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RESUMO 

Próteses removíveis são consideradas potencialmente facilitadoras de estomatite 

protética. A infecção por Candida sp. é uma causa bastante comum, sendo 

Candida albicans a espécie mais prevalente e mais frequentemente associada a 

essa patologia. O estudo de produtos naturais à base de plantas medicinais para 

combater esse tipo de infecção mostra-se como um método alternativo de 

tratamento, visto que a resistência das espécies frente aos agentes antifúngicos 

licenciados, assim como os efeitos adversos e toxicidade desses medicamentos 

tem aumentado. Essa pesquisa analisou a atividade antifúngica do citral, 

selecionado a partir de um screening, frente a cepas clínicas de C. albicans 

isoladas de usuários de próteses. Foram utilizadas 21 cepas isoladas e 

identificadas, sendo uma padrão (ATCC 76645). Inicialmente, foi realizado um 

screening para a escolha de um produto natural, com os seguintes óleos 

essenciais: Mentha piperita L.(Briq); Origanum Vulgare; Zingibre officinale L. e os 

fitoconstituintes: citral e limoneno. Dentre eles, o citral produziu melhor resposta 

antifúngica e foi selecionado para os ensaios biológicos. Os produtos-teste foram 

compostos pelo fitoconstituinte citral e pela nistatina. Foram determinadas a 

concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração fungicida mínima (CFM) 

pelo método de microdiluição. Em seguida foi realizada a análise 

micromorfológica, cinética de morte microbiana e ensaio de modulação. Os dados 

foram analisados descritivamente. A CIM e CFM do citral foram estabelecidas na 

concentração de 32 µg/mL, apresentando atividade fungicida. Todas as leveduras 

de origem clínica, demonstraram ser resistentes à nistatina, mas C.albicans ATCC 

76645 foi sensível, com CIM correspondendo a 256 µg/mL. Houve alteração na 

micromorfologia das cepas expostas ao citral, verificando menos estruturas 

fúngicas. Na cinética de morte microbiana, a cepa clínica demonstrou redução no 

crescimento igual a 3 log10 UFC/mL em duas horas de exposição ao citral na CIM 

e CIMx2. Não houve crescimento fúngico nos tempos avaliados da cepa padrão 

quando exposta às concentrações do citral, assim como da C.albicans clínica 

submetida à CIMx4. O citral não modulou a atividade da nistatina sobre a 

resistência das cepas estudadas. Essa pesquisa revelou o potencial promissor do 

citral, sendo este caracterizado como um agente fungicida, e o destaque da 

resistência das cepas clínicas de C.albicans frente a nistatina.  
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ABSTRACT 

Removable prostheses are considered to be potentially facilitators of prosthetic 

stomatitis. Candida sp. infection is a very common cause, with Candida albicans 

being the most prevalent and most frequently associated with this pathology. The 

study of natural herbal products to combat this type of infection appears as an 

alternative method of treatment, since the resistance of the species to the licensed 

antifungal agents as well as the adverse effects and toxicity of these drugs has 

increased. This research analyzed the antifungal activity of citral, selected from a 

screening, against clinical strains of C. albicans isolated from prosthesis users. 

Twenty-one isolates were identified and identified as one standard (ATCC 76645). 

Initially, a screening was performed for the selection of a natural product, with the 

following essential oils: Mentha piperita L. (Briq); Origanum Vulgare; Zingibre 

officinale L. and citral and limonene phytochemicals. Among them, citral produced 

better antifungal response and was selected for biological assays. The test 

products were composed by the citrus phytoconstituent and nystatin. The 

minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration 

(MFC) were determined by the microdilution method. Micromorphological analysis, 

microbial death kinetics and modulation were performed. Data were analyzed 

descriptively. The CIM and MFC of citral were established at the concentration of 

32 μg/mL, showing fungicidal activity. All yeasts of clinical origin were found to be 

resistant to nystatin, but C. albicans ATCC 76645 was sensitive, with MIC 

corresponding to 256 μg/mL. There was a change in the micromorphology of the 

strains exposed to the citral, verifying less fungal structures. In the kinetics of 

microbial death, the clinical strain showed a reduction in growth equal to 3 log10 

CFU/mL in two hours of citral exposure in the MIC and CIMx2. There was no 

fungal growth in the evaluated times of the standard strain when exposed to citral 

concentrations, as well as clinical C. albicans submitted to CIMx4. Citral did not 

modulate the activity of nystatin on the resistance of the studied strains. This 

research revealed the promising potential of citral, being characterized as a 

fungicidal agent, and the highlight of the resistance of clinical strains of C.albicans 

to nystatin. 

Keywords: Candida albicans; Phytotherapy; Plants, Medicinal.  
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 EP = estomatite protética 

 spp = espécies 

 OE = óleo essencial 

 C. albicans = Candida albicans 

 C. krusei = Candida krusei 

 C. tropicallis = Candida tropicallis 

 CIM = Concentração Inibitória Mínima 

 CFM = Concentração Fungicida Mínima 

 CSD = Caldo Sabouraud Dextrose 

 ASD = Ágar Sabouraud Dextrose 

 UI/mL = unidades internacionais por miliitro 

 mL = mililitro 

 µL = microlitro 

 µg/mL = microgramas por mililitros 

 mg/mL = miligramas por mililitros 

 mm = milímetros 

 UFC/mL = unidades formadoras de colônias por mililitro 

 TCLE = Termo de consentimento livre e esclarecido 

 et al = e colaboradores 

 °C = graus Celsius 
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 h = hora 

 RPMI = Roswell Park Memorial Institute 

 ATCC = American Type Culture Collection 

 YNB = Yeast Nitrogen Base 

 YCB = Yeast Carbon Base 

 DMSO = dimetil-sulfóxido 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A estomatite protética (EP) é uma reação inflamatória prevalente em 

pacientes usuários de próteses e a infecção por Candida é o seu principal fator 

etiológico20,27,70. A C. albicans é a espécie fúngica mais conhecida e associada à 

manifestação clínica da EP. Além de C.  albicans, outras espécies menos 

comuns, como: C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C.  krusei são 

reconhecidas como patógenos presentes na microbiota bucal e que podem se 

tornar patogênicas34,40.  

Há que se ressaltar que a estomatite protética associada a Candida não é 

de fácil tratamento e com frequência apresenta recidiva20. Infecções por Candida 

tem se tornado um grave problema de saúde, pois há uma crescente resistência 

dos fungos às drogas disponíveis no mercado, com uma alta taxa de recidivas, o 

que faz com que novas drogas devam ser pesquisadas e avaliadas quanto a sua 

eficácia no tratamento antifúngico27,36,39. 

Na odontologia, a fitoterapia já vem sendo usada com sucesso há vários 

anos. Trata-se de um meio terapêutico promissor no campo farmacológico44,56,57. 

O citral é um fitoconstituinte presente em diversos óleos essenciais utilizados pela 

população, como o Cymbopogon citratus56. Algumas propriedades farmacológicas 

do citral tem sido relatadas na literatura como antitumoral69, broncodilatadora38, 

antiprotozoária8 e antimicrobiana28,35,36,49,59,72.  

Porém ainda são poucos os estudos sobre o modo de ação antinfúngica e 

a associação do citral com medicamentos licenciados contra cepas clínicas de C. 

albicans de origem protética. Nesse contexto, o presente estudo analisou a 

atividade antifúngica do fitoconstituinte citral, selecionado a partir de um screening 

com cinco produtos naturais, frente a cepas de C. albicans isoladas de usuários 

de próteses.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Estomatite Prótética associada a Candida spp. 

 

No ambiente oral, a estomatite associada a Candida spp. é a forma mais 

prevalente de candidíase oral. Esta patologia afeta uma vasta gama de 

portadores de próteses, com prevalência variando entre 35% a 75%, dependendo 

da população investigada71.  

