamidocoídeo 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
 

 

µg/mL 

%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
87,89 0,09 Presente NR*** Presente NR 

ATCC90028 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

14 
175,78 0,19 Presente Presente Presente Presente 

19 
175,78 3,12 Presente Ausente Presente Ausente 

660 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

668 
2812,50 3,12 Presente Ausente Presente Presente 

686 
351,56 0,39 Presente Ausente Presente Presente 

762 
351,56 0,39 Presente Presente Presente Presente 

874 
351,56 0,39 Presente Presente Presente Presente 

938 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

947 
703,12 0,78 Presente Presente Presente Presente 

949 
703,12 0,78 Presente Presente Presente Presente 

954 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

973 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

982 
351,56 0,39 Presente Presente Presente Presente 

993 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

1009 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Presente 

1026 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 
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Tabela 11. Atividade enzimática (produção de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e 

morfotipos dos isolados biológicos e das cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans 

expostos ao óleo essencial de Eugenia caryophyllus Sprengel na dose subinibitória. 

 

Eugenia 
caryophyllus  

          CFM* 
Proteinase**** 

PZ 
Proteinase 

PZ 
 Fosfolipase 

PZ 
Fosfolipase  

PZ 
Morfotipos*****    Morfotipos 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
 

µg/mL 
%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
87,89 0,09            1 NR***         0,39 NR 5346 NR 

ATCC90028 
87,89 0,09            1 NR            1 NR 5346 NR 

14 
175,78 0,19 1 0,43 1 0,43 7336 7336 

19 
175,78 3,12 0,39 1 1 1 5346 5346 

660 
87,89 0,09 0,40 NR 1 NR 5346 NR 

668 
2812,50 3,12 0,42 1 0,48 1 7336 5346 

686 
351,56 0,39 1 1 0,54 1 5346 5346 

762 
351,56 0,39 1 1 1 1 5346 5335 

874 
351,56 0,39 1 1 1 1 5336 5346 

938 
1406,25 1,56 0.36 1 0,42 1 5305 5335 

947 
703,12 0,78 1 1 0,39 1 5336 5346 

949 
703,12 0,78 0,32 1 1 1 7336 5346 

954 
175,78 0,19 0.36 1 1 0,48 7336 5346 

973 
175,78 0,19 1 1 0,37 1 5346 5346 

982 
351,56 0,39 1 1 0.45 1 5346 5346 

993 
87,89 0,09 1 NR 0,33 NR 5336 NR 

1009 
175,78 0,19 0,28 1 0,37 1 5336 5336 

1026 
87,89 0,09 0,40 NR 0,37 NR 5331 NR 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas  

                                     microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                      e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

           crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

            fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

                               *** NR Não realizado nos isolados sensíveis a concentração de 87,89 µg/mL  

                               ****Atividade enzimática   Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática - ínice 1 

                                                                       0,64 ≤ Pz < 1,0= Atividade enzimática  positiva – índice 2  

                                                                               Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva – índice 3  

 *****Código dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter  et al.,1989 
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              A                                                             B 
 

Figura 12 A e B. A - Isolado 762 - morfotipo 5346 antes do contato com óleo essencial de Eugenia 

                                 caryophyllus. 

                                              B - Isolado 762 - morfotipo 5335 após  contato com óleo essencial de Eugenia  

                                               caryophyllus 

 

 

Tabela 12. Valores de CFM 50 e CFM 90 do óleo essencial de Eugenia caryophyllus Sprengel 

sobre cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                       Condições do estudo:  Pesquisa da Concentração fungicida mínima (CFM) em placas de ágar 

                                                                   Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em  µg/mL                                                              

                                        CFM: concentração fungicida mínima 

                                        *CFM 50   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados. 

                                        **CFM 90   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 90%  dos  Isolados 

                                         v/v: volume por volume em  porcentagem 

 

 

Óleo essencial de  
Eugenia caryophyllus 

Concentração Fungicida Mínima 
 
                              (CFM) 

  
CFM 50* 

µg/mL - % (v/v) 
CFM 90** 

µg/ml - % (v/v) 

Candida albicans 
           175,8 – 0,19            703,1 – 0,78 
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4.5 Atividade do óleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel sobre C. 

albicans  

Os isolados e as cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90024 de C. albicans 

foram sensíveis ao óleo essencial de Melaleuca aternifolia até a concentração de 

703,12 µg/mL (0,78%). (Tabela 13).  

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o óleo essencial de Melaleuca 

aternifolia, nos diferentes isolados e cepas padrão foram 1406,50 μg/mL (1,56%) e 

2812,50 µg/mL (3,12%), respectivamente (Tabela 15). 

A formação de tubo germinativo e clamidoconídeo nos isolados e cepas 

padrão foram mantidas após contato com o óleo essencial de Melaleuca aternifolia na 

dose subinibitória. A inibição da formação do tubo germinativo ocorreu apenas nos 

isolados 660 e 1026. (Tabela 13).  

A produção de proteinase foi inibida nos isolados 938, 949,1009 e 1026. Os 

isolados 686, 762, 874, 947, 973 e 982 não produtores passaram a produzir esta 

enzima. A produção de fosfolipase foi inibida frente a este óleo essencial nos isolados 

938, 973, 1009 e na cepa padrão 60193. Sete isolados não produtores (14,19,660, 

762, 874, 949 e 954) passaram a produzir esta enzima (Tabela 14). 

A produção de franjas nos isolados números 668, 949 e 954, após contato com 

o óleo essencial de Melaleuca aternifolia nas concentrações sub inibitórias passaram 

de contínuas com filamentos paralelos (7) para contínua, somente na periferia ou fios 

conspícuos em leques (5). E nos isolados 762 e 947 as franjas passaram de contínua, 

somente na periferia ou fios conspícuos em leques (5) para contínuas com filamentos 

paralelos (7) Não ocorreu alteração no comprimento da franja. No isolado número 762 

ocorreu alteração na colônia (Figuras 13 A e B). 
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Tabela 13. Concentração Fungicida Mínima, formação de tubo germinativo e clamidoconídeo 

nos isolados biológicos e nas cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao 

óleo essencial de Melaleuca aternifolia Cheel na dose subinibitória. 

 

Melaleuca              
aternifolia 

         CFM* 
 Tubo 
 Germinativo 
 

Tubo 
Germinativo 

Clamidoconídeo Clamidocoídeo 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
 

 

µg/mL 

%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
1406,25 1,56 Presente Ausente Presente Presente 

ATCC90028 
703,12 0,78 Presente Presente Presente Presente 

14 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

19 
703,12 0,78 Presente Presente Presente Presente 

660 
1406,25 1,56 Presente Ausente Presente Presente 

668 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

686 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

762 
2812,50 3,12 Presente Presente Presente Presente 

874 
2812,50 3,12 Presente Presente Presente Presente 

938 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

947 
703,12 0,78 Presente Presente Presente Presente 

949 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

954 
703,12 0,78 Presente Presente Presente Presente 

973 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

982 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

993 
1406,25 1,56 Presente Presente Presente Presente 

1009 
2812,50 3,12 Presente Presente Presente Presente 

1026 
2812,50 3,12 Presente Ausente Presente Presente 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas de                          

                                           microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                          e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

                crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

                fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 61 

Tabela 14. Atividade enzimática (produção de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e 

morfotipos dos isolados biológicos e das cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans 

expostos ao óleo essencial de Melaleuca aternifolia Cheel na dose subinibitória. 

 

Melaleuca              
aternifolia  

          CFM* 
Proteinase*** 

PZ 
Proteinase 

PZ 
 Fosfolipase 

PZ 
Fosfolipase  

PZ 
Morfotipos*****    Morfotipos 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
 

µg/mL 
%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
1406,25 1,56            1 1         0,39 1 5346 5346 

ATCC90028 
703,12 0,78            1 1            1 1 5346 5346 

14 
1406,25 1,56 1 1 1 0,47 7336 7336 

19 
703,12 0,78 0,39 0,33 1 0,39 5346 5346 

660 
1406,25 1,56 0,40 0,42 1 0,42 5346 5346 

668 
1406,25 1,56 0,42 0,38 0,48 0,46 7336 5346 

686 
1406,25 1,56 1 0,41 0,54 0,42 5346 5346 

762 
2812,50 3,12 1 0,4 1 0,47 5346 7335 

874 
2812,50 3,12 1 0,43 1 0,47 5336 5346 

938 
1406,25 1,56 0.36 1 0,42 1 5305 5335 

947 
703,12 0,78 1 0,45 0,39 0,43 5336 7335 

949 
1406,25 1,56 0,32 1 1 0,48 7336 5346 

954 
703,12 0,78 0.36 0,46 1 0,44 7336 5346 

973 
1406,25 1,56 1 0,47 0,37 1 5346 5346 

982 
1406,25 1,56 1 0,42 0.45 0,42 5346 5346 

993 
1406,25 1,56 1 1 0,33 0,47 5336 5346 

1009 
2812,50 3,12 0,28 1 0,37 1 5336 5346 

1026 
2812,50 3,12 0,40 1 0,37 0,48 5331 5346 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas  

                                     microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                      e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

           crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

            fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

                               ***Atividade enzimática   Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática - ínice 1 

                                                                       0,64 ≤ Pz < 1,0= Atividade enzimática  positiva – índice 2  

                                                                               Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva – índice 3  

 *****Código dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter  et al.,1989 
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                A                                                  B 

Figura 13 A e B. A: isolado 762. Morfotipo 5346 antes do contato com óleo essencial de M. alternifolia  

Cheel.  