Próteses mucossuportadas são consideradas facilitadoras, em potencial da 

estomatite protética associada a Candida spp., a qual apresenta aspecto 

eritematoso, difuso ou pontilhado da mucosa palatina sob a base das próteses. A 

etiologia da doença é multifatorial, embora a infecção por Candida sp. seja a 

causa mais frequente34,39. Por ser assintomática na maioria dos casos, os 

indivíduos portadores não sabem de sua existência. O tratamento se faz 

necessário, pois a EP pode servir de reservatório para outras infecções mais 

extensas51. 

Embora existam vários fatores predisponentes, a presença de Candida 

spp. no biofilme da prótese é tida como o fator mais importante para o 

estabelecimento da estomatite protética. Apesar disto, não depende apenas da 

presença de espécies de Candida para se desenvolver34.  

Alguns fatores relacionados à sua ocorrência são: a adaptação deficiente 

da prótese, fato que gera instabilidade e trauma no rebordo subjacente; o uso 

contínuo, a não remoção para dormir e a higiene inadequada da mesma, atitudes 

que favorecem a diminuição do fluxo salivar e do pH da saliva; o tempo de uso da 

prótese, pois com o passar do tempo a prótese perde suas condições ideais, tanto 

do material de base, quanto da oclusão e adaptação7,20,61,70.  

C. albicans é a espécie mais frequentemente isolada de infecções superficiais 

e invasivas em diversos sítios anatômicos e como causa de candidíase em várias 

partes do mundo21,62. É a mais encontrada dentre as espécies de Candida 

presentes no biofilme, porém bactérias também podem estar presentes nessa 

patologia71. Estudos comprovaram haver interação entre bactérias e fungos 
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observando um aumento da aderência de C. albicans na presença de 

estreptococos63,65. 

 Trata-se da espécie de Candida com maior conhecimento patogênico, devido 

à diversidade de fatores de virulência21,62. A virulência de C. albicans relaciona- se 

com a sua capacidade de formar biofilmes em uma variedade ampla de 

superfícies, para crescer e proliferar como hifas, produzir e secretar enzimas 

proteolíticas, e prejudicar a resposta imune do hospedeiro1,67,68. 

Estímulos locais podem desencadear os fatores de virulência como o pH e a 

distribuição de nutrientes. Na estomatite protética, é evidente a redução do fluxo 

salivar entra a superfície da prótese e o epitélio, contribuindo assim para o 

acúmulo de biofilme48,68. 

Habitualmente se considera que a origem de C. albicans causadora de 

infecções seja a microbiota do trato digestório humano (organismo comensal). C. 

albicans foi o primeiro fungo zoopatogênico que teve o seu genoma sequenciado 

(organismo diploide com oito pares de cromossomos), o que possibilita uma 

variedade de experimentos e, por conseguinte, um grande avanço na biologia 

deste fungo62.  

 

Classificação clínica de Newton43 

 

 A estomatite protética é classificada de acordo com a aparência clínica da 

mucosa inflamada em três tipos clínicos: 

 - Hiperemia Puntiforme (classe I): hiperemia dos ductos de glândulas 

salivares palatinas menores; aspecto eritematoso puntiforme, podendo ocupar 

áreas dispersas ou pequenas áreas localizadas no palato; 

 - Hiperemia Difusa (classe II): apresenta mucosa lisa e atrófica, com 

aspecto eritematoso em toda região sob a prótese; 

 - Hiperemia Granular (classe III): frequentemente associada à câmara de 

sucção, acomete a região central do palato com aparência clínica nodular e 

rugosa da mucosa. 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000399691630053X#bib0140
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000399691630053X#bib0140
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Tratamento da estomatite protética associada a Candida 

 

O diagnóstico da estomatite por Candida ocorre pela associação do quadro 

clínico com os resultados de exames laboratoriais, os quais incluem a 

citopatologia e a cultura microbiológica. O tratamento da estomatite protética inclui 

condutas de higiene bucal e da prótese, com remoção da prótese durante a noite, 

identificação e correção de fatores predisponentes, reembasamento ou confecção 

de nova prótese e terapia antifúngica quando associada à candidíase bucal14. 

As três principais classes de antifúngicos usados, atualmente, no tratamento 

da candidíase são os polienos, os quais se ligam ao ergosterol e modificam a 

permeabilidade da membrana plasmática (como Nistatina e Anfotericina B), os 

derivados azólicos (Miconazol, Fluconazol e Itraconazol), os quais inibem a 

enzima 14α lanosterol-dimetilase, e as equinocandinas (caspofugina) que inibem 

a enzima β-1,3 glucana sintase, desestabilizando a parede celular dos fungos. 

Geralmente, o tratamento inicial é feito com um agente tópico. Nistatina e 

miconazol são as drogas de escolha inicial. Caso a terapêutica tópica não 

apresente resultados, é iniciado o tratamento sistêmico, sendo o fluconazol a 

droga mais prescrita9,45. 

Frente à resistência das espécies de Candida aos antifúngicos sintéticos 

observa-se o uso de produtos naturais, na tentativa de obter-se melhor 

desempenho sobre tais micro-organismos36. A utilização de fitoterápicos como 

tratamento alternativo se difere por apresentar uma diversidade molecular 

superior aos sintéticos, proporcionando novas descobertas, com pesquisa das 

atividades biológicas que podem favorecer na prevenção e tratamento de 

doenças5. 

 

Plantas medicinais utilizadas pela população 

 

A etnomedicina se destaca por associar as informações obtidas junto à 

comunidade, que utiliza a flora medicinal para tratar doenças, a estudos 

laboratoriais que constatam ou não a presença de substâncias ativas capazes de 

fornecer a ação terapêutica relatada pela população58.  

 



19 
 

Em uma revisão de estudos etnofarmacológicos e de avaliação da 

atividade antimicrobiana in vitro em patógenos orais, Vieira et al66 (2014) 

avaliaram trinta e quatro trabalhos de investigação do uso de espécies vegetais 

em afecções orais e encontraram como resultado quarenta e sete famílias 

botânicas referidas pelos estudos, com maior número de citações para 

Anacardiaceae, seguida de Compositae, Meliaceae, Lamiaceae, Solanaceae e 

Zingiberaceae. Foram referidas cento e onze espécies vegetais, sendo 

Anacardium occidentale L., Zingiber officinale Roscoe e Punica granatum L. as 

mais citadas. 

Cordeiro e Félix12 (2014) realizaram um levantamento botânico medicinal 

sobre espécies vegetais nativas da caatinga e plantas espontâneas utilizadas na 

medicina popular no agreste da Paraíba, Brasil. Encontraram as espécies com 

maior número de citações: Myracrodruom urundeuva Allemão (Aroeira), Genipa 

americana L. (Jenipapo), Solanum paniculatum L. (Jurubeba) e Anadenanthera 

colubrina (Vell.) Brenan. (Angico). Tais espécies são amplamente utilizadas no 

tratamento de diversas enfermidades, tais como problemas do aparelho 

respiratório, inflamações e doenças do sangue.  

Em uma pesquisa de plantas medicinais utilizadas na região Nordeste do 

Brasil Agra et al4 (2008) encontraram como destaque as famílias Aspleniaceae, 

Cyatheaceae, Equisetaceae, Polypodiaceae e Selaginellaceae. A família 

Poaceae, na qual se encontra as espécies que apresentam o citral como 

fitoconstituinte (capim limão, citronela e erva cidreira), foi citada em 

levantamentos etnobotânicos presentes na literatura4,12,66. 