                       B: isolado 762. Morfotipo 7335 após contato com óleo essencial de M. alternifolia Cheel. 

 

 

Tabela 15. Valores de CFM 50 e CFM 90 do óleo essencial de Melaleuca aternifolia Cheel sobre cepas padrão 

ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                       Condições do estudo:  Pesquisa da Concentração fungicida mínima (CFM) em placas de ágar 

                                                                   Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em µg/mL                                                              

                                        CFM: concentração fungicida mínima 

                                        *CFM 50   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados. 

                                        **CFM 90   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados 

                                        *** v/v: volume por volume em porcentagem 

 

 

 

     Óleo essencial de 
Melaleuca  alternifolia 

Concentração Fungicida Mínima 
 
                             (CFM) 

  
        CFM 50* 
   µg/mL - % (v/v)*** 

        CFM 90** 
    µg/ml - % (v/v) 

Candida albicans        1406,50 – 1,56       2812,50 – 3,12 
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4.6 Atividade do óleo essencial de Thymus vulgaris Lin sobre C. albicans  

Os isolados 14, 660, 686, 762, 947, 954, 982, 993 e a cepa padrão ATCC 

60193 de C. albicans foram sensíveis ao óleo essencial de Thymus vulgaris até a 

concentração de 87,89 µg/mL (0,09%). (Tabela 16).  

Os valores de CFM 50 e CFM 90 para o óleo essencial de Thymus vulgaris 

nos diferentes isolados e cepas padrão, foram 87,89 μg/mL (0,09%) e 351,56 µg/mL 

(0,39%), respectivamente (Tabela 18). 

A pesquisa de tubo germinativo e clamidoconídeo após contato com o óleo 

essencial de Thymus vulgaris (dose subinibitória) foram realizadas apenas nos 

isolados sensíveis a concentrações acima de 87,89 µg/mL. Nove isolados foram 

sensíveis a esta concentração. O isolado 938 e a cepa padrão ATCC 90028 

apresentaram tubo germinativo e clamidoconídeo sob a influência desse óleo 

essencial (Tabela 16).  

A pesquisa de produção de proteinase e fosfolipase também foi realizada 

apenas nos isolados sensíveis a concentrações acima de 87,89 µg/mL A produção de 

proteinase foi inibida apenas na amostra 1009 e o isolado não produtor 874 passou a 

produzir esta enzima. A produção de fosfolipase foi inibida frente a este óleo essencial 

apenas no isolado 1009 e dois isolados não produtores (19 e 874) passaram a produzir 

esta enzima. (Tabela 17). 

A pesquisa de produção de franjas também foi realizada apenas nos isolados 

sensíveis a concentrações acima de 87,89 µg/mL. Nos isolados númeroa 668 e 949, 

após contato com o óleo essencial de Thymus vulgaris nas concentrações sub 

inibitórias, as franjas passaram de contínuas com filamentos paralelos (7) para 

contínua, somente na periferia ou fios conspícuos em leques (5). Não ocorreu 

alteração no comprimento da franja. No isolado número 668, ocorreu alteração na 

colônia (Figuras 14 A e B). 
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Tabela 16. Concentração Fungicida Mínima, formação de tubo germinativo e clamidoconídeo, 

nos isolados biológicos e nas cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans expostos ao 

óleo essencial de Thymus vulgaris Lin na dose subinibitória. 

 

Thymus vulgaris 
 

         CFM* 
 Tubo 
 Germinativo 
 

Tubo 
Germinativo 

Clamidoconídeo Clamidocoídeo 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
 

 

µg/mL 

%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

ATCC90028 351,56 0,39 Presente Presente Presente Presente 

14 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

19 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

660 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

668 
351,56 0,39 Presente Ausente Presente Presente 

686 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

762 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

874 
703,12 0,78 Presente Ausente Presente Presente 

938 
351,56 0,39 Presente Presente Presente Presente 

947 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

949 
175,78 0,78 Presente Ausente Presente Presente 

954 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

973 
175,78 0,19 Presente Ausente Presente Ausente 

982 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

993 
87,89 0,09 Presente NR Presente NR 

1009 
175,78 0,19 Presente Presente Presente Ausente 

1026 
175,78 0,09 Presente Ausente Presente Ausente 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas de                          

                                           microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                          e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

                crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

                fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

                               ***NR Não realizado nos isolados sensíveis a concentração de 87,89 µg/mL 
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Tabela 17. Atividade enzimática (produção de exoenzimas proteinase e fosfolipase) e 

morfotipos dos isolados biológicos e das cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 de C. albicans 

expostos ao óleo essencial de Thymus vulgaris Lin na dose subinibitória. 

 

Thymus vulgaris 
 

          CFM* 
Proteinase**** 

PZ 
Proteinase 

PZ 
 Fosfolipase 

PZ 
Fosfolipase  

PZ 
Morfotipos*****    Morfotipos 

Cepas Padrão/ 
Isolados 
 

µg/mL 
%  
(v/v)** 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

  
Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

Antes da 
atividade do  
do óleo  
essencial 

Após a 
atividade   
do óleo  
essencial 

ATCC60193 
87,89 0,09            1 NR***         0,39 NR 5346 NR 

ATCC90028 351,56 0,39            1 1            1 1 5346 5346 

14 
87,89 0,09 1 NR 1 NR 7336 NR 

19 
175,78 0,19 0,39 0,45 1 0,46 5346 5346 

660 
87,89 0,09 0,40 NR 1 NR 5346 NR 

668 
351,56 0,39 0,42 0,47 0,48 0,41 7336 5346 

686 
87,89 0,09 1 NR 0,54 NR 5346 NR 

762 
87,89 0,09 1 NR 1 NR 5346 NR 

874 
703,12 0,78 1 0,40 1 0,42 5336 5346 

938 
351,56 0,39 0.36 0,38 0,42 0,42 5305 5346 

947 
87,89 0,09 1 NR 0,39 NR 5336 NR 

949 
175,78 0,78 0,32 0,39 1 1 7336 5346 

954 
87,89 0,09 0.36 NR 1 NR 7336 NR 

973 
175,78 0,19 1 1 0,37 0,38 5346 5346 

982 
87,89 0,09 1 NR 0.45 NR 5346 NR 

993 
87,89 0,09 1 NR 0,33 NR 5336 NR 

1009 
175,78 0,19 0,28 1 0,37 1 5336 5346 

1026 
175,78 0,09 0,40 0,47 0,37 0,42 5331 5346 

 

Condições do estudo: Pesquisa da concentração fungicida minima CFM em placas  

                                     microdiluição  e após leitura em 24 horas:  Pesquisa da atividade fungistática   

                                      e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e leitura em  24 horas: presença de   

           crescimento atividade fungistática e  ausência de crescimento atividade  

            fungicida  (CFM) ,resultado em % e µg/mL 

                                  *CFM: concentração fungicida minima 

                                ** v/v: volume por volume em  porcentagem 

                               *** NR Não realizado nos isolados sensíveis a concentração de 87,89 µg/mL 

                                ****Atividade enzimática   Pz =1,0 = Ausência de atividade enzimática - ínice 1 

                                                                       0,64 ≤ Pz < 1,0= Atividade enzimática  positiva – índice 2  

                                                                               Pz < 0,64 = Atividade fortemente positiva – índice 3  

 *****Código dos morfotipos de C. albicans conforme modelo de Pongpaichit,1987- modificado por Hunter  et al.,1989 
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                                  A                                    B 

Figuras 14 A e B. A - Isolado 668. Morfotipo 7336 antes do contato com óleo essencial de Thymus  

                                       vulgaris Lin 

                                                B - Isolado 668. Morfotipo 5346 após contato com óleo essencial de Thymus 

                                                       vulgaris Lin 

 
 

Tabela 18. Valores de CFM 50 e CFM 90 do óleo essencial de Thymus vulgaris Lin sobre 

cepas padrão ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                       Condições do estudo:  Pesquisa da Concentração fungicida mínima (CFM) em placas de ágar 

                                                                   Sabouraud dextrose e leitura em 24 horas: resultado em µg/mL                                                              

                                        CFM: concentração fungicida mínima 

                                        *CFM 50   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados. 

                                        **CFM 90   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 90% dos Isolados 

                                        *** v/v: volume por volume em porcentagem 

 

 

 

 
      Óleo essencial de 
      Thymus vulgaris 

 

Concentração Fungicida Mínima 
 
                             (CFM) 

  
        CFM 50* 
   µg/mL - % (v/v)*** 

        CFM 90** 
    µg/ml - % (v/v) 

 
Candida albicans 

 
     87,89 – 0,09 351,56 – 0,39 
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4.7 Valores de CFM 50 e CFM 90 dos óleos essencias sobre C. albicans 

Na tabela 19, observam-se os valores de CIM 50 e CIM 90 para os óleos 

essenciais de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus, 

Melaleuca alternifolia, Thymus vulgaris sobre C. albicans 

  

        Tabela 19. Valores CFM 50 e CFM 90 dos óleos essencias sobre 18 cepas de C. albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             Condições do estudo: Pesquisa da Concentração inibitória mínima CIM em placas de                          

                                                 microdiluição e leitura em 24 horas: resultado em % e µg/mL  

                                           Pesquisa da atividade fungistática e fungicida em Ágar  Sabouraud dextrose e  

                                           leitura em  24 horas: presença de  crescimento atividade fungistática e  ausência  

                                            de crescimento atividade                       

                               CFM: concentração fungicida mínima 

                             *CFM50   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 50% dos Isolados. 