 

Monoterpeno citral e estudos relacionados 

 

 Os produtos vegetais e especialmente os óleos essenciais podem ser 

explorados como terapias alternativas. Óleos essenciais têm sido utilizados na 

etnomedicina como agentes antifúngicos contra infecções por Candida28. São 

constituídos principalmente de terpenóides, amplamente distribuídos na 

natureza60. Estes constituintes são responsáveis pelas propriedades 

antissépticas, antibacterianas, antifúngicas e antiparasíticas54. Os terpenos 

formam classes estrutural e funcionalmente diferentes. Eles são feitos pelas 
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combinações de várias unidades de 5-carbono-base (C5) chamado isopreno. Os 

principais terpenos são os monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15)6.   

Citral é o nome dado a uma mistura natural de dois aldeídos de 

monoterpeno acíclicos isoméricos: geranial (trans -citral, citral A) e neral (cis -

citral, citral B). Estão presentes em diversos óleos essenciais, como o 

Lemongrass (erva-cidreira), e corresponde ao principal constituinte do óleo 

essencial do Cymbopogon citratus de nome popular: capim-santo, capim-limão, 

entre outros6,49,64.  

Figura 1: Moléculas do citral (C10H16O) 

 

 

Silva et al56 (2008) estudaram a atividade antifúngica do óleo de citronela e 

citral e constataram potencial in vitro contra espécies de Candida, incluindo a 

C.albicans. 

Zore et al72 (2011) avaliaram o potencial anti-Candida de seis terpenoides 

(Linalol, citral, eugenol, citronelol, benzoato de benzila e acetato de linalol), os 

quais demonstraram excelente atividade contra C.albicans e não albicans, sendo 

o linalol e citral os mais eficazes, inibindo todos os isolados. 

Khan e Ahmad28 (2012) pesquisaram a atividade antibiofilme de quatro 

fitocompostos (cinamaldeído, citral, eugenol e geraniol) e sua sinergia com 

fluconazol e anfotericina B contra biofilmes pré-formados de C. albicans. Entre os 

resultados obtidos, o citral inibiu a formação de biofilmes, porém sendo menos 

eficaz que o cinamaldeído e geraniol. 

Em um estudo sobre a atividade contra Candida, Lima et al36 (2012) 

verificaram que o citral inibe o crescimento de C.albicans, sendo que o provável 

mecanismo de ação não envolveu a parede celular ou o ergosterol.  
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Leite et al35 (2014) analisaram a atividade antifúngica e o mecanismo de 

ação do citral frente cepas de C.albicans, concluindo que o envolvimento com a 

parede celular e a ligação ao ergosterol não são possíveis mecanismos de ação, 

e demonstraram seu potencial antifúngico contra as cepas de C.albicans. Os 

autores ressaltaram a necessidade de mais estudos sobre seus efeitos antes de 

ser utilizado como componente de novos medicamentos antifúngicos.  
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3. PROPOSIÇÃO 

 

3.1) Geral 

Selecionar o produto que apresentar melhor atividade antimicrobiana a 

partir de um screening, sobre cepas de Candida albicans isoladas de usuários de 

prótese e avaliar a ação antifúngica do produto selecionado sobre essas 

leveduras. 

 

3.2) Específicos 

 Coletar, isolar, identificar leveduras de C. albicans da cavidade bucal de 

usuários de prótese removível (total ou parcial);  

 Realizar um screening de cinco produtos naturais (óleos essenciais – 

orégano, menta e gengibre; fitoconstituintes – citral e limoneno) de origem 

vegetal a fim de determinar o produto que apresentar melhor resposta 

antifúngica. 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração 

Fungicida Mínima (CFM) do produto escolhido a partir do screening e da 

nistatina sobre cepas clínicas e padrão de C. albicans. 

 Avaliar a interferência dos produtos isolados sobre a micromorfologia das 

leveduras;  

 Determinar a cinética de morte microbiana na presença do produto natural 

selecionado;  

 Determinar a ação moduladora do produto natural selecionado sobre a 

nistatina frente às cepas de C.albicans. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1) Local do estudo 

A coleta do material biológico foi realizada na Comunidade Recanto do 

Poço, Cabedelo – PB, Brasil (Carta de Anuência - Apêndice 1). A identificação 

das leveduras e as análises referentes ao estudo da atividade antifúngica dos 

produtos naturais selecionados foram realizadas no Laboratório de Micologia do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, no Centro de Ciências da Saúde, da 

Universidade Federal da Paraíba. Os ensaios se iniciaram em agosto de 2016 e 

foram concluídos em maio de 2017. 

 

4.2) Desenho do estudo 

Trata-se de pesquisa laboratorial com abordagem indutiva, procedimento 

comparativo estatístico e técnica de observação direta intensiva33.  

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Paraíba 

(CEP-CCS), sob n° de protocolo 0395/16, de acordo com a resolução 466/12 do 

Conselho Nacional de Saúde/MS (Anexo 1). Os participantes assinaram o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - Apêndice 2). 

Dentre os critérios de inclusão, participaram adultos, com idade igual ou 

superior a 18 anos, de ambos os sexos, que utilizavam próteses removíveis 

(totais ou parciais – com ou sem estrutura metálica). Foram incluídos usuários de 

próteses saudáveis ou com diagnóstico clínico de estomatite protética.  

A amostra por conveniência foi composta por 21 cepas de C. albicans, 

sendo vinte cepas clínicas de C.albicans isoladas da cavidade bucal e das bases 

das próteses, e uma padrão ATCC 76645, pertencente à micoteca do laboratório 

de Micologia - UFPB.  
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 Foi entregue aos participantes que apresentaram estomatite protética 

associada à Candida o resultado do exame micológico e o antifúngico padrão 

Nistatina solução oral 100.000 UI/ml, com as devidas recomendações de uso. 

Todos os participantes da pesquisa receberam orientações sobre cuidados com a 

saúde bucal e com a prótese dentária (Apêndice 3). 

 A sequência da metodologia utilizada no estudo se encontra na Figura 1. 

 

Figura 1: Fluxograma do plano experimental dos ensaios antifúngicos realizados. 

 

 

 

 

Coleta, isolamento e 

identificação de Candida sp 

Screening com cinco produtos 

naturais. Microdiluição 

Seleção do produto que 

produziu melhor resposta 

antifúngica 

CIM (produto selecionado e 

nistatina) Microdiluição 

CFM 

 

Ensaio de modulação 

 

Micromorfologia (produto selecionado e 

nistatina) 

Cinética de crescimento 

 



25 
 

 

4.3) Coleta, Isolamento e Identificação do gênero Candida 

 

A coleta do material biológico, bem como o isolamento e identificação das 

espécies de Candida foram realizados seguindo os critérios estabelecidos por 

Looder37 (1970); Hoog e Garro25 (1995); Kurtzmann e Fell32 (1998); Sidrim e 

Rocha55 (2004). 

 

 

4.3.1) Coleta e Isolamento do material biológico 

Na coleta do material biológico para isolamento e identificação de espécies 

de Candida de usuários de prótese foram utilizados dois swabs (INLAB® 

Confiança, Brasil) estéreis. O primeiro umedecido em solução fisiológica 

esterilizada, aplicado no palato duro da cavidade bucal do participante com 

movimentos de vai e vêm (fricção), por 30 segundos, e inserido em um tubo de 

ensaio com Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) (Difco Laboratories Ltda. 

USA/France) para o transporte até o laboratório. O segundo swab foi friccionado 

sob a base da prótese (a qual fica em contato com a mucosa) e imerso em outro 

tubo com CSD. A identificação das leveduras foi realizada com base na macro e 

micromorfologia, provas fisiologias e bioquímicas. 

O material biológico coletado foi inoculado em placas de Petri descartáveis 

15x90 mm (Dispopetri), contendo Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) (Difco 

Laboratories Ltda. USA/France), adicionado de cloranfenicol a 100 µg/mL (Sigma 

Chemichal Corporation, St Louis, MO, USA). Decorrido o período de 24-48h em 

estufa bacteriológica a 35±2ºC as colônias crescidas e com aspectos de fungos 

leveduriformes foram isoladas em CHROMOagar-Candida (Difco Laboratories 

Ltda. USA/France) e após a verificação do crescimento nas placas as colônias 

foram avaliadas quanto à coloração e ao morfotipo. Após esta avaliação, a 

identificação presuntiva foi realizada.  

A coloração verde claro a médio da colônia indica presença da C. albicans, 

a coloração azul escuro a azul metálico indica C. tropicalis, a rosa claro com 
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bordas esbranquiçadas indica C. krusei e as outras leveduras podem aparecer 

tanto na sua cor natural (creme) ou cor de malva claro/escuro (exemplo C. 

glabrata e outras espécies), segundo os critérios estabelecidos pelo fabricante. 

Os meios de culturas foram preparados de acordo com as instruções do 

fabricante e os cultivos incubados a temperatura de 35±2ºC por 24-48 h.  

 

4.3.2) Identificação das espécies de Candida 

 

Os seguintes testes foram realizados para a identificação da espécie de 

Candida: 

 

Prova do Tubo Germinativo 

Retirou-se uma alíquota de uma colônia da levedura com uma alça de 

platina calibrada (0,001mL) e, em seguida, emulsionou-se de forma asséptica em 

0,5 mL de soro. Incubou-se a 35±2º C por um período de 1,5-2 h em banho-maria. 

Finalizando este período, foi removida uma gota da suspensão e montada uma 

preparação do tipo lâmina-lamínula, para observação microscópica.  

O tubo germinativo, quando o teste é positivo, aparece como filamento fino 

e cilíndrico, originado do blastoconídio da levedura, no qual não se observa 

nenhuma zona de constricção, quer na base ou ao longo de sua extensão. 

Microcultivo de Leveduras 

Colocou-se 3 mL de Ágar Fubá, ainda líquido, sobre a lâmina do 

microcultivo, com pipeta estéril. Quando o meio se solidificou, com alça de platina, 

foi apreendida uma alíquota da colônia de levedura e semeada em estria no Ágar 

Fubá e, em seguida, coberta com lamínula estéril.  

Após 2 a 3 dias à 35±2ºC a preparação foi observada em microscópio com 

aumento de 40x, identificando-se as características morfológicas inerentes às 

leveduras, como pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras. 
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Provas bioquímicas realizadas conforme protocolo de Sidrim e Rocha55 

(2004): Auxanograma (Assimilação de Carboidratos e Nitrogênio); e Fermentação 

de carboidratos 

Assimilação de Carboidratos: 

Preparou-se o meio Yeast Nitrogen Base (YNB) (Difco Laboratories Ltda. 

USA/France) de acordo com as normas preconizadas pelo fabricante, e uma 

suspensão de leveduras com turvação equivalente ao tubo 0,5 da escala de 

MacFarland.  

Uma alíquota de 2 mL desta suspensão de leveduras foi adicionada a 38 

mL de meio basal fundido e resfriado, sendo transferida para uma placa de Petri e 

homogeneizada suavemente. Após a solidificação do meio, discos impregnados 

com açúcares foram posicionados em locais previamente demarcados. 

As fontes de carbono utilizadas foram: dextrose, lactose, sacarose, 

maltose, trealose, celobiose, melibiose, L-arabinitol, arabinose, glucosamina, 

sorbito, inositol, melizitose, galactose e ramnose. Incubou-se a 35±2ºC por 24-48h 

e foram observadas regiões opacas ao redor dos açúcares assimilados. 

 

Assimilação de Nitrogênio: 

Preparou-se o meio Yeast Carbon Base (YCB) (Difco Laboratories Ltda. 

USA/France), de acordo com as indicações do fabricante. E em 19mL deste meio 

resfriado foi acrescentado 1mL da suspensão de levedura previamente preparada 

(com turvação correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland). Após a 

homogeneização e solidificação do meio, foram distribuídos discos impregnados 

de compostos nitrogenados (nitrato de potássio e peptona). A peptona foi 

empregada como controle da viabilidade do inóculo, visto que todas as leveduras 

a utilizam como fonte nitrogenada. Incubou-se a 35±2ºC por 24-48h e foram 

observadas regiões opacas ao redor dos compostos nitrogenados assimilados. 
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Fermentação de Carboidratos: 

Preparou-se o meio basal para fermentação e distribuiu-se em tubos de 

ensaio, contendo um tubo de Durham invertido em seu interior, em alíquotas de 3 

mL. Em seguida foi adicionado ao meio 1,5 mL da solução de açúcares (6% em 

água destilada), mantendo sempre a relação de ½ da solução de açúcares para 

meio basal, 0,2 mL da suspensão de levedura (turvação correspondente ao tubo 

0,5 da escala de MacFarland). Incubou-se os tubos em estufa bacteriológica a 

35±2ºC por 10-14 dias e observou-se a produção de CO2 através da visualização 

de bolhas. 

 

4.4) Ensaios biológicos 

 

4.4.1) Produtos utilizados 

Os produtos naturais usados no screening e nos ensaios biológicos 

estão registrados no Quadro 1. Selecionou-se o produto que produziu melhor 

resposta antifúngica no screening para os demais ensaios biológicos. Sendo 

assim, os grupos-teste foram constituídos pelo citral e nistatina. 

Todos os produtos utilizados foram devidamente solubilizados em 

dimetil-sulfóxido (DMSO) numa proporção de até 10 % e Tween 80 a 0,02%. Em 

seguida, foi completado com água destilada esterilizada (q.s.p. 3 mL) para obter 

uma emulsão na concentração inicial de 1024 µg/mL. 
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Quadro 1: Produtos naturais de origem vegetal utilizados no estudo. 

Óleo essencial (OE) 

Nome Científico Família Nome popular Lote Fabricante 

Origanum 

vulgare L. 
Lamiaceae Orégano 0149/05209/F 

Sigma-Aldrich, 
São Paulo, SP, 

Brasil 

Zingiber 

officinale 
Zingiberaceae Gengibre 0717/05209/F 

Quinari 
Fragância e 
cosméticos 

LTDA, Ponta 
Grossa, PR, 

Brasil 

Mentha piperita 

L. 
Lamiaceae Menta 0809/05209/F 

Sigma-Aldrich, 
São Paulo, SP, 

Brasil 

                             Fitoconstituintes  

Nome Fórmula molecular Lote Fabricante 

Citral C10H16O STBC5273V 
Sigma-Aldrich, 
São Paulo, SP, 

Brasil 

Limoneno C10H16 58296DK 
Sigma-Aldrich, 
São Paulo, SP, 

Brasil 

 

 

4.4.2) Antifúngico licenciado  

O medicamento licenciado utilizado nos ensaios biológicos foi a 

nistatina (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil). 

        4.4.3) Meios de cultura 

Para os ensaios de atividade antifúngica foi utilizado RPMI 1640/ sem 

bicarbonato (Sigma-Aldrich®/Stenheim/Alemanha) e Ágar Sabouraud com 

antibiótico – ASD e ASDA (Difco®/USA/France). Os meios foram preparados de 

acordo com as instruções do fabricante. 
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       4.4.4) Micro-organismos e inóculo 

Foram selecionadas vinte cepas clínicas de C.albicans isoladas da 

cavidade bucal e da base da prótese do participante (LM-3B; LM-3P; LM-4B; LM-

4P; LM-5B; LM-5P; LM-7B; LM-7P; LM-8B; LM-8P; LM-9B; LM-9P; LM-10B; LM-

10P; LM-11B; LM-11P; LM-12B; LM-12P; LM-13B; LM-13P) e uma cepa padrão 

C.albicans ATCC 76645. 