                            **CFM90   CFM de um antifúngico capaz de inibir o crescimento de 90%  dos  Isolados 

                             *** v/v: volume por volume em  porcentagem 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Candida albicans 
 

 

Concentração Fungicida Mínima 

(CFM) 

Óleos essenciais 

 

CFM 50* 

µg/mL - % (v/v)*** 

CFM 90** 

µg/ml - % (v/v) 

E. citriodora 
      87,89 – 0,09     175,78 – 0,19 

E. globulus 
     703,12– 0,78       5625 – 6,25 

E. caryophyllus 
     175,78 – 0,19       703,1 – 0,78 

M. alternifolia 
   1406,50 – 1,56       2812,50 – 3,12 

T. vulgaris 
    87,89 – 0,09    351,56 – 0,39 
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4.8 Sensibilidade de C. albicans ao fluconazol e voriconazol 

Todos os isolados e cepas padrão de C. albicans foram sensíveis ao fluconazol 

e voriconazol. A média e o desvio padrão da concentração inibitória minima do 

fluconazol - CIM  foi de 0,31423 ± 0,18577 µg/mL e para o voriconazol - CIM foi de 

0,04985 ± 0,07081 (Tabela 20). 

Os valores de CIM 50 e CIM 90 para fluconazol foram de 0,125 e 0,5 µg/mL 

respectivamente  e para voriconazol  foram de 0,012 e 0,016 µg/mL respectivamente 

(Tabela 21). 

Tabela 20. Valores da CIM para Fluconazol e Voriconazol sobre C. albicans 

Amostra 

Fluconazol Voriconazol 

   CIM 

(µg/mL) 

Sensibilidade    CIM 

(µg/mL) 

Sensibilidade 

14 0,19 Sensível 0,006 Sensível 

19 0,19 Sensível 0,012 Sensível 

660 0,125 Sensível 0,012 Sensível 

668 0,125 Sensível 0,08 Sensível 

686 0,75 Sensível 0,23 Sensível 

762  0,16 Sensível  0,002 Sensível 

874 0,32 Sensível 0,16 Sensível 

938  0,16 Sensível 0,002 Sensíve 

947  0,16 Sensível  0,002 Sensível 

949 0,125 Sensível 0,08 Sensível 

954 0,5 Sensível 0,012 Sensível 

973  0,16 Sensível  0,002 Sensível 

982 0,5 Sensível 0,012 Sensível 

993  0,16 Sensível  0,002 Sensíve 

1009 0,25 Sensível 0,016 Sensível 

1026 0,25 Sensível 0,004 Sensível 

ATCC 60138 0,38 Sensível 0,012 Sensível 

ATCC 90028 0,38 Sensível 0,012 Sensível 

          

  Condições do estudo: Pesquisa da Concentração inibitória mínima CIM Para Etest e leitura em 24-48 

                                       horas: resultado em µg/mL             

*CIM: concentração inibitória mínima 

          Critérios de interpretação de CIM para fluconazol e voriconazol (documento M27-A2 e M27S2 (CLSI 2013) 
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Tabela 21. Valores de CFM 50 e CFM 90 do Fluconazol e Voriconazol sobre sobre cepas padrão 

ATCC 60193 e ATCC 90028 e isolados de C. albicans 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Condições do estudo: Pesquisa da Concentração inibitória mínima CIM Para Etest e leitura em 24 horas:   

                                      resultado em  µg/mL             

                  *CIM: concentração inibitória mínima 

                                                  Critérios de interpretação de CIM para fluconazol e voriconazol  

                                                      (documento M27-A2 e M27S2 (CLSI  2013) 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Candida albicans  
   Concentração Inibitória Mínima 

 
                           (CIM) 

  
CIM 50* 
µg/mL - 

CIM 90** 
µg/ml 

Fluconazol 0,125 0,5 

Voriconazol 0,012 0,016 
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5.1 Candida albicans 

Candida albicans presente na microbiota da pele e mucosa pode levar a 

manifestações clínicas mais comuns como infecções superficiais, limitadas ao tecido 

mucoso e/ou cutâneo, com quadros clínicos como as mucosites, esofagites e vaginitis.  

Pode também promover significativos quadros clínicos de candidíase, em pacientes 

transplantados, com neoplasias, acometidos pelo vírus HIV, diabéticos entre outros 

(Carvalho, 2003; Pinto, 2003; Carvalho et al., 2011). E ainda disseminar-se pelo 

sangue e sistema linfático, alcançando sítios, como o coração, sistema nervoso 

central, fígado e pulmões (Giolo e Svidzinski, 2010; Araújo et al., 2012), 

Um organismo sadio tem a capacidade de manter leveduras como comensal e 

em equilíbrio perfeito, conservando o número de células dessas leveduras dentro de 

parâmetros relativamente fixos. No entanto, para ocorrer a doença é necessário que 

aconteça um desequilíbrio na relação hospedeiro-parasita, isto é que ocorra a ação 

conjunta de determinantes de patogenicidade / fatores de virulência do microrganismo 

e as desordens imunológicas do hospedeiro (Pires et al., 2001; Haynes, 2001; 

Furlamento-Maia et al., 2008; Grubb et al., 2009; Rorig e Colacite, 2009; Sudbery, 

2011; Jacobsen et al., 2012; Huang, 2012; Orsonio et al., 2012 e Pupulin, 2014). 

A virulência de um microrganismo é definida como a capacidade de produzir 

doença. Apesar de certos aspectos da virulência serem determinados geneticamente; 

estes são expressos pelos microrganismos apenas quando existem condições 

ambientais favoráveis, tais como: teor nutricional, atmosfera de oxigênio e 

temperatura. Essas condições são especificas para cada microrganismo e podem 

variar de hospedeiro para hospedeiro e mesmo entre os diferentes tecidos de um 

mesmo hospedeiro (Ghannoum e Radwan, 1990).   Nenhum fator de virulência parece 

ser responsável individualmente pela patogenicidade, mas provavelmente uma 

combinação dos diferentes fatores que atuam em determinadas fases da infecção 

(Cutler, 1991; Natthews, 1994; Odds, 1994; Pires et al., 2001; Biasoli et al., 2002 

Sudbery, 2011; Huang, 2012; Mayer et al., 2013). 

Fatores de virulência que podem contribuir para a progressão da infecção pela 

Candida podem ser: a capacidade do microrganismo em aderir-se à superfície celular, 

a variabilidade fenotípica swiching e a produção de enzimas extracelulares que 

favorecem a colonização e invasão tecidual (De Bernardis et al., 2001; Naglik et al., 
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2003). 

A adesão é a primeira etapa no processo da colonização e posterior doença 

nos casos em que ocorre desequilíbrio entre microrganismo e o hospedeiro. Após a 

adesão do microrganismo, o próximo passo é a invasão e penetração do 

microrganismo. A capacidade de quebrar as barreiras dos hospedeiros facilita o 

acesso ao nutriente e promove o crescimento do microrganismo. Todos estes 

mecanismos aliados aos fatores físicos e enzimáticos, liberados pelas leveduras 

favorecem o processo infecção (Pires et al., 2001; Haynes, 2001).  

 A habilidade de transformação morfológica tem sido sugerida como um 

importante fator relacionando à virulência aumentando a capacidade de aderência do 

microrganismo (Consolaro et al., 2005). De acordo com Chaffin et al, (1998) essa 

transformação representa a resposta da levedura as alterações do meio, 

possibilitando, assim sua adaptação em diferentes nichos biológicos e 

consequentemente a sua disseminação em células humanas. Essa idéia é reforçada 

ao observar-se a maior produção de enzimas hidrolíticas no processo de formação de 

hifa, tornando esse fenômeno fundamental na patogênese de C. albicans (Ghannoum, 

2000; Consolaro et al., 2005; Moreira, 2005; Ganguly e Mitchell, 2011). 

A formação do tubo germinativo é observada em espécies do gênero Candida, 

como C. albicans. A filamentação da levedura inicia-se com a formação do tubo 

germinativo que resulta na pseudohifa e hifa verdadeira (Chaffin et al., 1998). A 

formação de tubo germinativo aumenta a capacidade do microrganismo, se ligar ao 

tecido do hospedeiro, o que pode explicar a maior incidência de C. albicans em relação 

a outras espécies (Fidel e Sobel, 1996). 

Nesta pesquisa foram estudadas duas cepas padrão e 16 isolados biológicos de 

C. albicans de origem humana, desconhecidos quanto ao material biológico de onde 

foram isolados e  gentilmente cedidos pela Faculdade de Odontologia,  Disciplina de 

Estomatologia da Universidade de São Paulo (FO-USP).  Na reidentificação todas as 

cepas padrão e isolados apresentavam tubo germinativo. Mas a formação dessa 

estrutura foi inibida após contato com os óleos essenciais em doses sub inibitórias, 

especialmente frente ao óleo essencial de E. citriodora onde a inibição ocorreu em 

85,72% (6/7) das amostras analisadas, na concentração que variou entre 175,78 a 

703,12µg/mL ( 0,19 a 078%). Gauch et al., (2014) encontraram inibição na formação 

de tubo germinativo em 100% das amostras de C. albicans em contato direto com o 

óleo essencial de Rosmarinus officinalis Linn. na concentração de 4%. 
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Baseando-se nas diferenças de produção e extensão de franjas das colônias 

obtidas por meio da semeadura de isolados, em meio de ágar extrato de malte, 

Phonpaichit et al, (1987), geraram um código de sete dígitos que teoricamente permitia 

a produção de 100 morfotipos diferentes. Estes autores encontraram um índice de 

reprodutibilidade de 84% para os isolados idênticos e de 96% para o morfotipo que 

diferia em um caracter. Hunter et al., (1989) sugerem que este sistema pode 

correlacionar um morfotipo distinto com a capacidade de virulência, onde franjas 

descontínuas estão presentes geralmente em isolados de infecção sistêmica fatais. 