Para o procedimento de preparação do inóculo das leveduras, os isolados 

foram cultivados em meio ASD inclinado a 35±2ºC por 24h (overnight). Foram 

preparadas suspensões dos micro-organismos em tubos contendo 5 mL de 

solução salina 0,9% estéril (Farmax - Distribuidor Ltd., Amaral, Divinópolis, MG, 

Brasil). Em seguida, essas suspensões foram agitadas por 2 minutos com auxílio 

do aparelho Vortex (Fanem Ltd., Guarulhos, SP, Brasil).  

Após agitação, cada suspensão teve sua turbidez comparada e ajustada 

àquela apresentada pela suspensão de sulfato de bário do tubo 0,5 da escala 

McFarland, a qual corresponde a um inóculo de aproximadamente 106UFC/mL. 

Em seguida, essa suspensão foi diluída com água destilada numa proporção de 

1:10 resultando em um inóculo contendo aproximadamente 105UFC/mL, que foi 

utilizado nos ensaios10,11,22,50. 

 

            4.4.5) Ensaios biológicos 

Screening, determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 

Fungicida Mínima (CFM) 

O screening dos produtos naturais e a determinação da CIM do produto 

selecionado foram realizados pela técnica de microdiluição, executada em 

triplicata, utilizando microplacas com fundo em “U”, esterilizadas, contendo 96 

orifícios (Kasvi, Itália)10,17,22,31,42,50.  

Em cada orifício da placa, foram adicionados 100 µL do meio líquido 

RPMI (Sigma-Aldrich®/São Paulo, SP/Brasil) duplamente concentrado. 

Posteriormente, 100 µL dos produtos, também duplamente concentrados, foram 

dispensados nas cavidades da primeira linha da placa, que foram diluídos 
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seriadamente, a partir da retirada de uma alíquota de 100 μL da cavidade mais 

concentrada para a cavidade sucessora, obtendo-se concentrações de 1024 

µg/mL até 128 µg/mL para o screening e de 1024 µg/mL até 2 µg/mL para a 

determinação da CIM, de modo que na primeira linha da placa encontra-se a 

maior concentração e na última, a menor concentração.  

Por fim, foram adicionados 10 µL do inóculo das leveduras nas 

cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa fúngica, 

especificamente.  

Foram feitos controles de viabilidade das cepas fúngicas e do meio 

líquido nas mesmas condições do ensaio. As placas foram seladas e incubadas a 

35±2ºC por 24-48h. Define-se a CIM para os produtos usados nos ensaios 

biológicos como a menor concentração capaz de inibir visualmente o crescimento 

fúngico verificado nos orifícios, quando comparado com o crescimento controle.  

Utilizou-se como critérios para determinação da CIM os seguintes 

valores: 50 a 500 µg/mL considerados com forte/ótima atividade antimicrobiana; 

600 a 1500 µg/mL possuem atividade moderada; acima de 1500 µg/mL, atividade 

fraca ou produto inativo26,52. 

Após determinação da CIM, alíquotas 10 µL do sobrenadante das 

cavidades correspondentes à concentração inibitória e as duas concentrações 

imediatamente mais concentradas (CIM, CIMx2 e CIMx4) foram subcultivadas em 

placas de microdiluição com fundo em “U”, esterilizadas, com 96 orifícios (Kasvi, 

Itália) contendo 100 µL RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®/Stenheim/Alemanha) e 

incubadas por 24-48h a 35±2ºC.  

O crescimento microbiano foi verificado visualmente com base nos 

controles e determinada a CFM para cada cepa. Os ensaios foram realizados em 

triplicata e o resultado expresso pela moda das CFM’s obtidas nos três ensaios19.  

A relação CFM/CIM foi calculada de forma a determinar se a substância 

possui uma atividade fungistática (CFM/CIM ≥ 4) ou fungicida (CFM/CIM <4)49. 
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Efeito dos produtos teste isolados sobre a micromorfologia de C. albicans  

 

Para o estudo de possíveis alterações na micromorfologia de C. albicans 

foi empregada a técnica de microcultivo em lâmina em placa de Petri (câmera 

úmida)15. O meio de cultura ágar-fubá-Tween 80 fundido foi fracionado em tubos 

estéreis contendo os produtos testes isolados em concentração correspondente a 

CIM. Também foi utilizado um tubo apenas com o meio de cultura (Controle). 

Após homogeneização, cada meio de cultura foi espalhado sobre uma lâmina de 

vidro. 

Repiques de 24 horas a 35±2°C em ágar Sabouraud dextrose de C. 

albicans foram semeados e as placas foram incubadas a 35 ±2ºC por 24 - 48h. As 

lâminas foram analisadas por microscopia óptica, em um aumento de 400x, para 

observação da formação ou não de estruturas características como 

blastoconídios, pseudo-hifas e clamidoconídios. 

 

 

Efeito dos produtos teste isolados sobre a cinética de morte microbiana 

 

O estudo da interferência do produto teste isolado sobre a curva de tempo 

de morte das cepas fúngicas foi realizado utilizando a metodologia de Klepser et 

al30 (1998), com alguns aprimoramentos.  

Para a realização da cinética de morte microbiana foram utilizadas duas 

cepas, uma padrão da American Type Culture Collection (ATCC 76645) e outra 

cepa clínica (LM-8B), as quais demonstraram inibição de crescimento quando 

expostas ao citral. Neste ensaio, frente às concentrações inibitórias mínimas do 

citral foi observado o comportamento das cepas de leveduras selecionadas ao 

longo de 24h.  

Inicialmente, 100 µL RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®/São Paulo-SP/Brasil) 

foram adicionados em uma microplaca com fundo em “U” com 96 orifícios 

utilizando 10 µL do sobrenadante das cavidades correspondente à concentração 

inibitória e as duas concentrações imediatamente mais concentradas (CIM, CIMx2 

e CIMx4) e incubadas por um período 24-48 horas a 35±2ºC.  

Em seguida o plaqueamento do inóculo foi realizado em Placa Petri 

(Alamar Tecno Científica LTDA®) contendo o meio de cultura Ágar Sabouraud 



33 
 

Dextrose (Difco®), e uma alíquota de 10 µL do inóculo foi retirado com uma alça 

bacteriológica calibrada (INLAB Confiança, Brasil) e posteriormente semeado de 

forma uniforme em formato de estrias ao longo da superfície do meio ASD, 

durante os intervalos de tempo 0 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h e 24 h. As placas 

inoculadas foram incubadas a 35±2ºC por 48 horas.  

O experimento foi realizado em triplicata. As curvas foram construídas 

plotando a contagem média de colônias (log10UFC/mL) em função do tempo 

(horas) com o GraphPad Prism 5.0 (Programa GraphPad for Windows, San 

Diego, CA - USA). Foi considerada atividade fungicida da droga quando houve 

redução no crescimento maior ou igual a 3 log10 (≥ 99,9%) a partir do inóculo 

inicial, e atividade fungistática quando houve redução no crescimento menor que 

3 log10 (< 99,9%) UFC/Ml30.  

 

Avaliação da interferência do citral sobre a resistência das cepas à nistatina 

(ensaio de modulação) 

Para avaliar a ação moduladora do citral sobre a nistatina frente às cepas 

de C. albicans, a CIM deste antifúngico foi determinada, pela técnica de 

microdiluição, utilizando microplacas com fundo em “U”, esterilizadas, contendo 

96 orifícios (Kasvi, Itália), na presença do citral em concentração sub-inibitória 

(CIM/8)13,16.  