Silva, (1999) observou franjas maiores que 3 mm em 86,5% dos isolados de pacientes 

com AIDS, enquanto 42,9% dos isolados de indivíduos HIV negativos não 

apresentaram franjas.  

 O fenômeno switching é reversível, de alta freqüência e permite aos fungos 

adaptarem-se às diferentes condições ambientais, inclusive ao organismo do 

hospedeiro (De Bernardis et al., 2001). Este fenômeno é refletido nas diferenças 

morfológicas existentes nas colônias de Candida spp e nas propriedades das 

superfícies celulares, com conseqüente alteração na aderência às células epiteliais, 

podendo também determinar a sensibilidade à atividade fungica aos neutrófilos e as 

drogas antifúngicas (Calderone e Fonzi, 2001). 

            Baseando-se especialmente nas diferenças de produção e extensão de franjas 

das colônias obtidas por meio da semeadura de isolados, em meio de ágar extrato de 

malte, nesta pesquisa obtêve-se morfotipos com franjas contínuas com filamentos 

paralelos (7) e morfotipos com franjas contínua, somente na periferia ou fios 

conspícuos em leques (5) e todas com comprimento de 3 a 5 mm (3). Após contato 

com os óleos essências nas doses subinibitórias estes não inibiram a produção de 

franjas mas alteraram as franjas, que passaram de contínuas com filamentos paralelos 

(7) para contínua, somente na periferia ou fios conspícuos em leques (5) ou de 

contínua, somente na periferia ou fios conspícuos em leques (5) para contínuas, com 

filamentos paralelos (7).  Não ocorreu alteração no comprimento da franja (Figuras 9, 

11,12,13 e 14). Observou-se também alteração nos códigos que caracterizam os 

morfotipos entre algumas amostras durante o experimento.  

               Giammanco et al., (2005), relataram que o tempo de estocagem dos isolados 

afetam a reprodutibilidade do teste de morfotipagem, pois um teste realizado com 

isolados estocados há um ano, revelou mudanças nos códigos que caracterizam os 

morfotipos. De Bernardis et al. (1998) e Giammanco et al. (2005), também relatam 
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que diferenças nas condições ambientais afetam a expressão de vários genes em C. 

albicans. Se mudanças nas condições ambientais afetam a expressão de vários genes 

essa possa ser a esplicação para a alterações observadas na morfologia das colônias 

após contato com os óleos essenciais.  

C. albicans, como muitos microrganismos patogênicos possuem enzimas 

hidrolíticas que destrõem, alteram ou prejudicam a integridade da membrana celular 

do hospedeiro, levando a uma disfunção ou interrupção das atividades, uma vez que 

as membranas contêm lipídeos e proteínas, constituindo-se em alvo do ataque 

enzimático (Pires, 2001). A produção de exoenzimas reflete o grau de patogenicidade 

de um microrganismo.  

A  exoenzima proteinase degrada tecidos do hospedeiro e destroem 

queratina, colágeno, albumina, fibronectina, hemoglobina e proteínas da matriz 

extracelular bem como proteínas importantes para o sistema imune, digerindo as 

imunoglobulinas e parte do sistema complemento no local da infecção (Casadevall & 

Perfect, 1998). Campos e  Baroni (2010), relatam que quanto maior o potencial de 

virulência manifestado nos diferentes mecanismo dessa virulência utilizados pelo 

microrganismo, associado a quadros de imunodepressão do hospedeiro, aumenta a 

possibilidade de penetração da levedura e conseguente infecção dos diferentes 

tecidos do paciente (Pires et al., 1996; 2001; Ombrella et al., 2008; Khumar, 2010; 

Pupulin, 2014). 

A exoenzima fosfolipase atua na hidrólise dos fosfolipídios dando origem a 

lisofosfolipídios, que causam dano à célula epitelial. (Pires et al., 1996; Santangelo et 

al., 1999; 2001; Ombrella et al., 2008; Khumar, 2010; Pupulin, 2014). Além disso, 

destrói substâncias surfactantes nos pulmões, facilitando a adesão da levedura ao 

tecido (Vidotto et al., 1996; Karkowska-Kuleta et al., 2009). Pires et al., (2001) e Cotter 

et al. (2013) observaram altas taxas de mortalidade em camundongos inoculados com 

cepas de C.albicans, fortemente produtoras de fosfolipases. 

A produção de proteinase e fosfolipase foi avaliada antes e após contato com os 

óleos essenciais segundo a técnica descrita por Ruchel et al (1982) para proteinase e 

fosfolipase a técnica descrita por Price et al (1982).  

A atividade enzimática da proteinase foi observada pela formação de um halo ao 

redor da colônia (PZ), decorrente da degradação da albumina bovina fração V na 

presença de proteinase. PZ é igual á razão entre o diâmetro da colônia (dc) e o 
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diâmetro da colônia (dc) + diâmetro de degradação (zd)    PZ = dc/dc + zd. 

A atividade enzimática da fosfolipase é observada pela formação de um halo de 

precipitação ao redor da colônia (PZ), decorrente da formação de compostos 

insolúveis entre o cálcio e fosfolipídios presentes na gema de ovo. PZ é igual à razão 

entre o diâmetro da colônia (dc) e o diâmetro da colônia (dc) + diâmetro de prcipitação 

(zp)  PZ = dc/dc + zp. 

Nesta pesquisa as duas cepas-padrão e 16 isolados biológicos de C. albicans 

de origem humana, quando reidentificadas para o estudo 50% (08/16) foram 

fortemente produtoras de proteinase, 56,25% (09/16) fortemente produtoras de 

fosfolipase e  25% (04/16) fortemente produtora para ambas as exoenzimas. Pupulin 

et al. (2014) relatarm em seu estudo que dos 26 isolados  de C. albicans, 21 (80.8%) 

apresentaram produção de fosfolipase. 

Após contato com o óleo essencial a pesquisa de produção das exoenzimas foi 

realizada nas concentrações sub-inibitórias nas cepas padrão e em cada isolado 

testado. Como controle da produção das exoenzimas, isolados sem o contato com o 

óleo essencial foram avaliados simultaneamente.  

Neste estudo observou-se que após contato com os óleos essenciais amostras 

fortemente produtoras passaram a não produzir, amostas não produtoras foram 

estimuladas a produzir as exoenzimas enquanto outras não se observou alteração da 

produção ou mesmo ausencia de produção. Estudos já relataram que a produção de 

exoenzimas pode diminuir dependendo do tempo de isolamento de cada amostra; 

sendo necessária uma estimulação para  que ocorra a produção dessas exoenzimas 

e com isto pode ocorrer diferenças de resultados nas amostras em diferentes estudos 

(MacDonald e Odds, 1983; Ghannoum e Abu-Elteen, 1986; Chakrabarti et al.,1991; 

De Bernardis et al., 1992; Ibrahim et al., 1995; Stewart et al. 1999; Hube e Naglik, 

2001; Ribeiro, 2002; Kumar et al., 2006, Mohan e Ballal, 2008; Mayer et al., 2013). 

 

5.2 Antifúngicos sintéticos  

 

 O tratamento da candidíase inclui tres classes de terapia antifúngica: os 

azóis, os poliemos e as equinocandinas Os azóis entre eles o fluconazol tem sido 

amplamente utilizado para o tratamento de candidíase desde a sua aprovação pelo 

Food and Drug Administration (FDA)-(USA) em 1990. Os azóis trabalham 

principalmente inibindo a citocromo P450 – lanosterol, dependente da enzima 14-alfa-
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demethylase (Zonios & Bennett, 2008). Esta enzima é necessária para a conversão 

do lanosterol em ergosterol, um componente vital da membrana celular dos fungos.  

O fluconazol tem um excelente perfil de segurança e está  disponível em formulações 

intravenosas e oral e agora como genérico. O fluconazol é altamente biodisponível, 

tornando a administração oral adequada para a maioria dos pacientes (Kauffman, et 

al 2015). 

           Resistencia de C. albicans ao fluconazol foram relatados em vários centros de 

atendimento terciário e geralmente em pacientes imunossuprimidos que faziam uso 

do  fluconazol como profilaxia (Oxman et al , 2010; Pupulin, 2014 e Kauffman, et al 

2015). 

           Outros azóis disponíveis incluem voriconazol, posaconazol e itraconazol: 

A atividade de voriconazol contra espécies de Candida é superior à do fluconazol, No 

entanto, a resistência cruzada entre fluconazol e voriconazol é observada com 

freqüência, especialmente com C. glabrata (Kauffman, et al 2015). 

           Voriconazol tem significativamente maior atividade in vitro contra isolados de 

C. krusei comparado com o fluconazol por causa da ligação mais eficaz da sua 

isoenzima citocromo P450 (Kauffman, et al 2015).  

          Cuenca-Estrella et al em 2011 relataram que a resistência ao voriconazol não 

foi comum entre os isolados de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. Mais foram 

freqüentes entre isolados de Candida glabrata e C. krusei. Relatou ainda que um 

percentual significativo de isolados resistentes ao voriconazol veio de infecções de 

orofaringe. 

            Nesta pesquisa estudou-se dois antifíngicos azóis, fluconazole e voriconazol 

e todas as amostras foram sensiveis aos dois antifúngicos. Mas, o aumento da 

resistência aos antifúngicos e a pouca disponibilidade de novos produtos 

desenvolvidos pela indústria farmacêutica têm motivado vários estudos sobre a 

atividade de novos produtos com atividade antifúngica. 

 

5.3 Óleos essenciais 

 

Estudos vêm apontando as valiosas propriedades terapêuticas de  óleos 

essenciais de plantas sobre as leveduras patogênicas  (Villon & Chaumont, 1994; 

Carmo et al., 1998; Alves et al.,  2000; Araujo, 2004; Lemos  et al., 2004; Polachini, 

2004; Oliveira, 2005;, Lima et al., 2006; Abrahão, 2007; Duarte, 2007; Oliveira, 2007; 
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Oliveira et al., 2007, Silva, 2007; Lee et al., 2008; Araujo  et al., 2009; Lee  et al., 2009; 

Costa et al., 2009; Costa et al., 2010; Zuzarte et al., 2011; Santos 2011; Toledo, 2013 

e Gauch et al., 2014).  

            Os óleos essenciais constituem os elementos voláteis contidos em diferentes 

órgãos da planta e estão relacionados com diversas funções necessárias a sua 

sobrevivência (Oliveira et al., 2006). Bhavanani e Ballow (1992), relataram que cerca 

de 60% dos óleos essenciais possuem propriedades antifúngicas e 35% exibem 

propriedades antibacterianas. Os óleos essenciais são originários do metabolismo 

secundário das plantas e possuem composição química complexa, destacando-se a 

presença de terpenos e fenilpropanóides (Gonçalves et al, 2003; Silva et al., 2003;  

Santos, 2011; ; Hammer et al.,  2012; Toledo, 2013). 

Os terpenos ou terpenóides representam a maior classe de constituintes 

ativos em plantas, tendo mais de 30.000 substâncias descritas (Raven, 2001; 

Verpooter e Maraschin; 2001). A classificação dos terpenos decorre do número de 

unidades isoprênicas que são formadas por átomos de carbono. Os monoterpenos 

contêm duas unidades isoprênicas (10 átomos de carbonos) são voláteis e 

encontrados frequentemente nos óleos essenciais (Simões e Spitzer, 1999; Larcher, 

2000; Raven, 2001), assim como os sesquiterpenos que constituem uma classe de 

substâncias naturais com diversos núcleos estruturais (Brochini et al., 1999). Os 

fatores ambientais na variabilidade de monoterpenos são de grande importância pelo 

fato dessas substâncias terem significado biossistemático, ecológico e evolutivo no 

organismo vegetal (Lima et al., 2003). 

          Os compostos fenólicos de plantas se enquadram em diversas categorias, 

como fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados de ácidos benzóico e cinâmico), 

cumarinas, flavonóides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisáveis, lignanas e 

ligninas (Souza et al., 2007; Van Vuuren e Viljoen, 2011; Akolade et al., 2012; Khan e 

Ahmad, 2012). 

Este estudo inicia-se com 5 óleos essenciais e ao  final,  são  dois os óleos 

essenciais (E. citriodora e T. vulgaris) com promissora atividade anti- Candida para os 

isolados  analisados. Os óleos essenciais escolhidos já haviam sido referidos na 

literatura com atividade antifúngica, associada ao fato de terem sido extraídos de 

plantas naturais do país de origem e à disponibilidade dos mesmos na empresa na 

época do experimento.  
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5.3.1 Influência dos fatores abióticos na composição química dos óleos 

essenciais 

 

 Os óleos essenciais são constituídos por uma mistura complexa de diversas 

classes de substâncias pertencentes ao metabolismo secundários das plantas. O 

metabolismo secundário por sua vez pode ser influenciado, dentre outros, por fatores 

genéticos, climáticos (temperatura, intensidade de luz, efeito sazonal, etc.) e edáficos 

(Souza et al., 2008; Morais, 2009; Mulyaningsih et al., 2010; Akolade et al., 2012; 

Elaisse et al., 2012; Carson e Riley, 2012).  

Óleos essenciais são freqüentemente extraídos das partes vegetais por meio 

de arraste à vapor d’ água, hidrodestilação ou expressão de pericarpo de frutos 

cítricos, porém há outros métodos de extração como a enfleurage ou enfloração, 

extração por CO2 supercrítico (muito utilizado na indústria) e por solventes orgânicos 

apolares (não apresentam valor comercial). 

Como já relatado a composição química dos óleos essenciais é determinada 

por fatores genéticos, porém, outros fatores podem acarretar alterações significativas 

na produção dos metabólitos secundários. Os metabólitos secundários representam 

uma interface química entre as plantas e o ambiente. Os estímulos decorrentes do 

ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota metabólica, 

ocasionando a biossíntese de diferentes compostos. Dentre estes fatores, ressalta-se 

as interações planta/microrganismos, planta/insetos e planta/planta; idade e estádio 

de desenvolvimento, fatores abióticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, 

nutrição, época e horário de coleta, bem como técnicas de colheita e pós – colheita. 

Estes fatores podem apresentar correlações entre si, não atuando isoladamente, 

podendo exercer influência conjunta no metabolismo secundário (Morais, 2009; 

Mulyaningsih et al., 2010; Akolade et al., 2012; Elaisse et al., 2012; Carson e Riley, 

2012). 

A temperatura e a luminosidade são relevantes na fotossíntese, pois a 

interação destes fatores garante um ambiente ideal para o processo fisiológico (Souza 

et al., 2008). As variações de temperatura são responsáveis pelas alterações na 

produção de metabólitos secundários. Os óleos essenciais, na maioria das vezes, 

apresentam um aumento em seu teor quando as plantas produtoras se encontram em 

ambientes com temperatura elevada, porém, em dias muito quentes, pode-se 

observar perda excessiva dos mesmos. 
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A intensidade luminosa influencia a concentração bem como a composição dos 

óleos essenciais. Como exemplo, o desenvolvimento dos tricomas glandulares 

(estruturas vegetais que biossintetisam e armazenam o óleo essencial) de T. vulgaris 

são processos dependentes de luz (Morais, 2009; Mulyaningsih et al., 2010; Akolade 

et al., 2012; Elaisse et al., 2012; Carson e Riley, 2012). 

A sazonalidade pode interferir na composição química e no teor de óleo 

essencial. Kapur et al. (1982) observaram que ao destilarem folhas de E. citriodora 

Hk. durante um ano, a intervalos mensais, que a produção de óleo essencial foi 

mínima durante os meses de inverno (junho e julho), mas que aumentou gradualmente 

e permaneceu assim até os meses de setembro, outubro e novembro e alcançou o 

máximo de produção durante os meses mais quentes (dezembro a fevereiro). 

Observaram que houve um pequeno declínio nos meses de março e abril.   Oliveira e 

Lucchese, 2011 observaram que a variabilidade sazonal interferiu na composição 

química óleos essenciais da espécie L. thymoides bem como na atividade 

antimicrobiana. 

A idade e o estágio de desenvolvimento da planta podem influenciar não 

apenas a quantidade total de metabólitos secundários produzidos, mas a proporção 

relativa destes compostos. Tecidos mais jovens geralmente apresentam grande 

atividade biossintética, aumentando a produção de vários compostos, dentre estes, 

os óleos essenciais (Morais, 2009). 

Com relação ao horário de coleta, ao longo do dia, pode-se observar que o 

aroma característico de cada planta torna-se mais acentuado, sendo possível 

acreditar que a concentração de óleos essenciais seja maior naquele período, ou que 

esteja ocorrendo alteração na proporção relativa entre os componentes deste mesmo 

óleo essencial. Assim, o horário de coleta das plantas torna-se um aspecto relevante 

na produção de óleos essenciais. A colheita torna-se o ponto crítico, pois se faz 

necessário que se defina o momento ideal para a mesma. Todas as pesquisas na área 

de metabólitos secundários de plantas medicinais deveriam ter como o principal 

objetivo, coincidir o momento de maior expressão de princípio ativo, neste caso, dos 

óleos essenciais, com o momento de maior rendimento de fitomassa, obtendo-se 

assim, o tão esperado sucesso (Mattos, 1996). 

Por ser a água essencial à vida e ao metabolismo das plantas, pressupõe-se 

que em ambientes mais úmidos a produção de metabólitos secundários seja maior, 

Porém, isto nem sempre ocorre. A deficiência hídrica, caracterizada por diferentes 
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formas e intensidades, é a principal causa de perda de produtividade (Ortolani & 

Camargo, 1987), porém, apresenta correlação direta na concentração de metabólitos 

secundários, havendo relatos na literatura de que o estresse hídrico geralmente induz 

um  aumento na produtividade de alguns terpenoides.  

Estudos realizados com o objetivo de avaliar a influência do estresse hídrico 

sobre a composição do óleo essencial de Ocimum basilicum demonstraram que, sob 

condições de estresse, houve redução no rendimento de massa seca total, ocorrendo, 

porém, um rendimento de óleo essencial duas vezes maior. Os componentes do óleo 

essencial apresentaram alterações significativas, havendo redução no percentual de 

sesquiterpenos e aumento no percentual de linalol e metilchavicol (Simon et al., 1992).  