Emulsionou-se o citral a 4 µg/mL em meio RPMI 1640 de forma a se obter 

uma solução de 100 µg/mL. Em seguida, adicionou-se essa solução em todos os 

poços da microplaca. Posteriormente, foi dispensado na cavidade da primeira 

linha 100 µg/mL da nistatina de forma a se obter concentrações de 1024 µg/mL a 

4 µg/mL, pela microdiluição (retirada de uma alíquota de 100 μL da cavidade mais 

concentrada para a cavidade sucessora). Por fim, foram adicionados 10 µL do 

inóculo das leveduras nas cavidades, onde cada coluna se referiu a um tipo de 

cepa. 

O valor da CIM do antifúngico padrão foi então comparado na ausência e 

presença do citral CIM/8. As placas foram incubadas durante 24-48h a 35±2°C 

para avaliação do crescimento fúngico. Os testes foram realizados em triplicata.  
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4.5) Análise dos dados 

Os dados foram analisados através de estatística descritiva por meio do 

programa Microsoft Excel 2010.  
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5. RESULTADOS 

 

Dentre os cinco produtos naturais, o citral foi o que obteve melhor resposta 

antifúngica frente à C.albicans, sendo selecionado então para os demais ensaios 

antifúngicos. Os valores obtidos pelo screening são demonstrados na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Resultados do screening dos produtos para avaliação da resposta 

antifúngica. Técnica de microdiluição (1024 µg/mL a 128 µg/mL). 

Produto CIM(µg/mL) 

Origanum vulgare L. 
256 

Zingiber officinale 
+ 

Mentha piperita L. 256 

Citral 128 

Limoneno 256 

+: crescimento do micro-organismo 

 

Os resultados da CIM e da CFM do citral e nistatina referentes às 20 cepas 

clínicas de C.albicans isoladas de usuários de próteses e da cepa padrão 

(C.albicans ATCC 76645) estão mostrados na Tabela 2. 
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Tabela 2: Resultados da avaliação da CIM e CFM do citral e da nistatina e 

relação CIM/CFM do citral sobre C.albicans. 

C. 

albicans 

Citral (μg/mL) 
Nistatina 

(μg/mL) 

Controle 

das 

cepas 

Controle 

do meio 

de 

cultura 
CIM CFM CFM/ 

CIM 
Atividade 

antifúngica 
CIM 

3B 64 64 1 Fungicida + + - 

3P 32 32 1 Fungicida + + - 

4B 32 32 1 Fungicida + + - 

4P 32 32 1 Fungicida + + - 

5B 32 32 1 Fungicida + + - 

5P 32 32 1 Fungicida + + - 

7B 32 32 1 Fungicida + + - 

7P 32 32 1 Fungicida + + - 

8B 32 32 1 Fungicida + + - 

8P 32 32 1 Fungicida + + - 

9B 32 32 1 Fungicida + + - 

9P 32 32 1 Fungicida + + - 

10B 32 32 1 Fungicida + + - 

10P 32 32 1 Fungicida + + - 

11B 32 32 1 Fungicida + + - 

11P 32 32 1 Fungicida + + - 

12B 32 32 1 Fungicida + + - 

12P 32 32 1 Fungicida + + - 

13B 32 32 1 Fungicida + + - 

13P 32 32 1 Fungicida + + - 

ATCC 

76645 
32 32 1 Fungicida 256 + - 

+ : crescimento de micro-organismo 

- : sem crescimento de micro-organismo 
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 As avaliações micromorfológicas das cepas de C. albicans na ausência e 

presença dos produtos sob microscópio óptico estão notificados na Tabela 3 e 

Figura 2. 

Tabela 3: Análise micromorfológica de C.albicans na ausência (controle) e 

presença do citral e nistatina. 

C.albicans na ausência e presença do citral 

C. albicans Controle CIM CIMx2 CIMx4 

3B 
Muitas 

estruturas 
unicelulares  

Raras 

leveduras 
Ausente Ausente 

3P 

Muitas 
estruturas 

unicelulares 

Raras 
leveduras 

Ausente Ausente 

4B Muitas 
estruturas 

unicelulares 

Raras 
leveduras 

Ausente Ausente 

4P 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Raras 

leveduras 
Ausente Ausente 

8B 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Ausente Ausente Ausente 

9B 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Raras 

leveduras 
Ausente Ausente 

9P 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Raras 

leveduras 
Ausente Ausente 

11B 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Raras 

leveduras 
Ausente Ausente 

11P 
Muitas 

estruturas 
unicelulares  

Raras 

leveduras 
Ausente Ausente 

...Continua 
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Tabela 3: Análise micromorfológica de C.albicans na ausência (controle) e 

presença do citral e nistatina.  

C.albicans na ausência e presença do citral 

C. albicans Controle CIM CIMx2 CIMx4 

13B 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Raras 
leveduras 

Ausente Ausente 

13P 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Raras 
leveduras 

Ausente Ausente 

ATCC 76645 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Raras 
leveduras 

Ausente Ausente 

Demais cepas 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Ausente Ausente Ausente 

C. albicans na ausência e presença da nistatina 

C. albicans Controle CIM CIMx2 CIMx4 

ATCC 76645 
Muitas 

estruturas 
unicelulares 

Raras 
leveduras 

Ausente Ausente 

... Continuação 
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Figura 2: Micromorfologia de C.albicans na ausência (controle) e presença de 

citral. (a) C.albicans ATCC 76645 na ausência do produto, demonstrando 

estruturas como blastoconídeos e pseudohifas. (b) C.albicans ATCC 76645 na 

presença do fitoconstituinte, observa-se raras leveduras e pseudohifas. (c) C. 

albicans LM-11P na ausência do citral exibindo grande quantidade de estruturas 

celulares, blastoconídeos e pseudohifas. (d) C.albicans LM-11P sob ação da CIM 

do citral, com raras leveduras e pseudohifas. 

 

          

(a)                                                              (b) 

     

            (c)                                                             (d) 

 

 Os gráficos da Figura 3 mostram o log10UFC/mL em função do tempo de 

exposição à presença de citral para a C.albicans ATCC 76645, C.albicans LM-8B 

e o grupo controle (CIM, CIM×2 e CIMx4). Para a cepa padrão sob efeito do citral 

não houve crescimento em nenhum dos tempos para as concentrações 



40 
 

estudadas. A cepa clínica exposta ao produto apresentou redução do crescimento 

após o tempo de duas horas após o início do experimento na CIM e na CIMx2. A 

partir do tempo referente a 4 horas não se evidenciou nenhum crescimento 

fúngico.  

Figura 3: (a) Curva tempo-morte para C.albicans ATCC 76645 quando exposta a 

várias concentrações do citral. (b) Curva tempo-morte para C.albicans LM-8B sob 

efeito de diferentes concentrações do citral. 
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A Tabela 4 exibe os resultados do ensaio de modulação realizado para 

verificar a ação do citral em concentração sub-inibitória (4 μg/mL) sobre a 

nistatina (1024 μg/mL). Observou-se que não houve efeito modulador do 

fitoconstituinte sobre o medicamento licenciado, ou seja, o citral não interferiu na 

resistência das cepas de C.albicans frente à nistatina. 
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Tabela 4: Resultados do ensaio de modulação do citral sobre a nistatina 

para as cepas de C.albicans. 