Martins et al. (1995), relata que a nutrição é um dos fatores que requerem maior 

atenção, pois o excesso ou a deficiência de nutrientes pode estar diretamente 

correlacionado à variação na produção de substâncias ativas. Como exemplo desta 

variação pode-se citar o fósforo  que contribui para o aumento da concentração de 

óleos essenciais em coentro (Coriandrum sativum) e funcho (Foeniculum vulgare) 

Corrêa Jr. et al. (1994). 

  Morais, 2009 observa que a alteração dos compostos majoritários nos óleos 

essenciais, seja por fatores genéticos, técnicos bióticos ou abióticos, podem 

influenciar diretamente na qualidade e, consequentemente, nos resultados de 

tratamentos e de testes biológicos sobre patógenos humanos ou fitopatógenos, 

podendo levar entre, os autores, divergência entre resultados provenientes de ensaios 

realizados com as mesmas espécies vegetais e patógenos. Para minimizar estes 

equívocos nos resultados e evitar que dados não conclusivos sejam publicados, o 

ideal é que, juntamente com os ensaios para verificação da atividade biológica, seja 

realizada a análise química dos óleos essenciais avaliados, para que se possa obter 

a caracterização fitoquímica destes.  

Pelo exposto neste trabalho fez-se opção por adquir óleos essenciais 

comercializados por uma empresa que mostrou se preocupar com a obtenção de 

matérias-primas vegetais de qualidade, no pais de origem da planta,  possibilitando 

com isso a obtenção de óleos essenciais com composição química constante, 

acarretando resultados de atividades biológicas mais confiáveis. A empresa 

encaminhou ainda um boletim técnico com a composição química e a frequência 

desses compostos nos óleos essências por ela comercializados e reanalisados quanto 

a composição neste estudo, conforme anexos 3, 4, 5, 6 e 7. Ressaltamos que em 
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estudo piloto, esses óleos essenciais analisados frente a C.neoformans  em diferentes 

momentos, apresentaram resultados concordantes (Santos, 2011). 

 

 

5.3.2 Técnicas para os ensaios com óleos essenciais  

 

São várias as metodologias empregadas para a pesquisa da CIM dos óleos 

essenciais frente as leveduras tais como: difusão em ágar, difusão em disco, 

macrodiluição e microdiluição em caldo) e as variações individuais  como: tamanho 

do inoculo, temperatura, tempo de incubação e meio de cultura. Pelo exposto a 

comparação dos valores de CIM entre alguns  estudos é dificultada. 

 A escolha do método de microdiluição em caldo para esta pesquisa deve-

se ao fato deste método ser de baixo custo, sem necessidade de equipamentos 

complexos para leitura, ser mais sensível que outros métodos usados na literatura, 

requerem pequena quantidade de óleos essencias e ter boa reprodutibilidade 

(Ostrosky  et al., 2008). 

Nascimento  et al. em 2007 relatam que para uma boa qualidade das análises 

com óleos essenciais, tornou-se comum a utilização de agentes tensoativos como o 

Tween 20, Tween 80, e os solventes DMSO e etanol, para dispersão dos óleos 

essenciais no meio de cultura. As propriedades destes agentes auxiliam na 

visualização dos resultados da atividade antimicrobiana dos óleos, entretanto podem 

conduzir a possíveis interações com a substância testada, bem como produzirem 

atividade antimicrobiana. 

Tween (20 e 80): conhecidos como polissorbatos, são tensosativos hidrofílicos 

solúveis em água e empregados para obter emulsões do tipo óleo e água, como 

dispersantes ou solubilizastes de óleos. São sufactantes não iônicos, pouco tóxico 

para as membranas biológicas, constituídos por ésteres de ácidos graxos de 

polioxietileno sorbitol. Estimulam a secreção de proteínas em microrganismos, além 

de alterar a morfologia e as superfícies da parede celular tanto de bactérias como de 

fungos. A relação entre fluidez da membrana e o aumento da secreção de enzimas 

fúngicas, o Tween facilita a solubilização dessas substâncias em meios aquosos e em 

solventes orgânicos (Giese  et al., 2004; Tan, 2007). 

           Toledo em 2013 utilizou os tensoativos Tween 20 (polissorbato 20) e 

Tween 80 (polissorbato 80) e estes não apresentaram atividade fungicida e 
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fungistática sobre as cepas padrão de C. albicans. Já o solvente DMSO apresentou 

atividade fungicida a 25% v/v (2.500µg/mL).  Embora não se tenha observado 

diferenças dos tensoativos optou-se pelo tensoativo Tween 20 para todos os ensaios, 

pelo fato da concentração ser a menor entre os dois tensoativos (20% de 

polissorbato), pela facilidade de homogeneização no meio de cultura e por não 

apresentar atividade fungicida.  Apesar do Tween 80 apresentar os mesmos 

resultados que o Tween 20, não foi escolhido por se mais concentrado e com isso ser 

de difícil homogeneização no meio de cultura. Por outro lado Nascimento et al em 

2007 recomendou a utilização do Tween 20 a 0,02% como emulsificador para os 

testes com óleo essencial.  

 

 

5.3.3 Atividade dos óleos essencias sobre C. albicans 

 

Foglio (2003), em um estudo com  Artemisia annua L., encontrou uma    CIM 

de 1000 µg/mL a 1100 µg/mL para C.albicans, nas frações purificadas de 

deoxiartemisinina e dihidroepioxiartenuina. Já Sautour (2004), considerou significativa 

a atividade antimicrobiana, quando os resultados atingem valores < 200 µg/mL para 

compostos químicos isolados. 

           Neste estudo os óleos essencias que apresentaram  maior atividade fungicida 

com a menor concentração sobre isolados de C.albicans foram o óleo essencial de E. 

citriodora que apresentou CFM 90 de 175,75 µg/mL seguido pelo óleo essencial de 

T.vulgares CFM 90 de 351,56 µg/mL e E. caryophyllus  CFM 90 de 703,1 µg/mL. 

  O óleo essencial de E. citriodora Hooker utilizado neste estudo é composto 

por 93,99% de citronelal  e 2,29% de β-citronelol (Anexo 3), ambos são compostos 

químicos do grupo dos monoterpenos com atividade fungicida. Outros constituintes 

freqüentemente relatados são os nonoterpenos 1,8-cineol ou eucalyptol (85,84%) e 

alfa-pineno (9,93%), (Green, 2002; Batish et al., 2008; Gilles et al., 2010; Krobonja et 

al., 2013; Kirui et al., 2014). 

Ramezani et al. (2002), Araújo et al., (2004); Bonaldo et al. (2007), Dutta et 

al., (2007), Agarwal et al., (2008) e Kirui et al. (2014) relataram atividade antifúngica 

deste óleo essencial, frente à diversas espécies de leveduras e fungos filamentosos. 

Dutta et al., (2007), avaliaram a atividade antifúngica do óleo essencial de E. 

citriodora em cepa de C. albicans, utilizando a técnica de disco-difusão em ágar 
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Saboraud-dextrose e concentração de óleo essencial a 100% observaram halo de 

atividade equivalente à concentração de 85 μg/mL. 

Kirui et al. (2014), avaliaram a atividade antifúngica deste óleo essencial em 

cepa de C. albicans, utilizando a técnica de microdiluição e observou CIM igual à 693 

μg/mL, valor superior às CFM 50 e CFM 90 encontradas no presente trabalho.  

Diferenças nas concentrações podem também ser originadas pela diferença 

de técnicas utilizadas, uma vez que a difusão pode ser influenciada pelas 

propriedades físico-químicas do óleo essencial, do meio de cultura e se este for sólido 

ou líquido. (Nascimento et al. (2007), Ostrosky et al. (2009); Mendes et al. (2012)). 

Quanto a atividade das doses subinibitórias sobre os fatores de virulência não 

foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito deste óleo essencial sobre esses 

fatores. Agarwal et al., (2008) relataram atividade desse óleo essencial sobre biofilmes 

de C. albicans. Identificando efeitos tóxicos à estrutura e à função da membrana 

celular pelo eucaliptol e cintronelol, bem como interferindo na síntese e função de 

enzimas.  

             O óleo essencial de E. caryophyllus Sprengel é conhecido como óleo de 

cravo, é rico em eugenol, um derivado do grupo dos fenóis. Os compostos químicos 

do óleo essencial de E. caryophyllus são: eugenol (84,10%), β-cariofileno (12,67%), 

α-cariofileno (1,51%) e acetato de isoeugenol (1,08%) (Anexo 5). O eugenol pertence 

ao grupo dos fenóis com atividade antimicrobiana e os compostos cariofilenos 

pertencem ao grupo dos sesquiterpenos com atividade antinflamatória. (Alma et al. 

(2007), Affonso et al. (2012); Mendes et al. (2012) e de Sousa et al. (2012)). 

             Budzyńska et al. (2013) avaliaram a sensibilidade de 20 isolados biológicos 

de C. albicans e as cepas padrão (ATCC 10231 e ATCC 90028), utilizando a técnica 

de microdiluição e observaram CIM igual à 185 μg/mL para as cepas ATCC e CIM de 

46, 87 a 744,38 μg/mL para os isolados. Neste estudo a CFM 90 foi de 703,1 μg/mL. 

O óleo essencial de Ocimum gratissimum, popularmente conhecida como 

alfavaca, o eugenol, principal constituinte do óleo essencial desta planta, foram 

estudados para verificar a atividade antifúngica sobre C. neoformans, 

Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum, utilizando a técnica de 

diluição em ágar. Como resultados foi observadao a atividade sobre C. neoformans e 

P. brasiliensis. A análise química desse óleo é constituída por eugenol, timol e 

terpenóides entre outas substancias. Já o óleo essencial de Ocimum basilicum L. 

(manjericão), constituído especialmente por eugenol apresentou atividade antifúngica 
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sobre C. albicans conforme relatarm Sartorato et al., 2004; Duarte et al., 2005; 

Rahimifard et al., 2008 e Lixandru et al., 2010, Estes autores atribuíram esta atividade 

ao eugenol, presente em plantas do gênero Ocimum (Pereira e Maia, 2007) mas não 

apresentou atividade antimicrobiana frente a C. albicans no trabalho realizado por 

Almeida et al., 2012. 

A atividade antimicrobiana a compostos carbonilas e terpenóides, como 

acetato de terpelina, também tem sido relatado nos trabalhos de Bruneton (1999), 

Dorman e Deans (2000), Stahl-Biskup e Sa 'ez (2002), Nostro et al. (2004), Pina-Vaz 

et al. (2004) e Affonso et al. (2012). 

Adam et al. (1998), Cox et al. (2000), Portela (2006) e Barbosa (2010) 

observaram alterações morfológicas relacionadas com a capacidade do acetato de 

terpenila em deformar a morfologia celular, permebializando-a. Carson et al., (2002) 

relataram que eugenol e carbonilas desrregularam o metabolismo protéico celular de 

C. albicans.  

Carson et al., (2006) propuseram, com base em seus experimentos, que a 

atividade inibitória do eugenol estava relacionada com a alteração da respiração 

mitocondrial e conseqüente produção de energia em bactérias e leveduras, como C. 

albicans. Portela (2006) já relatou que o eugenol inibiu a produção de amilase e 

protease, além de promover danos à parede celular e lise celular. No caso de 

terpenos, como o β-citronelol, Cowan et al. (1999) observaram que estes causam 

desintegração da membrana celular de C. albicans.  

Os principais compostos químicos do óleo essencial de E. globulus Labill são: 

eucalipitol (80,50%) e limoneno (14,03%) (Anexo 4). Ambos são compostos químicos 

do grupo dos monoterpenos com atividade fungicida. Neste trabalho a CFM 90 sobre 

os isolados de C. albicans foi de 5625µg/mL (6,25%). Fu et al., (2007), avaliaram a 

atividade antifúngica deste óleo essencial, utilizando a técnica de microdiluição, frente 

a cepas de C. albicans ATCC 18804 e observaram CFM igual à 10 µg/mL. Bansod e 

Rai (2008), avaliaram a atividade antifúngica deste óleo essencial frente a cepas de 

C. albicans e Aspergillus niger utilizando da técnica de micodiluição em caldo 

Saboraud-dextrose, relataram uma CIM igual à 0,12%. Já Castro e Lima (2010) 

utilizando a mesma técnica encontraram CIM de 312,5 μg.mL–1 para 76,2% das 

cepas de Candida e CFM de 625 μg.mL–1 para 81% dessas cepas. Emira et al., (2013) 

avaliaram a sensibilidade deste óleo essencial sobre cepas de C. albicans, utilizando 
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a técnica de micodiluição em caldo Saboraud-dextrose relataram uma CIM de 0.181 

± 0.006 mg/ml. 

Marzoug et al., 2011 relatou que o oleo essencial de Eucalyptus oleosa 

apresentaram atividade antifúngica sobre C. albicans (CIM de 0,97%) e o considerou 

ainda que esta atividade estaria relacionada aos monoterpenos oxigenados e 

especialmente da substância 1,8-cineol. Esta substancia não foi encontrada no óleo 

essencial utilizado nesse estudo. Atividade do eucaliptol sobre C. albicans foi 

observada nos trabalhos de Juergens et al., 2004; Cha et al., 2007, Serafino et al., 

2008 e Mathur et al., 2014.  

Não foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito do óleo essencial de 

E. globulus na produção de exoenzimas em doses subinibitórias. Noumi et al., (2010), 

assim como Emira et al., (2013), observaram inibição naformação do tubo germinativo 

na presença desse óleo essencial. 

Para o óleo essencial de M. alternifolia Cheel, sobre isolados de C. albicans   a 

CFM 90 foi de 2812,50 µg/mL (3,12%). Os compostos químicos do óleo essencial de 

M. alternifolia são: terpinoleno (3,38%), ɣ-terpineno (7,24%) e 4-terpineol (77,15%) 

(Anexo 6). São compostos químicos do grupo dos monoterpenos com atividade 

fungicida (Vila e Cañigueral, 2006). 

A literatura relata que este óleo essencial se mostra promissor como agente 

antifúngico tópico, com dados clínicos indicando eficácia no tratamento da dermatite 

seborreica (Satchell et al., 2002) e candidíase bucal (Jandourek et al.,1998). 

Experimentos in vivo em modelo animal também indicam eficácia no tratamento de 

candidíase vaginal (Mondello et al., 2003; Herman et al., 2013). Atividade fungicida 

em diversas espécies de fungos, incluindo C. albicans, foi observada nos trabalhos de 

Bassett et al., (1990), Jandourek et al., (1998), Christoph et al (2000); D’Auria et al. 

(2001), Griffin et al., (2000), Mondello et al. (2003), Hammer et al., (2012) e Budzyńska 

et al. (2013). 

Mondello et al. (2003) avaliaram a sensibilidade de 65 isolados biológcos de 

Candida albicans, utilizando a técnica de microdiluição e observaram CIM 50 e CIM 

90 igual à 250 μg/mL.  

Toledo em 2013 utilizando a técnica de microdiluição em caldo e estudando 66 

isolados biológicos de C. albicans da mucosa bucal não encontrou isolados 

resistentes ao óleo essencial de M. alternifolia, a CFM 90 foi de 1250µg/mL (1,56%). 

Os principais componentes encontrados no óleo no estudo de Toledo, 2013 foram ɣ-
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terpineno (19,72%) e 4-terpineol (38,12%). Neste estudo a CFM 90 foi de 2812,50 

µg/mL(3,12%) e a composição foi de ɣ-terpineno (7,24%) e 4-terpineol (77,15%). 

O óleo essencial, apresentou composição majoritária por 4- terpineol e ɣ-

terpineol. O óleo essencial contém aproximadamente 100 componentes ativos, sendo 

a maioria monoterpenos, sequiterpenos e alcoois relacionados. Os principais 

constituintes são os compostos terpinen-4-ol, 1,8-cineol, α-terpineno, γ-terpineno, α-

pineno, β-pineno, α-terpineol, p-cimeno e álcoois sesquiterpênicos, que representam 

cerca de 90% do óleo (Hammer et al., 2012; Emira et al., 2013). 

Variações nesses resultados podem ser justificadas pela variação da 

composição química do óleo essencial de M. alternifolia, como apontado nos trabalhos 

de Hammer et al., (2012), Emira et al (2013), Budzyńska et al. (2013) e Herman et al. 

(2013). Simões et al. (1999), Carson et al. (2006) e Hammer et al. (2014) relataram 

que um óleo de boa qualidade contém quantidades iguais ou superiores a 2 e 5% de 

cineol e entre 40 a 47% de terpinenol. 

Não foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito desse óleo 

essencial na produção de exoenzimas em doses subinibitórias. No estudo de Carson 

et al., (2002), observou-se que a formação do tubo germinativo foi completamente 

inibida na presença de 0,25 e 0,125% do óleo, sendo observado ainda que tratamento 

com concentração em 0,125% resultou numa tendência dos blastoconídios mudarem 

de morfologia, de brotamento simples para gêmulas multibrotantes, durante o período 

de teste de 4 h.  Estas células estavam crescendo ativamente, mas não se formaram 

tubos germinativos. As células foram capazes de formar tubos germinativos, após a 

remoção do óleo essencial.  

Inouye (1998) observou que s respiração celular foi inibida em cerca 95% após 

o tratamento com 1,0% de óleo essencial, e cerca de 40% após tratamento com 0,25% 

deste. Hammer et al., (2004), Hammer et al., (2012) e Emira et al., (2013) observaram 

que a fluidez da membrana das células de C. albicans tratadas com o óleo essencial 

é significativamente aumentada, confirmando a atividade desse óleo essencial na 

membrana plasmática. 

A atividade fungicida foi atribuída ao dano na membrana plasmática e/ou 

mitocondrial ocasionados por alguns compostos, incluindo-se 4-terpineol e cinenol, 

conforme relatado por Jandourek et al., (1998), Christoph et al., (2000), D’Auria et al. 

(2001), Mondello et al. (2003) e Hammer et al., (2012). O óleo essencial também inibiu 

o mecanismo respratório em forma dose-dependente no trabalho de Cox et al. (2000).  
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Segundo Cox et al. (2000), compostos como o 4-terpineol estão relacionados com a 

inibição da respiração oxidativa, indução da deformação da membrana (dilatação) 

tendo como conseqüências mudanças na permeabilidade e na atividade enzimática.  

Hammer et al., (2004) relataram que o óleo essencial de M. alternifolia 

também induziu a acidificação do meio, devido à expulsão de proton ATPase de 

membrana plasmática, que é alimentada por ATP derivado da mitocôndria. Carson et 

al., (2002) e Hammer et al., (2012) observaram a atividade inibitória do eugenol sobre 

a respiração mitocondrial e conseqüente produção de energia. 