Citral/nistatina (μg/mL) 

C.albicans 

1
0

2
4
 

5
1

2
 

2
5

6
 

1
2

8
 

6
4
 

3
2
 

1
6
 

8
 

4
 

Controle 
das 

cepas 

Controle 
do meio 

3B + + + + + + + + + + - 

3P + + + + + + + + + + - 

4B + + + + + + + + + + - 

4P + + + + + + + + + + - 

5B + + + + + + + + + + - 

5P + + + + + + + + + + - 

7B + + + + + + + + + + - 

7P + + + + + + + + + + - 

8B + + + + + + + + + + - 

8P + + + + + + + + + + - 

9B + + + + + + + + + + - 

9P + + + + + + + + + + - 

10B + + + + + + + + + + - 

10P + + + + + + + + + + - 

11B + + + + + + + + + + - 

11P + + + + + + + + + + - 

12B + + + + + + + + + + - 

12P + + + + + + + + + + - 

13B + + + + + + + + + + - 

13P + + + + + + + + + + - 

ATCC 

76645 
+ + + + + + + + + + - 

+: crescimento do micro-organismo      -: sem crescimento do micro-

organismo 
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6. DISCUSSÃO 

 

A estomatite associada a Candida spp. é uma doença infeciosa prevalente 

e seu tratamento tem se tornado difícil pela recorrência da doença e resistência 

das espécies dessa levedura aos antifúngicos utilizados27,36,39. 

Entre os produtos selecionados de acordo com citações na literatura por 

estudos etnobotânicos4,12,66, o citral obteve melhor resposta antifúngica contra 

C.albicans, inibindo as cepas até uma concentração de 128 µg/mL.  

Todas as leveduras foram resistentes ao óleo essencial de gengibre. O 

estudo de Sharifzadeh e Shokri53 (2016) encontraram CIM do respectivo óleo 

correspondente a 2500 µg/mL para cepas de C.albicans resistentes e sensíveis 

ao fluconazol. Estudos como os de Aghazadeh et al3 (2016) verificaram 

concentrações inibitórias mínimas de 5 mg/mL referentes a extratos de gengibre. 

O óleo de orégano apresentou CIM de 256 µg/mL, na pesquisa dos autores 

Sharifzadeh e Shokri53 (2016), a CIM encontrada foi de 300 µg/mL. O óleo 

essencial de menta e o fitoconstituinte limoneno apresentaram CIM 256µg/mL. E 

o citral foi o que produziu melhor resposta antifúngica na seleção realizada, como 

pode ser visto na Tabela 1. 

 A atividade antifúngica do citral foi determinada na concentração de 32 

µg/mL (CIM 90%). Este resultado aproximou-se com os obtidos por Leite et al35 

(2014) que apresentaram CIM de 64 µg/mL sobre cepas de C.albicans isoladas 

do sangue. No estudo de Lima et al36 (2012) a concentração 512 µg/mL inibiu 

todas as leveduras de C.albicans isoladas do sangue, urina, trato respiratório e 

secreção vaginal, o que sugere maior resistência das cepas isoladas desses 

locais do que da cavidade bucal. 

A CFM do citral coincidiu com a CIM em toda a amostra utilizada. De 

acordo com Siddiqui et al49 (2010) a substância possui uma atividade fungistática 

quando a relação CFM/CIM ≥ 4 e fungicida quando CFM/CIM <4. Para Hafidh et 

al23 (2011) sendo essa relação 1:1 e 2:1, o produto é considerado fungicida, e 

fungistático quando a razão é maior que 2:1. De acordo com essas metodologias, 

o citral analisado no presente estudo demonstrou ter atividade fungicida. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharifzadeh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27222835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shokri%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27222835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aghazadeh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27127591
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharifzadeh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27222835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shokri%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27222835
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Corroborando com estudos de Leite et al35 (2014) que encontraram valores de 

CFM igual CIM (64 µg/mL) para todas as cepas analisadas. Sousa et al59 (2016) 

verificaram valores de CFM entre 256 µg/mL e 1024 µg/mL (CFM50 e CFM90 

respectivamente) referentes ao citral sobre C. tropicalis isoladas do sangue, 

resultando em atividade fungicida nas leveduras testadas. 

As avaliações micromorfológicas (Tabela 3 e Figura 2) de C.albicans ATCC 

76645 e LM-11P sob um microscópio óptico demonstraram para o controle 

presença de estruturas indicadoras de crescimento de fungos com pseudohifas e 

blastoconídeos. Na presença de citral observa-se raras estruturas, maior 

quantidade de blastoconídeos do que pseudohifas, alterando a morfologia das 

cepas.  

De acordo com Alves et al2 (2013), alterações morfológicas estão 

associadas à patogenicidade dos micro-organismos, onde os fatores ambientais 

locais afetam o estado de fungo comensal, tornando-os infecciosos. A transição 

morfológica levedura-hifa é considerada relevante para a virulência de infecções 

fúngicas. Leite et al35 (2014) também verificaram essas mudanças, as cepas de 

C.albicans apresentaram poucos blastoconídeos e ausência de pseudohifas na 

presença do citral. Destaca-se que esses resultados fornecem grande relevância 

para o desenvolvimento de um agente antifúngico. 

O crescimento das leveduras foi analisado em função do tempo em 

concentrações diferentes do citral. Duas cepas de C.albicans foram submetidas à 

cinética de morte microbiana (Figura 3). O teste realiza uma contagem de células 

viáveis verificando a ação fungicida ou fungistática e avalia a interação do produto 

teste com o micro-organismo a fim de caracterizar uma relação dinâmica entre 

concentração e tempo de exposição29.  

Essa pesquisa demonstrou que para a cepa clínica houve redução no 

crescimento igual a 3 log10UFC/mL em duas horas de exposição à CIM e CIMx2 

do citral, classificando-se como produto fungicida de acordo com os critérios de 

Klepser et al29 (1997). Não houve crescimento visível da cepa clínica em nenhum 

dos tempos observados quando exposta à CIMx4 do citral, assim como em 

nenhuma das concentrações do citral frente a cepa padrão. Esse comportamento 

revela uma dependência da concentração do citral com sua atividade fungicida. 



45 
 

Nas cepas de C. albicans, Leite et al35 (2014), e Zore et al72 (2011) também 

observaram o efeito fungicida do citral pelo o método de cinética de morte. No 

primeiro estudo, o tempo necessário para atividade fungicida do citral foi de 

quatro horas para a CIM (64 µg/mL) e duas horas para a CIMx2. No segundo, 

foram necessárias duas horas para matar 99,9% do inóculo em uma 

concentração de 640 µg/mL.  

Os possíveis mecanismos de ação do ctiral na célula fúngica ainda não 

foram totalmente elucidados na literatura. Park et al46 (2009) observaram que o 

citral foi capaz de causar degeneração de hifas, separação da membrana da 

parede celular e a desintegração das mitocôndrias da espécie fúngica 

Trichophyton mentagrophytes. De acordo com Harris24 (2002), o citral parece agir 

predominantemente na membrana celular fúngica, afetando sua estrutura e 

causando a morte celular, pois inibe a germinação de esporos, proliferação e 

respiração celular.  

Lima et al36 (2012) e Leite et al35 (2014) concluíram em seus trabalhos que 

a CIM encontrada do citral não alterou a presença de sorbitol, sugerindo que ele 

não atua modificando a parede celular fúngica, e nem se liga ao ergosterol, 

afetando provavelmente outro alvo. 

 Todas as cepas foram resistentes à nistatina, assim não foi possível 

determinar a CIM supondo que esta seja maior que 1024 µg/mL, excetuando-se a 

C. albicans ATCC 76645, na qual foi sensível a uma concentração de 256 µg/mL. 

Estudos verificando resistência de espécies de Candida são relatados na 

literatura como o de Souza et al59 (2016) que observaram crescimento de todas 

as leveduras de C. tropicalis isoladas do sangue sob presença do fluconazol, à 

exceção da C. tropicalis ATCC 13803. Os autores destacam que esse 

medicamento é muito utilizado na prática clínica devido à sua eficácia e baixa 

toxicidade. Com essa frequente exposição, a resistência dos isolados de Candida 

e suas espécies tem se tornado comum.  