            O óleo essencial de T. vulgaris foi avaliada frente a cepas de C. albicans 

(ATCC 10231) por Sartorato et al. (2004) e Duarte et al. (2005), onde obtiveram a CIM 

de T. vulgaris frente à mesma cepa no valor de 2000 µg/mL-1 e Rahimifard et al. (2008) 

encontraram CIM de 0,3 µg/mL-1. No estudo de Almeida et al., 2012 o óleo essencial 

de T. vulgaris não produziram inibição sobre o crescimento das leveduras mesmo 

diante da concentração inicial empregada (1024 µg/mL-1), não apresentando 

similaridade com os resultados apresentados por Sartorato et al. (2004), Duarte et al. 

(2005) e Rahimifard et al. (2008). Bruneton (1999), Pina-Vaz et al. (2004), Pinto et al. 

(2006), Stahl-Biskup e Sáez (2002) e Ahmad et al., (2014) também relataram a 

atividade antifúngica desse óleo esencial.  

          Neste estudo, óleo essencial de T. vulgaris apresentou CFM 90 de 351,56 

µg/mL. Nzeako e Lawati (2008) avaliaram a sensibilidade de uma cepa padrão de C. 

albicans (ATCC 10231), utilizando a técnica de microdiluição em caldo Sabouraud-

dextrose observaram CFM de 460 à 930 μg/mL. Živković et al. (2013) avaliaram a 

sensibilidade de isolados biológicos de Candida (10 de C. albicans, 2 de C. glabrata, 

3 de C. krusei, 1 de C. parapsilosis e 1 de C. tropicalis), utilizando a técnica de 

microdiluição e observaram CFM de 500 à 5000 μg/mL, ambos os trabalhos 

apresentaram valores superiores às CFM 50 e CFM 90 encontradas no presente 

trabalho. 

             Almeida et al., 2012 relatam ainda que a ausência de inibição no crescimento 

de leveduras frente ao óleo essencial de T. vulgaris, mesmo nos achados que 

utilizaram a mesma cepa de C. albicans, podem ser atribuídas às condições climáticas 

e disponibilidade de água no solo, que afetam o metabolismo secundário da espécie 

vegetal, podendo alterar a composição dos óleos essenciais, de mesma espécie, nas 

diferentes estações do ano (Freire et al., 2006). Ainda relacionado a este fato, pode-

se observar que os estágios fenológicos e ciclo de reprodução podem interferir na 
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concentração dos fitoconstituintes (Carvalho et al., 2008).   

 No óleo essencial de T. vulgaris Lin utilizados neste estudo foram detectados 

nove compostos químicos entre eles os que apresentaram maiores concentrações 

foram timol (62,13%), cimeno (14,43%) e carvacrol (5,08%) (Anexo 7). Venskutonis 

(1997), Hudaib et al. (2002), Omran et al (2010), assim como Živković et al. (2013), ao 

analisarem os constituintes do óleo essencial, encontraram cerca de 68 a 98 

compostos, sendo os constituintes majoritários monoterpenos e compostos fenólicos 

como timol. 

Bruneton (1999); Stahl-Biskup e Sa 'ez (2002), Pina-Vaz et al. (2004), Pinto et 

al. (2006), Omran et al., (2010), De Lira et al. (2012), Nguefack et al. (2012) e 

Budzyńska et al. (2013) relataram que a atividade antimicrobiana desse óleo é 

derivada de compostos fenólicos na sua composição e a ocorrência limitada destes 

fenóis na natureza é uma das razões pelas quais os óleos contendo timol e carvacrol 

têm sido de grande interesse científico.  

Hudaib et al., 2002 também relatam que o timol e carvacrol são os principais 

monoterpenos existentes no óleo essencial de tomilho, compostos fenólicos que 

possuem atividade antimicrobiana O cimeno é um composto químico do grupo dos 

monoterpenos e possui atividade antimicrobiana contra Salmonella Enteritidis (Silva  

et al., 2010). Segundo Burt (2004), o cimeno facilita o transporte do carvacrol através 

da membrana citoplasmática para o interior da célula bacteriana.  Klaric et al em 2007 

relatou atividade fungicida do óleo essencial de T. vulgaris sobre espécies de 

Aspergillus. 

No óleo essencial de T. vulgaris, o carvacrol, tem sido citado como indutor de 

células apoptóticas no carcinoma hepatocelular (Yin et al., 2012). Além disto, alguns 

óleos essenciais e extratos, pertencentes a espécies da família Lamiaceae são 

relatados como antioxidantes. Assim, intensifica-se a pesquisa a cerca de tais 

substâncias potencialmente empregadas na indústria alimentícia (Mauritti e 

Bragagnolo, 2007). A atividade antifúngica do carvacrol e timol, isolados de T. viciosoi, 

foi avaliada frente a cepas de C. albicans. O estudo de Vale-Silva et al. (2010) 

demonstrou que a concentração inibitória mínima e fungicida mínima variaram entre 

0,04 a 0,64 µg/mL-1, demonstrando potencial antifúngico. Neste estudo, óleo essencial 

de T. vulgaris 62,13% de timol e 5,08% de carvacrol. 

Não foram encontrados trabalhos que avaliassem o efeito deste óleo 

essencial na produção de exoenzimas, produção de tubo germinativo e 
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clamidoconídeos. Pinto et al. (2006) utilizou citometria de fluxo para avaliar o efeito do 

óleo essencial de T. vulgaris e T. pulegioides na integridade das células fúngicas de 

espécies de Candida e Aspergillus. Obteve como resultados uma lesão primária da 

membrana por atividade do óleo, sendo dependente da dose. Este trabalho, também, 

observou redução da composição de ergosterol, à semelhança da atividade de 

compostos azólicos. Esta similaridade de atividade também foi relatada por Ahmad et 

al. (2010), o qual também observou o sinergismo das moléculas metil-eugenol e 

eugenol com fluconazol sobre C. albicans. 

Desestabilização da membrana, com permeabilização e perda de ATP, 

promovidas pelo timol e carvacrol foram observadas por Lambert et al. (2001), Pina-

Vaz et al. (2003), Salgueiro et al. (2004), Barbosa, (2010) e De Lira et al. (2012) e 

pelos compostos fenólicos como timol, p-cimeno e carvacrol por (Lambert et al., 2001; 

Barbosa, 2010; Shabnum eWagay, 2011; Živković et al., 2013).  

Os óleos essencias de E. citriodora que tem monoterpenos na sua 

composição quimica e T. vulgaris que apresentam compostos fenólicos são os que 

apresentaram maior atividade fungicida com a menor concentração sobre isolados de 

C.albicans.  

Espera-se com esta pesquisa ter contribuído com mais um produto natural com 

atividade antifúngica sobre C.albicans. 
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6 CONCLUSÕES
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Diante dos resultados obtidos e nas condições em que foi conduzido o presente 

estudo, pode-se concluir que: 

 

 Os óleos essenciais  de Eucalyptus citriodora e Thymus vulgaris, 

apresentaram atividade fungicida sobre C. albicans, com as menores 

concentrações inibitórias em relação aos óleos essenciais de  

Eucalyptus globulus, Eugenia caryophyllus e Melaleuca alternifolia, 

 

 Com excessão do óleo essencial de M. alternifolia, os óleos essenciais 

que alteraram a produção do tubo germinativo e clamidoconídios 

também alteraram a produção de franjas. 

 

 Todos os óleos essenciais alteraram a produção das exoenzimas 

proteinase e fosfolipase de C.albicans  

 Todos os isolados e cepas padrão de C. albicans foram sensíveis aos 

antifúngicos fluconazol e voriconazol. 

 

 As concentrações fungicidas mínimas do fluconazol e voriconazol 

foram menores que as CFM 90 dos óleos essenciais de Eucalyptos 

citriodora e Thymus vulgaris. 
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ANEXO 1: Aprovação do Comitê de Ética do Instituto Adolfo Lutz 
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ANEXO 2:  
 

Ficha de identificação de leveduras 
 

 

Seção de Micologia do Departamento de Microbiologia do ICB-USP 

 

Procedência: ______________________________________Registro:__________ 

Observações: _______________________________________________________ 

 

1 Exame direto: _____________________________________________________ 

 

2 Crescimento em meios especiais ____________________________________ 

Crescimento em meio de ácido graxos __________________________________ 

 

3 Microcultivo e tubo germinativo _____________________________________ 

PM ( ) BL ( ) AR ( ) TG ( ) MV ( ) CL ( ) Outras__________ 

PM-pseudomicélio; BL-blastoconídio; AR-artrósporos, TG: tubo germinativo, MV- 

micélio verdadeiro; CL-clamidoconídio; 

 

4 Ascos e ascósporos________________________________________________ 

Positivo ______Negativo_____Forma_______Nº_______ localização___________ 

 

5 Outras provas: 

Síntese de amido_______________Prod. Melanina_______________TTC_______ 

 

6 Auxanograma: 

KNO3 ( ) Glicose ( ) Inositol ( ) Sacarose ( ) Lactose ( ) Dulcitol ( ) Xilose ( ) 

Rafinose ( ) Celobiose ( ) Melibiose ( ) Treatose ( ) Ramnose ( ) Maltose ( ) 

 

7 Zimograma: 

Glicose ( ) Maltose ( ) Lactose ( ) Sacarose ( ) 

 

Diagnóstico:_____________________________ 
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ANEXO 3: Cro matografia de Eucalyptus citriodora  
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ANEXO 4: Cromatografia de Eucalyptus globulus 
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ANEXO 5: Cromatografia de Eugenia caryophyllus 
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ANEXO 6: Cromatografia de Melaleuca alternifolia 
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ANEXO 7: Cromatografia de Thymus vulgaris 
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