Essa relação de exposição pode explicar também os resultados presentes 

nessa pesquisa, na qual o grande uso de nistatina ou medicamentos prescritos 

como antifúngicos na estomatite protética associada a Candida tem tornado as 
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cepas de C.albicans resistentes a esse medicamento27,36,39. Interações 

microbianas presentes na cavidade bucal favorecem a proliferação dos micro-

organismos, facilitando o aumento da resistência dessa espécie de Candida63,65. 

A resistência de cepas clínicas de C.albicans oriundas de usuários de 

próteses frente ao antifúngico padrão nistatina utilizada para o tratamento de 

estomatite protética associada a Candida, demonstra a importância de estudos 

que pesquisem a ação de produtos sobre essa espécie tão prevalente na prática 

clínica. Permitindo assim, a descoberta de novos agentes antifúngicos. 

 A levedura padrão ATCC 76645 demonstra possuir menor quantidade de 

estruturas fúngicas como pseudohifas e blastoconídeos em relação às cepas de 

origem clínica como pode ser observado na Figura 2 (a-c). Essa cepa não 

interage com outros micro-organismos, como a C.albicans clínica. Essa 

característica pode ter influenciado na sensibilidade da C.albicans ATCC 76645 à 

nistatina em contraste com as demais cepas clínicas, nas quais não houve 

potencial inibitório desse antifúngico resultando em crescimento nas 

concentrações estudadas. 

 A adição do citral no meio de crescimento em uma concentração 

subinibitória 4 µg/mL (CIM/8) não resultou na interferência da resistência das 

cepas clínicas e padrão frente à nistatina, se observando a proliferação de todas 

as leveduras (Tabela 4). Não há estudos na literatura que investigam a atividade 

moduladora do citral frente à nistatina.  

 O aumento da atividade antimicrobiana ou a reversão da resistência dos 

micro-organismos por componentes não convencionais, classifica esses 

compostos como modificadores da tal atividade13. O citral não foi classificado 

como modificador da atividade antifúngica da nistatina sobre a resistência das 

cepas estudadas.  

 Essa pesquisa apresenta limitações por se tratar de um estudo laboratorial. 

Considerando o aumento de infecções fúngicas e a grande prevalência de 

estomatite protética associada a Candida spp., a busca de novas alternativas de 

tratamentos para essas patologias tona-se necessária. O citral se destacou nessa 
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pesquisa pelos bons resultados referentes aos testes utilizados frente a cepas 

clínicas de C.albicans isoladas de usuários de próteses. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Dentre os produtos naturais analisados, o citral produziu melhor resposta 

antifúngica. O citral demonstrou atividade fungicida frente às leveduras de C. 

albicans isoladas de usuários de próteses e sobre a cepa padrão. O 

fitoconstituinte modificou morfologicamente as leveduras estudadas, observando 

raras estruturas unicelulares quando expostas ao citral.  

Esse produto se destacou por possuir atividade de morte microbiana em 

duas horas de exposição referente a sua CIM e CIMx2 contra C.albicans clínica. 

Foi verificada a resistência de todas as cepas clínicas sobre a nistatina. O citral 

não interferiu na resistência das cepas sobre o medicamento licenciado. 

O citral revelou ser um fitoconstituinte promissor para futuras pesquisas 

que investiguem seu modo de ação na célula fúngica e potencial citotóxico para 

sua melhor compreensão, em vista do desenvolvimento de novos antifúngicos 

contra espécies de Candida.  
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Apêndice 1 - Carta de anuência (Comunidade Recantos do Poço) 
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Apêndice 2 – Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

Projeto SAUDEARTE: troca de saberes e difusão da cidadania 

Pesquisadores: Profª. Dra. Edeltrudes de O. Lima, Prof. Dr. Ricardo D. de Castro, Prof. Dr. 
Thompson Lopes de Oliveira. 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Prezado (a) Senhor (a) 
 Este Projeto de Extensão e Pesquisa visa estudar e conhecer a influência da arte no 
padrão de educação-saúde e qualidade de vida de sujeitos pertinentes às comunidades com e 
sem atividade cultural dos municípios da grande João Pessoa e Cabedelo - PB, fomentando o 
desenvolvimento de atividades educativas e trocas de saberes entre profissionais liberais, 
estudantes da área de Saúde da Universidade Federal da Paraíba - UFPB, do Ateliê Multicultural 
Elioenai Gomes e os integrantes das comunidades. Será estudado perfil dos sujeitos 
representativos das comunidades participantes; ministradas palestras educativas com tema de 
interesse em saúde; ministradas oficinas de Educação-Saúde; levantamento de dados sobre os 
conhecimentos e saberes artístico - cultural de cada comunidade; atividades lúdicas e coleta de 
material biológico da prótese e da boca do participante. Participarão da pesquisa indivíduos com 
idade superior a 18 anos e que aceitaram participar da pesquisa. As informações serão coletadas 
por meio de entrevistas com a aplicação de um questionário estruturado. Informamos que esta 
pesquisa oferece riscos mínimos a seus participantes, como constrangimento. Não possui nenhum 
meio de discriminação aos autores dos documentos envolvidos no estudo. Sua participação é 
voluntária, sendo garantido o direito de desistir da pesquisa, em qualquer tempo, sem que essa 
decisão o prejudique quanto aos aspectos éticos, morais, financeiros, sociais e de acesso à 
saúde. Todas as informações obtidas em relação a esse estudo permanecerão em sigilo, 
assegurando proteção de sua imagem e dos autores dos documentos envolvidos no estudo. Serão 
respeitados valores morais, culturais, religiosos, sociais e éticos. Os resultados dessa pesquisa 
poderão ser apresentados em congressos ou publicações científicas, porém sua identidade não 
será divulgada nestas apresentações, nem serão utilizadas quaisquer imagens ou informações 
que permitam a sua identificação.   
Esperando contar com o seu apoio, desde já agradecemos a sua colaboração. 
 
Contato com o pesquisador responsável: 
Caso necessite de maiores informações sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora 
Edeltrudes de Oliveira Lima. Telefone: (83) 98737-3357/ (83) 3216-7026. Endereço: Rua 
Alcebíades da Cunha, N° 33, Bancários, CEP: 58051080. E-mail: edelolima@yahoo.com.br 
Contato com o Comitê de Ética em Pesquisa do CCS/UFPB 
Endereço: Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Paraíba - 1º andar / Campus 
I /Cidade Universitária /CEP: 58.051-900. Telefone: (83) 3216 7791. E-mail: 

eticaccsufpb@hotmail.com 
 
AUTORIZAÇÃO 
Após ter sido informado sobre a finalidade do projeto “PROJETO SAUDEARTE: troca de 
saberes e difusão da cidadania", AUTORIZO a utilização dos dados por mim fornecidos. 

João Pessoa, _____ de _________________ de 2016. 
 
 
 

 
 

 

 

Assinatura da Pesquisadora Responsável 

(Edeltrudes de Oliveira Lima) 

____________________________________ 
Assinatura do voluntário da pesquisa 

 
Impressão Datiloscópica 
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Apêndice 3 – Folheto de orientações 

 

Cuidados com a prótese 

Cuide bem de sua prótese, pois ela exerce várias funções, entre elas, a mastigação, 

a fala, deglutição, estética. A higienização tanto da prótese como da cavidade bucal é de 

extrema importância e evita diversas infecções que podem acometer a sua boca. 

Consulte um dentista para avaliação e manutenção de sua prótese!   

Como higienizar a prótese 

 Utilize uma escova macia e sabonete neutro ou creme dental não abrasivo para 

escovação de todas as superfícies da prótese 

 Enxague bastante com água 

 Não se esqueça de higienizar a boca antes de colocar a prótese 

 A prótese total ou removível deve ser retirada durante a noite para dormir, retire-

a e coloque-a num recipiente com água 

 

 

 

Lembre-se sempre de visitar o dentista! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


